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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion de tipo experimental, IN VITRO tuvo
como objetivo el efecto antibacteriano del aceite esencial de minthostachys
mollis (Mufia) comparado con el aceite esencial de Rosmarinus officinalis
(Romero) en concentracién de 50 y 100 % sobre cepas Enterococcus
faecalis, se realizé la preparacion de los aceites esenciales de (Mufa) y
(Romero) mediante el equipo de soxhlet; posteriormente se procedio la
activacion de la cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212, mediante el
uso del caldo BHI (Brain Heart Infunsion) y el agar base sangre. Luego se
procedio a preparar las diluciones de los aceites esenciales de (Mufia) y
(Romero) al 50 y 100% utilizando el método de difusion en discos que se
utilizaron 20 placas Petri con agar base sangre donde se sembraron las
cepas Enterococcus faecalis ATCC 29212 a temperatura de 37 °C. Se
afiadieron las diluciones de Mufiay Romero y se procedio a evaluar las
placas midiendo el halo de inhibicion a las 24 y 48 horas utilizando una regla
milimetrada. Resultados: para el aceite esencial de Rosmarinus officinalis
“‘Romero” a la concentracion de 50% a las 24 horas tuvo un halo inhibicion
de 14.72 mm, y a las 48 horas de 14.65 mm; con respecto al concentracion
de 100%, a las 24 horas el halo inhibicion fue de 23.99 mm, y a las 48 horas
de 23.57 mm; para el aceite esencial de Minthostachys mollis “Mufa” a la
concentracion de 50% a las 24 horas tuvo un halo inhibicion de 10.62 mm, y
a las 48 horas de 10.49 mm; y respecto al concentracion de 100% a las 24
horas el halo inhibicion fue de 14.94 mm y a las 48 horas de 14.82 mm.
Conclusion: el efecto antibacteriano el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis “Romero” fue mayor en comparacién con el aceite esencial de
Minthostachys mollis “Muna” al 100% a las 24 horas con un halo de

sensibilidad de 23.99 mm sobre cepas de Enterococcus faecalis.

Palabra clave: Efecto antibacteriano del aceite esencial de Minthostachys
mollis “Mufa” comparado con el aceite esencial de Rosmarinus officinalis
‘Romero” en concentracion de 50 y 100% sobre las cepas de Enteroccocus

faecalis.



ABSTRACT

The aim of this experimental research work, IN VITRO, was to compare the
antibacterial effect of the essential oil of Minthostachys mollis (Muia) and of the
essential oil of Rosmarinus officinalis (Romero) at 50 and 100% concentration on
strains and Enterococcus faecalis ". The preparation of the essential oils of
(Mufa) and (Romero) was carried out by the soxhlet team; Subsequently, the
activation of the Enterococcus faecalis strains "ATCC 29212 was carried out,
using the BHI (Brain Heart Infunsion) broth and the blood-based agar. Then
proceeded to prepare the dilutions of the essential oils of (Mufia) and (Romero)
to 50 and 100% using the disc diffusion method that were used 20 Petri plates
with blood agar where the strains were seeded Enterococcus faecalis ATCC
29212 at a temperature of 37 ° C. The dilutions of Muiia and Romero were added
and the plates were evaluated by measuring the inhibition halo at 24 and 48 hours
using a millimeter ruler. Results: for the essential oil of Rosmarinus officinalis
"Romero" at the concentration of 50% at 24 hours had a halo inhibition of 14.72
mm, and at 48 hours of 14.65 mm; with respect to the 100% concentration, at 24
hours the inhibition halo was 23.99 mm, and at 48 hours, 23.57 mm; for the
essential oil of Minthostachys mollis "Mufia" at the concentration of 50% at 24
hours had an inhibition halo of 10.62 mm, and at 48 hours of 10.49 mm; and
regarding the concentration of 100% at 24 hours, the inhibition halo was 14.94
mm and at 48 hours, 14.82 mm. Conclusion: the antibacterial effect of the
essential oil of Rosmarinus officinalis "Romero™ was higher in comparison with
the essential oil of Minthostachys mollis "Mufia" at 100% at 24 hours with a

sensitivity halo of 23.99 mm over strains of Enterococcus faecalis.

Key word: Antibacterial effect of the essential oil of Minthostachys mollis "Mufia"
compared with the essential oil of Rosmarinus officinalis "Romero" in 50 and

100% concentration on the Enteroccocus faecalis strains.
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INTRODUCCION

Actualmente, hay un interés grande por realizar investigaciones con nuevas
formas terapéuticas para prevenir la periodontitis que es una enfermedad
Inflamatoria que afecta a los tejidos, con patogénesis compleja que incluyen
microorganismos como el Enterococcus faecalis anaerobios y puede crecer
medios donde existe poca cantidad de oxigeno y deficiencia de nutrientes con
capacidad de formar biopeliculas entre microorganismos de su misma especie

u otros microorganismos

Ante esta problema se busca nuevas alternativas de tratamiento que ayuden a
mejorar en la enfermedad periodontal, se valora por el interés en especies
vegetales que contengan una actividad antimicrobiana; actualmente se emplean
como es el uso del aceite esencial de (Romero) y (Muiia), plantas de la sierra
del Peru por sus usos ampliamente utilizados en diferentes regiones del pais,
se debe principalmente por sus propiedades y componentes que actia
principalmente dentro de la estructura de pared celular que interviene en la fase

de metabolismo de los microorganismos. ®

Los aceites esenciales son de gran utilidad de diversas maneras como en
productos farmacéuticas por presentar una variedad de propiedades. Asi como
podemos mencionar el aceite esencial de Rosmarinus officinalis (Romero) es
una planta que viene desde la época prehistérica como medicinas, que
producen compuestos fetoquimicos presentes en principios activos y
propiedades antibacteriano sobre las bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas; ¥ contiene componentes Terpenoides, Fenolicos, flavonoides y
Alcaloides, Taninos. ® Minthostachys mollis (Mufia), es una planta oriunda de la
sierra Peruana que se utiliza comunmente como antioxidante, antifungica,
antimicrobiana; y componentes principalmente por monoterpenos como:
mentona, pulegona, carvacrol, limoneno, isomentona, mentol y eucaliptol; y de
los cuales el carvacrol es el mas resaltado por poseer mayor potencial actividad

antimicrobiana ©



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

La periodontitis en una enfermedad inflamatoria crénica que afecta al
periodonto, que son tejidos, ligamento, huesos que rodean los dientes. (7)
Segun la OMS del 15% al 20% de adultos presentan periodontitis, en cuya
etiologia esta presente el Enterococcus faecalis ® que se colonizan el area
supray subgingival el cual ocurre formacién de las bolsas periodontales en
donde la encia se empieza a separase del diente y como las bacterias
nocivas siguen creciendo en estos espacios la infeccion se extiende y causa
dafio en el hueso y estructuras alrededor de los dientes, provocando

finalmente la perdida de piezas dentarias. ©

El Enterococcus faecalis es un patdgeno oportunista de la cavidad oral,
anaerobio facultativo, Gram positivo, y fermenta la glucosa sin producir gas
no esporulado que se encuentra en pares o cadenas, que pueden causar
endocarditis bacteriana y bacteremias. el tamafio de cada célula mide entre
0,5 y 0,8 micrometros, comunmente aislada en infecciones orales asociada
a canales radiculares, abscesos perirradiculares y enfermedad periodontal
y tiene la capacidad de soportar condiciones adversas como la falta de
nutrientes hasta por 4 meses, utilizando como fuente de nutrientes el fluido
crevicular gingival y el hueso adyacente y se caracteriza por sobrevivir en

ambientes que puede ser toxicos para otras bacterias. 9

En la actualidad, hay un interés muy importante por realizar investigaciones
para disminuir las enfermedades de la cavidad oral. los aceites esenciales
como tratamiento farmacolégicos en la actualidad se orientan hacia las
plantas medicinales que han adquirido gran importancia, entre ellos el
Rosmarinus officinalis (Romero) es una planta que se caracteriza por poseer
principios activos de accion antibacteriano natural sobre bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas ®1) y el Minthostachys mollis (Mufia) es una
planta que se caracteriza por poseen principios activos que exhiben una

accion antibacteriano. 2



1.2.FORMULACION DEL PROBLEMA

¢El efecto antibacteriano  del aceite esencial de Minthostachys mollis

(Mufia) serd mayor comparado con el aceite esencial de Rosmarinus

officinalis

(Romero) en concentracion 50 y 100% sobre cepas de

Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas?

1.3.0BJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1. Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Minthostachys mollis (Mufia) comparado con el aceite esencial de
Rosmarinus officinalis (Romero) en concentracion 50 y 100%
sobre cepas de Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas.

1.3.2. Objetivos especificos

Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis (Romero) en concentracion 50 y 100%

sobre cepas Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas.

Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Minthostachys mollis (Mufia) en concentracion 50 y 100% sobre

cepas de Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas.

Comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial Rosmarinus
officinalis (Romero) y el aceite esencial de Minthostachys mollis
(Mufia) en concentracion 50y 100% sobre cepas de Enterococcus

faecalis alas 24 y 48 horas.



1.4.JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION
1.4.1. Importancia

Las plantas naturales en la medicina tradicional han sido utilizadas
como tratamiento terapéutico desde tiempos prehistéricos. En la
actualidad es muy poco informacién de las plantas que aporto al
campo Odontolégico; la importancia del presente investigacion radica
en el uso de plantas en la enfermedad periodontal, asi mismo,
basandose en estudios de investigacion, por lo que se plantea la
preparacion de aceites esenciales de Romero y Mufia para
determinar el efecto antibacteriano natural sobre el Enteroccus

faecalis.

El presente trabajo de investigacion se realiza con el objetivo de
ampliar la visidn sobre plantas naturales que servira para evaluar y
demostrar si estos insumos naturales de Romero y Mufia extraidos de
dos plantas milenarias del Peru, son efectivas contra el Enterococcus
faecalis y mas aun saber cual de las dos plantas tiene un mayor
efecto antibacteriano, que beneficiaran a los pacientes, puesto que
sera mas accesible por su valor econémico reducido en el campo
odontologico se utilizar4 por tener beneficios naturales con menos
posibilidades de fracaso con mayor confiabilidad y se le indicaria a

sus pacientes para tratamiento de enfermedad periodontal.

Si demostramos que ambas plantas o0 una de ellas tiene el efecto
antibacteriano, se basara en la utilizacion de una nueva sustancia se
llevara a emplear para medicacién con un producto derivado de las
plantas autdctonas del Peru que se utilizaria para tratamiento de
enfermedad periodontal asociada a presencia de Enterococcus

faecalis, para mejorando la salud periodontal de los pacientes.



1.4.2. Viabilidad de la Investigacion

La investigacion es viable puesto que se cuenta con los recursos

necesarios.
A. Recursos Humanos
Investigadora: Bachiller. Dina Borda Gamatrra.
Asesora: Mg. Idaluz Victoria Florez Suclla.
B. Recursos Financieros

La presente investigacion sera financiada en su totalidad por la

investigadora.

C. Materiales de Laboratorio
- Soporte
- Refrigerante de bolas o serpentin
- Licuadora
- Vaso de precipitado
- Agua destilada
- Recipientes
- Estufa
- Balanza
- Pipetas
- Pinzas estériles
- Placas Petri
- Puntas para micropipeta
- Probetas
- Refrigeradora
- Balon de fondo plano
- Microscopio

- Asa de kolle



Guantes
Mascarillas
Gorras
Regla venier

D. Materiales Insumos

Aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia).
Aceite esencial de Rosmarinus officinalis (Romero).
Cepa de Enterococcus faecalis.

Medios de cultivo enriquecidos Agar base sangre.
Caldo BHI (Brain Heart Infusion).

E. Recursos Institucionales

Laboratorio: Universidad Nacional de San Agustin Escuela

Profesional de Biologia.

1.5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La presente investigacion no tuvo limitaciones, puesto que es IN VITRO,

por lo tanto, si hubiera cualquier tipo de error o falla en el proceso o medicion

de los datos, se podrian repetir, los protocolos aplicados.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO
2.1.ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION
2.1.1. Antecedentes Internacionales

Gaje Sierra Alexis Ivan. “EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL
ACEITE ESENCIAL DE MINTHOSTACHYS MOLLIS (TIPO) AL 25,
50, 100 % FRENTE A PORPHYROMONAS GINGIVALIS ESTUDIO
IN VITRO. ECUADOR. 2016”. El propésito de esta investigacion fue
determinar la actividad antibacteriano de Minthostachys mollis frente
a la Porphyromonas gingivalis que es uno de los principales
periodontopatégenos. Se elaboré un aceite esencial utilizando la
técnica de destilacion por arrastre de vapor de agua, obteniendo 10ml.
luego del procedimiento, el mismo que fue diluido para obtener tres
concentraciones al 25%, 50% y 100%, se utiliz6 Clorhexidina al
0,12% como control positivo y agua destilada como control negativo.
Al realizar las pruebas de sensibilidad IN VITRO se concluy6 que la
efectividad antibacteriano en la concentracion al 25% obtuvo un halo
de 11,2 mm al 50% la efectividad alcanzo6 un halo de 9,6 mm vy al
100% logré un halo de 13,6 mm, siendo esta concentracion la mas

efectiva. 13

Ortega Salazar Eliana Jacqueline. “EFECTIVIDAD DE INHIBICION,
EXTRACTOS, TOMILLO, ROMERO, STREPTOCOCCUS MUTANS,
CARIES DENTAL, CULTIVO MULLER HINTON. ECUADOR. 2016”.
La investigacion tiene como objetivo efectividad de inhibicién de los
extractos de Tomillo y Romero al 10% frente al Streptococcus mutans,
principal agente causante de caries dental. Para ello, se realizé el
analisis de 20 muestras bajo un disefio experimental, se midieron los
halos de inhibicion formados por ambas soluciones acuosas, ademas
de la clorhexidina al 2% y agua destilada, en cultivo Mduller Hinton, se
concluyé que ninguno de los extractos de las mencionadas plantas,

al menos al 10% equivalente a la concentracién lograda en



2.1.2.

preparados caseros, consigue prevenir o detener la aparicion de la

bacteria. 4
Antecedentes Nacionales

Huallpa Tucto, Elizabeth Evelyn. “EFECTO INHIBIDOR DEL ACEITE
ESENCIAL DE MUNA MEZCLADO CON HIDROXIDO DE CALCIO
COMPARADO CON CUATRO SOLUCIONES FRENTE A
ENTEROCOCCUS FAECALIS. LIMA. 2017". Se aplic6 el método de
difusion en Agar por pozos de 6 mm. de didmetro, para las sustancias
a examinarse incluido el suero fisioldégico control negativo, se midié
los halos de inhibicion a las 24 y 72 horas con registros de 16,17 mm.
y 15,36 mm. Para el aceite esencial de mufia mezclado con hidroxido
de calcio; 9,18 mm. y 8,68 mm, para el aceite esencial de mufia; 19,89
mm. y 17,09 mm, para la pasta 3Mix-MP; se concluyo que el efecto
inhibidor del aceite esencial de mufia mezclado con hidréxido de
calcio es menor al efecto inhibidor de la pasta 3Mix-MP, al efecto
inhibidor del gluconato de clorhexidina al 2% y al efecto inhibidor de
la mezcla con hidroxido de calcio, pero mayor al efecto inhibidor del

aceite esencial de mufia. 19

Salirrosas Tello, William Eduardo. “EFECTO ANTIBACTERIANO IN
VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE ROSMARINUS OFFICINALIS
(ROMERO) SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212.
TRUJILLO. 2016”. Se realiz6 la prueba de susceptibilidad, utilizando
el método de difusion en discos, las cepas de E. faecalis fueron
sembradas en medio de cultivo Muller Hinton, se colocaron discos con
cinco concentraciones de aceite esencial de Romero al 5%, 25%,
50%, 75%, 100%, se incubaron a 37 °C y se miden, después de 24
horas todos los discos presentaron halo de inhibicion y los tamafios
de éstos aumentaron de forma proporcional a las concentraciones
utilizadas, se empled también el método de dilucion en tubos, ensayo
concentraciones de 5%, 25%, 50%, 75%,100% del aceite esencial de

Romero; a los cuales se les agregé el in6culo de E. faecalis, la


http://alicia.concytec.gob.pe/vufind/Author/Home?author=Huallpa+Tucto%2C+Elizabeth+Evelyn

2.1.3.

incubacion fue a 37 °C por 24 horas, cada cultivo se sembrd 0.1mL.
en placas con Agar Miuller Hinton para determinar las Unidades
Formadoras de Colonias, después de 24 horas se realiz6 el conteo se
concluyé que las concentraciones del aceite esencial de Romero
poseen actividad inhibitoria IN VITRO sobre el crecimiento de cepas

de Enterococcus faecalis. (19
Antecedentes locales

Moncada Valerio Francisco Manuel. “DETERMINACION DE LA
COMPOSICION Y ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE
ESENCIAL DE SCHINUS MOLLE L. (MOLLE) DE AREQUIPA Y
MOQUEGUA CONTRA KLEBSIELLA PNEUMONIAE,
PSEUDOMONA AERUGINOSA Y STAPHYLOCOCCUS AUREUS.
AREQUIPA. 2014”. Los resultados obtenidos mostraron que el aceite
esencial de Schinus molle L. de la localidad de Arequipa genera un
efecto resistente contra Klebsiella pneumoniae y Pseudomona
aeruginosa y un efecto intermedio frente a Staphylococcus aureus,
mientras que, el aceite esencial de Schinus molle L. de la localidad de
Moquegua, genera un efecto resistente en los tres microorganismos
estudiados, se concluye, por tanto, que el aceite esencial de Schinus
molle L tiene un efecto intermedio contra bacterias Gram positivas y

un efecto resistente frente a bacterias Gram negativas. ")

Espinoza Inofuente Zenaida “ANALISIS COMPARATIVO DEL
EFECTO ANTIBACTERIANO DE LA PIPER AUNGUSTIFOLIUM
(MATICO) Y DE HIDROXIDO DE CALCIO SOBRE EL
ENTEROCOCCUS FAECALIS, AREQUIPA. 2012”. El propésito de
la investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano de la Piper
Aungustifolium (Matico) en comparacion con el Hidroxido de Calcio
sobre el Enterococcus faecalis empleado el método de difusion en
placas de agar, para lo cual se utilizaron 48 unidades de estudio, 24
unidades para el grupo experimental 1 (Piper Aungustifolium) y a las

24 horas para el grupo experimental 2 (Hidréxido de Calcio) en un



tiempo de 24, 48,72 horas y 7 dias. Se colocaron sensidiscos
embutidos con las soluciones de la Piper Aungustifolium (Matico), y
se hizo 3 pozos de 5 mm de diametro por 6mm de profundidad para
el Hidréxido de Calcio. Se incubaron en cAmara de anaerobios por un
lapso 7 dias, dentro de los cuales se realizé la medicion de halo de
inhibicibn de ambas sustancias y de ambos controles (positivo y
negativo). Los resultados de la investigacion demostraron de la accion
antibacteriano de la Piper Aungustifolium (Matico) es mayor que el
Hidréxido de Calcio a las 72 horas y alos 7 dias de entrar en contacto

con el Enterococcus faecalis. 18
2.2. BASES TEORICAS
2.2.1. Mufa
2.2.1.1. Descripcion General

La mufia o menta de los andes es una planta arbustiva lefiosa
de las regiones andinas de nuestro territorio peruano. Su
nombre cientifico es Minthostachys mollis. Muy difundido en
las regiones, de Apurimac, Ayacucho, Cusco, Huancavelica y
Puno siendo muy utilizada por comunidades nativas. Se
denomina en la lengua Quechua “mufa”, Mufia negra, mufia-
mufa, arash mufa, Orcco-mufa, Polco silvestre y en idioma
Aymara se le conoce como Coa y Huaycha, por sus
semejanzas al orégano y poleo, y crece entre 2500 y 3500
msnm. su medida tiende alcanzar hasta 1.50 metros de altura,
y siempre su habitat es en lugares muy cercanos a los
manantiales sin tener mucho requerimiento de agua y como
también crece en margenes Yy resguardos de los arroyos que
descienden de los cerros asi como en las quebradas; clima
con elevada luminosidad y en temporada de lluvia florece, se
multiplica por semilla y en época del invierno desaparecen
sus 6rganos para luego brotar nuevamente con las

primeras lluvias de la primavera. 9



2.2.1.2.

2.2.1.3.

2.2.1.4.

2.2.15.

Taxonomia

La clasificacion es la siguiente %
- Reino: Vegetal
- Divisién: Magnoliophyta
- Clase: Magnoliopsida
- Subclase: Asteridae
- Orden: Verbenales
- Familia: Lamiaceae
- Género: Minthostachys (Benth.) Spach

- Especie: Minthostachys mollis (Kunth) Grisebach.
Descripcion Geografica

La mufia crece a 2500 a 3500 m.s.n.m. es utilizada de forma
tradicional en los males digestivos y respiratorios; esta
compuesta por aceite esencial, glicosidos, mucilagos,
saponinas, taninos, alcaloides, esteroles, carbohidratos,

calcio, fosforo, fierro, vitamina B1, esencias y mentol. %
Descripcion Botanica

Es una planta arbustiva lefiosa, que tiende a medir de
0.80_1.50 metros de altura un tallo ramificado desde la base
y posee hojas pequefias con flores blancas y reunidas en
cortos racimos, situados en la parte superior y hojas simples,
opuestas de bordes aserrados. Posee pelos en la cara inferior
y pertenece a un género de interés botanico, farmacéutico
debido a los aceites aromaticos encontrados en las glandulas

celulares de las hojas y tallos. 9
Composicion Quimica

Componentes mas principales gue se encuentra en el aceite

esencial de la Minthostachys mollis (Mufia). 9
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COMPUESTOS CANTIDAD (%)
Terpineno 16,58
Linalool 17,61
Mentona 19,20
Mentol 19,69
Pulegona 21,61
Timol 22,97
Carvacrol 23,26
Acetato de Timilo 24,62
Acetato de Carvacrilo 25,16
Acetato de Geranilo 25,48

Se encontraron compuestos; de los cuales el carvacrol ha
sido muy estudiado por su potencial actividad antimicrobiana
natural para distintos microorganismos mediante la inhibicion

del crecimiento.

Pulegona: se utliza en perfumeria y saborizantes, en
grandes cantidades es altamente toxico, dafia el higado. Su
toxicidad probablemente explica algunos de los efectos del

aceite de Minthostachys mollis contra microorganismos. ?%

Mentona: contiene una aroma sabor a menta Yy generalmente

se usa en perfumeria y en males digestivas. 2%

Linalol: generalmente se utiliza en condimento y también en
insecticida, linalol es mas conocido como compuesto del

cilantro. 9
Mentol: Produce sensacion de frio y adormece el dolor. 2V

Carvacrol: componentes dominantes de los estudios del
aceite de Minthostachys mollis. Que Inhibe el crecimiento de

las bacterias como potencial antibacteriano- @V

11



Timol: este componente es bien conocida como en los aceite
de distintas especies vegetales como también en tomillo etc.
Actlla como antiséptico y contra el dolor de garganta y tos. @9

2.2.1.6. Mecanismo de Accién

El mecanismo de accién; observaciones realizadas en el
microscopio electronico han mostrado donde se produce una
rotura de la membrana celular de las bacterias sensibles a su

accion de los aceites. (19
2.2.1.7. Efecto Antimicrobiano

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales aun no
se especifica a un mecanismo con exactitud, donde nos
pueda determinar especificamente. Porque las platas
vegetales tienen diferentes partes y diferentes compuestos
donde podriamos encontrar; el caracter hidrofébico de los
aceites esenciales les permite incorporarse en los lipidos de
las membranas bacterianas y mitocondriales perturbando su
estructura y consecuentemente su permeabilidad, dando
lugar a la fuga de iones y otros contenidos celulares vitales,

conduciendo finalmente a la muerte del microorganismo. ??)
2.2.2. Romero
2.2.2.1. Historia

En vocablos griegos, rhops, arbusto, myrinos aromatico; que
generalmente coincide con la plata de Romero; el nombre
especifico, officinalis, expresa su aplicacion como planta
medicinal. El Romero ha sido utilizado desde la antigtiedad
desde los tiempos de faraones egipcios donde se ponian a los
rituales de los muertos un ramillete para perfumar su viaje al
pais de los muertos. En el siglo XVI la reina Isabel de Hungria

ya empezO a utlizar para realizarse tratamientos de

12



2.2.2.2.

2.2.2.3

2.2.2.4.

reumatismo que entonces padece convirtiéndose, como en
«el agua de la reina de Hungria», el cual fue cuestionado en
uno de los remedios mas famosos de la corte de Luis XIV. El
aceite esencial, por primera se obtuvo en los afios 1330 por
el autor Ramoén Llull que desde entonces, se emplea en

perfumeria, boticarios, farmacopeas etc. %%

Taxonomia 9
- Nombre Cientifico: Rosmarinus officinalis
- Reino: Plantae
- Divisién: Magnoliophyta
- Clase: Magnoliopsida
- Orden: Lamiales
- Familia: Lamiaceae
- Género: Rosmarinus
- Especie: Rosmarinus officinalis

- Nombre Comuan: (Romero)
Distribucion Geografica

Es una planta originaria de la zona mediterranea se encuentra
sobre todo en Peru, crece en la costa, sierra 'y selva hasta los
3500 m.s.n.m, formando parte de los manantiales, laderas de
tierras bajas y lugares secos en climas tropicales
subtropicales, suelos aridos secos, algo arenoso muy
permeables, con un gran capacidad de adaptacién a para

cultivo en diferentes suelos y condiciones ambientales. %
Descripcion Botanica

El Romero es una planta vegetal arbusto lefioso perenne, de
aspecto espigado que mide de 0.50 a 1.50 cm de altura, de
hojas pequefias muy abundantes muy olorosas que crece en

de color verde en el haz blanquecino con las flores en forma

13



de racimos y de color blanco, rosado, azul pélido. Con caliz
verde o algo rojizo muy arométicas y generalmente florece en
primavera, aunque pueden encontrarse flores practicamente

durante todo el afio. ¢4
2.2.2.5. Composicion Quimica

Los cuales han sido agrupados de manera general por
diversos autores en acidos fendlicos, flavonoides, aceite
esencial, acidos triterpénicos y alcoholes triterpénicos. 3

Acidos fendélicos Rosmarinico, taninos.

Flavonoides Luteolina, cirsimarina, neopritina,

Sinensetina, cupafolina.

Diterpenos Carnosol, rosmanol, rosmadial.

Acidos triterpénicos | Acido ursélico 2 a 4 %.

Alcoholes Alfa y beta - amirina, betulésido

triterpénicos

Alcaloides Rosmaricina.

Elementos minerales: | Sodio, potasio, calcio, magnesio.

Hierro, cobre, zinc, manganeso.

Aceite esencial 1,2 a | Cinelol, alcanfor, borneol acetato
2% de bornilo, a-pineno linalol,

canfeno, terpinoleno, timol.

Los diferentes trabajos de investigaciéon afirman que
dependiendo del lugar geogréafico donde crezcan; las plantas
bajo condiciones de tipo de suelo, climay altura sobre el nivel
del mar generan diferentes cambios en cantidad y tipos de
moléculas bioactivas presentes; dentro de los compuestos

activos. @4

Terpenoides: Son aquellos que tienen elementos
adicionales, usualmente oxigeno; que involucra la ruptura de

la membrana celular por los compuestos lipofilicos. ¢4
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2.2.2.6.

Fenolicos y polifenoles: Los sitios y numeros de grupo
hidroxilo en el grupo fenol se cree que estan relacionado con
la toxicidad contra los microorganismos, efectivo contra virus,
bacterias y hongos; se cree que produce una inhibicion
enzimatica o una interaccibn no especifica con las

proteinas. 24

Flavonas: son sintetizados por las plantas vegetales en
respuesta a infecciones microbianas, formando un complejo
con las proteinas solubles que se encuentra en la celulas y
extracelulares y el complejo de la pared de la célula
bacteriana, impidiendo el desarrollo de las células bacterianas

dentro de canales radiculares. @4

Alcaloides: Constituyen un grupo heterogéneo de bases
nitrogenadas, tiene efecto antimicrobiano, viral: se le atribuye

a su capacidad de intercalarse con el DNA. ¢4

Taninos: son antidiarreico, antimicrobiana, inhibidora
enzimatica, estan relacionadas con la capacidad de inactivar
adhesinas microbianas, enzimas, proteinas trasportadoras en

la célula, formar complejos con la pared celular. ¢4
Mecanismo de Accion

El mecanismo de accion Consiste en degradar la membrana
citoplasmatica de las bacterias, lo que conduce a una pérdida
de iones de potasio, provocando autolisis de la célula,
también aumenta la permeabilidad de la membrana, y disipa
su potencial, haciendo que las bacterias pierdan su capacidad
ante la motilidad, realizando el transporte de membrana y
sintesis de ATP, haciéndolas mas vulnerables de ataque

inmunoldgico y también potenciando a los antibioticos. %)
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2.2.2.7.

Actividad Antibacteriano

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis (Romero) actia a
nivel de la membrana celular de las bacterias, aumentando su
permeabilidad y generando desconfiguracion de la pared
celular tanto de Gram positivas como de Gram negativas. @4

2.2.3. Enterococcus faecalis

2.2.3.1.

2.2.3.2.

Historia

El género Enterococcus ha tenido grandes cambios en la
taxonomia durante los ultimos afios; el término Enterococcus
fue utilizado por primera vez por el microbiélogo francés
Thiercelin (1899) para referirse a un diplococo Gram positivo
encontrado en el intestino humano. La denominacion de
Streptococcus faecalis fue acufiada por Andrewer y Horder
(1906), para designar a un microorganismo aislado de un
paciente con endocarditis aludiendo el nombre especifico al
habitat del intestino. Sherman en 1930, clasific6 a los
estreptococos en cuatro clases: pyogenes, lactis, viridans y
Enterococos; a estos ultimos los denomind estreptococos del

grupo D, posteriormente. %5
Enterococcus faecalis

Es un microorganismo es un patégeno del tracto intestinal.
También puede detectarse en el suelo, agua o alimentos, E.
faecalis perteneci6 al género Streptococcus del Grupo D, pero
recientemente fue clasificado en su propio género
denominado Enterococcus, son fuente frecuente de

infecciones a nivel hospitalario. (%9

Actualmente han tomado relevancia clinica debido a su
resistencia antimicrobiana frente a penicilina, cefalosporinas,

aminoglucésidos y vancomicina: (26
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2.2.3.3. Caracteristicas

Son microorganismos anaerobios facultativos, inmovil,
catalasa negativo o débilmente positiva, con capacidad para
fermentar glucosa vy carbohidratos. Ademas presenta
capacidad para formar biopeliculas, los Enterococcus se
diferencian de los Strectococcus en que pueden crecer en un
rango de temperatura de 10 °C a 45 °C. Son mas resistentes
a los cambios ambientales adversos, pudiendo tolerar
concentraciones de 6,5% de NaCl, desarrollarse a pH 9.6 y

soportar temperaturas de 60 °C hasta por media hora. ©®

Este microorganismo, coco Gram positivo, facultativo, inmovil,
de 0,5 a 0,8 um, no esporulado y que se dispone en pares o
cadenas, posee diversos factores de virulencia donde

destacan. 7

Acido lipoproteico: estimula la liberacion de mediadores
proinflamatorios leucocitarios desde polimorfos nucleares

neutréfilos y macréfagos. @7

Adhesinas de superficie: son proteinas de membrana vy
esta relacionada con formacion de biopeliculas' y como
también con la adherencia del microorganismo a proteinas de

matriz extracelular y colageno. ?7

Citolisina: afecta la tension de oxigeno, generando un
ambiente anaerobio, suprimiendo el desarrollo de otras

bacterias, y favoreciendo a otros grupos: ¢”)

Gelatinasa: generalmente tiene una capacidad de poder
inhibir el crecimiento de las bacterias; hidroliza colageno,

fibrindgeno, caseina, hemoglobina e inulina. @7

Hemolisina: genera la lisis eritrocitaria, de neutrofilos y

macréfagos. ¢7)

17
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2.2.3.4.

2.2.3.5.

2.2.3.6.

Hialuronidasa: degrada &cido hialurénico haciendo dafio
tisular en tejidos blandos, quiere decir que aumenta la

invasion de microorganismos. ¢7)

Sustancia de agregacion: facilita la adherencia a tejidos del
hospedero, contacto con otras bacterias durante el
intercambio de plasmidos, y la internalizacion en

macraéfagos. 7

Taxonomia

- Dominio: Bacteria

- Filo: Firmicutes

- Clase: Bacilli.

- Orden: Lactobacillales.

- Familia: Enterococcaceae.
- Género: Enterococcus.

Especie: faecalis (%9
Morfologia

Enterococcus faecalis son cocos Gram positivos de tamafo
0,5 - 0,8 um, que se distribuyen en cadenas cortas o en

pares. (6
Patologias

Se la especie de Enterococcus faecalis, siendo la mas
comunmente aislada en infecciones bucales asociada a
canales radiculares, abscesos perirradiculares y enfermedad

periodontal.
e Enfermedad periodontal:
Factores de virulencia, como una serie de propiedades que

le permitan a las bacterias establecerse (colonizar) en un
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tejido, generar una afeccion y determinar el grado o
gravedad de la infeccion.

Formacion de la placa dental bacteriana

1. A las 4-8 primeras horas hay un depésito de la pelicula
organica exdégena y una baja concentracion de

bacterias, cocos y cocobacilos.

2. De 8-12 horas la pelicula adquirida exdgena aumenta de
grosor, Se produce un crecimiento en surcos, fisuras e

irregularidades de las superficies dentales.

3. De 12-24 horas hay un crecimiento bacteriano en la
superficie, se forman colonias incrustadas en la matriz y
aparecen Cocos Yy bacilos Gram + (80-90%).

Estreptococos y actinomices.

4. Del dia 2 hay un crecimiento en grosor de las colonias

Cocos y bacilos Gram (+).

5. De 3 a 5 dias Reduccion cocos Gram (+). Aparicion de:

bacilos Gram (-), bacterias filamentosas y fusobacterias.

4. De 6 a 10 dias y semanas Aparicion de vibrios y
espirotecas. Incremento de Gram (-) y anaerobio y un
crecimiento en grosor de las colonias y una
diferenciaciéon y organizacion de forma que en la capa
interna se hace mas compacta y se agrupan los cocos y
bacilos y en la capa externa, siendo menos compacta

gue la anterior, se localizan los filamentos.
Placa bacteriana supragingival

- Capa interna: Acumulacion densa de cocos y bacilos,

Poca matriz extracelular.

- Capa superficial: Cocos y bacilos junto con formas

filamentosas, células epiteliales descamadas vy
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leucocitos en una matriz extracelular; Compuesta por

polisacaridos producidos por bacterias a partir de la

sacarosa Y sustancias salivares.

Placa bacteriana subgingival

Zona adyacente a la superficie dental: de bacteriass Cocos

y bacilos Gram (+) y algunos cocos y bacilos Gram (-), En

superficie epitelial a destruccion periodontal rapida junto

con flajelados y espirotecas:

o 0k~ w0 NP

Porfiromonas gingivales

Prevotella intermedia

Actinobacillus actinomicetemcomitans
Bacteroides forsythus

Fusobacterium nucleatum

Enterococcus

Biopelicula de la placa ésta es el habitat ideal de las
bacterias bucales, ya que en ella pueden vivir al
encontrar un sitio muy pobre en oxigeno, con grandes
nutrientes y excelente humedad , temperatura o mas
importante, protegidas no solo del ataque de las células
defensivas organicas y de los anticuerpos, sino también
del fluido o liquido gingival y la accién antibacteriana de
la saliva, ya que al gran cantidad de mutano y dextrano
gue se acumula en este tipo de placa, dificulta en gran

modo la difusién de la saliva hacia el interior de ésta.

El tartaro por su fuerte adherencia al cemento radicular,
causa irritacion al epitelio gingival ya que alberga gran

cantidad de bacterias.
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La invasion bacteriana en el tejido epitelial y conectivo
asi como la invasion de las toxinas y enzimas hasta el

hueso de soporte explica el dafo a este tejido.

Se podria determinar que si hay hiperrespuesta se
elaboraran en exceso una serie de sustancias
defensivas como las citoquinas son producidas por

linfocitos o si provienen de monocitos, macrofagos.

El factor Activador de Osteoclastos que alteraran los
tejidos de soporte es consecuencia de una alteracion
celular donde la fagocitosis puede ser defectuosa o la
produccion de citoquinas es inadecuada todo esto
llevara a las diferentes formas de manifestarse la

enfermedad periodontal.

Otras células puede producir un efecto celular tal es el
caso de las reabsorciones 0seas en las enfermedades
periodontales donde las enzimas bacterianas tipo
colagenasa, hialuronidasa, condroitinsulfatasa,

lecitinasa.

Las endotoxinas bacterianas que también tienen efectos
negativos sobre los fibroblastos impiden la recuperacion

de los tejidos y la perpetuacion el dafio tisular.

El sitio del hueso reabsorbido es reemplazado por
células defensivas como macrofagos, linfocitos,
plasmocitos y se quedan en la zona luchando contra los
millones de bacterias que estan alli produciendo sus
enzimas, toxinas por lo tanto la respuesta organica

normal limita la lesién al periodonto.
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- El aumento de respuesta altera la morfologia normal de
los tejidos sin aun comprenderse porque existen

diferentes maneras de reaccion del huésped.

Los parametros clinicos de la enfermedad, como aumento
en la profundidad al sondaje, pérdida de nivel de insercion
clinica y presencia de sangrado; donde las evidencias
indican que este microorganismo posee la capacidad de
adquirir, acumular y compartir material genético con otras
bacterias, producto que el 25% de su ADN corresponde a
segmentos moviles y transferibles, lo que favorece la

variabilidad genética del microorganismo. 7
Endodoncia:

Dentro de un canal radicular, este microorganismo pueda
mantener y como también puede causar una enfermedad
después de realizar el tratamiento, que puede sobrevivir
dentro de los conductos radiculares después de la
obturacion y poseer las propiedades patogénicas
necesarias para perpetuar la inflamacion externa, Ademas,
debe ser capaz de soportar la condiciones toxicas que
existentes en los canales radiculares tratados

endoddnticamente. 149

Estas bacterias se encuentra en las pulpas necréticas y
sobrevive a los procedimientos quimiomecanicos debido a
las limitaciones que realizan como resistencia y también
por la compleja anatomia radicular, ya que este patdgeno
se aloja en tubulos dentinarios, ramificaciones, istmos y
deltas apicales, situacion que le es propicia a la hora de

restablecer la infeccién endoddntica.

E. faecalis se ha detectado en un rango entre 4%y 40% en

canales radiculares de dientes con lesiones endoddnticas
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primarias, y en un rango entre 24% y 77% en infecciones
endododnticas secundarias en dientes con fracaso

endoddntico. 4
e Absceso periapical:

Es una lesién que se presenta en liquido purulento en el
apice radicular después de la necrosis pulpar y puede
dividirse en: agudo, o crénico. Si la necrosis pulpar ocurre
rapidamente seguida de una inflamacién pulpar, puede no
haber evidencia radiografica de patologia periapical. Sin
embargo, si el absceso agudo desarrolla desde una
periodontitis apical cronica persistente ahi estard una

preexistencia radiogréafica de lesién periapical. 8

Complicaciones: si después del tratamiento de conductos
el paciente persiste con sintomatologia dolorosa, si la
lesion periapical existente no cicatriza, se extiende o bien,
si aparece cuando antes no existia, se habla de un fracaso
en el tratamiento endodoéntico, la principal causa es la
persistencia de una de las especies bacterianas implicadas

como el Enterococcus faecalis: 28
2.2.3.7. Diagnostico

Se hace a través del cultivo y aislamiento del microorganismo
en el laboratorio. En agar sangre se observan colonias de
incoloras a grises de 2-3 mm de diametro, pudiendo presentar
hemodlisis alfa, beta 0 gamma; dependiendo de la cepa y el
tipo de sangre utilizada; Para su identificacion se utilizan
pruebas bioquimicas entre las que se encuentra la prueba
de PYR (L-pirrolindonil B-naltil-amida) la prueba de leucino-

aminopeptidasa (LAP) y la hidrdlisis de la esculina. (%9
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2.2.3.8. Tratamiento

Debido a la multiresistencia que frecuentemente se encuentra
esta especie el tratamiento normal para esta bacteria es
amoxicilina o ampicilina sola o en combinacion con
gentamicina 0  estreptomicina; Pero debido a
gue Enterococcus faecalis ha registrado resistencia a las
penicilinas, cefalosporinas y muy especialmente una
resistencia de alto nivel para los aminoglucosidos, la
vancomicina; teicoplanina también es una opcion pero en

ocasiones también es resistente. (29
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2.3.DEFINICION DE TERMINOS BASICOS
EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANO:

Consistente en eliminar o inhibir el crecimiento de las bacterias

patdégenas. 9
CEPAS DE ENTEROCOCCUS FAECALIS:

Enterococcus faecalis es una bacteria Gram-positiva anaerobia facultativa,

inmovil y no espurolada. 9
MURNA:

Es una planta arbusta lefiosa tiende alcanzar de 0.80-1.50 metros de altura,
es frondosa en la parte superior; tallo, ramificado y hojas pequefias con

flores blancas y cortos racimos. ¢
ROMERO:

Es un arbusto aromatico, lefioso, de hoja perenne, muy ramificada y puede
llegar a medir 0.50-1.50 metros de altura, presentan flores axilares, muy

aromaticas, se localizan en la cima de las ramas. 2
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CAPITULO III: HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA
INVESTIGACION

3.1.FORMULACION DE LA HIPOTESIS PRINCIPAL Y DERIVADAS

3.1.1.

3.1.2.

Hipo6tesis Principal

Es probable que el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis (Romero) en concentracion 50 y 100% sea
mayor eficaz que el aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia)
sobre cepas de Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas

Hipotesis Derivada

Es probable que el aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia)
tenga mayor eficacia antibacteriana en concentracion 50 y 100% que
el aceite esencial de Rosmarinus officinalis (Romero) sobre cepas de

Enterococcus faecalis alas 24y 48 horas.

Es probable que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis
(Romero) en concentracion 50 y 100% tenga mayor efecto
antibacteriano que el aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia)

sobre cepas de Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas.
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VARIABLES; DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL

VARIABLE INDICADOR NATURALEZA ESCALA DE
MEDICION
INDEPENDIENTE
Aceite esencial
de Rosmarinus
L Concentracion Cuantitativa
officinalis
50 y 100%
(Romero)
Nominal
Aceite  esencial Concentracion o
] Cuantitativa
de Minthostachys 50 y 100%
mollis (Mufia)
VARIABLE
DEPENDIENTE
Efecto UFC Cuantitativa Nominal

antibacteriano
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CAPITULO IV: METODOLOGIA

4.1. DISENO METODOLOGICO

Tipo: La presente investigacion es experimental se realizO con muestras en
laboratorio IN VITRO.

Disefo: Mediciones:

a)

b)

d)

La presente investigacion es longitudinal: porque se llevé a cabo en dos
mediciones, una a las 24 horas y la otra a las 48 horas de haber
sometido los aceites esenciales sobre las cepas de Enterococcus

faecalis.

La presente investigacion es laboratorial: puesto que el proceso de
recoleccion de datos se realizé en un ambiente especial (laboratorio) de
la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa Escuela

Profesional de Biologia.

De acuerdo al momento de recoleccion de datos la investigacion es
prospectiva, puesto que la informacion se obtuvo conforme se

desarrollo el trabajo de investigacion.

Respecto al proposito, el estudio es comparativa, se establecieron
diferencias entre ambos aceites esenciales (Romero y Mufia) respecto a

su eficacia antibacteriano sobre las cepas de Enterococcus faecalis.
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4.2 DISENO MUESTRAL

La muestra estara constituida por 10 cepas de Enterococcus faecalis por
cada grupo (Romero y Mufia), es decir se trabajar4 en total 20 con
muestras. Qué reunan los criterios de inclusién y exclusion propuestos el
tamafo de la muestra se ha asumido basandonos en los antecedentes de

investigacion.
4.2.1. Criterios de inclusion
1: Cepas de Enterococcus faecalis estandarizadas ATCC 29212

2. Cepas de Enterococcus faecalis que se mantengan viables

durante el proceso de la investigacion

3: Laboratorio de Biologia Celular 102 B de la Escuela Profesional

de Biologia de la Universidad San Agustin de Arequipa
4.2.2. Criterios exclusion

Cepas de Enterococcus faecalis que se contaminen durante la

experimentacion.
4.3 TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS
La técnica: Se utilizo la observacion laboratorial

Instrumento: Serd la Ficha de observacién laboratorial
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4.4. PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
Obtencion de la planta Romero y Mufia

Una vez adquirida las plantas medicinales son transportadas a la
Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa Escuela Profesional de
Biologia. (Véase ANEXO N° 4-5)

Preparacién de Aceite Esencial de Rosmarinus officinalis (Romero)

Las hojas de la planta de Romero fueron lavadas y secadas, horas después
de las cuales dicho material fue selectos en un recipiente las hojas y flores y
luego pesadas en una balanza comun, se pesaron 4 Kg de hojas con dos
litros de agua destilada y esta mezcla se depositd en un balon de fondo
plano para luego sea sometido al proceso de hidrodestilacion por arrastre
en vapor de agua en el equipo de soxhlet; durante cuatro horas
posteriormente fue obtenido aproximadamente 2.5 ml. de Aceite Esencial de
Rosmarinus officinalis (Romero) por cada destilacion, y seguido fue
condensada mediante su paso por un refrigerante de vidrio, para separar el
aceite del agua y fue guardado en un frasco pequefio cerrado y refrigerada
para ser utilizada. (Véase ANEXO N° 6)

Preparacion Aceite Esencial de Minthostachys mollis (Mufia)

Las hojas de la planta de mufa fueron lavadas y secadas en un recipiente,
posteriormente las hojas fueron separadas del tallo y pesadas en una
balanza comun y se pesaron 4Kg de hojas con dos litros de agua destilada
y esta mezcla se depositd en un balén de fondo plano para luego fue
sometido al proceso de hidrodestilacion por arrastre en vapor de agua en el
equipo de soxhlet; durante cuatro horas posteriormente fue obtenido
aproximadamente 2 ml. de aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia)
por cada destilacion, seguido fue condensada mediante su pasé por un
refrigerante de vidrio, para separar el aceite del agua finalmente el aceite
se deposité en frasco oscuro cerrado herméticamente fue almacenado en

refrigeracion hasta su uso. (Véase ANEXO N° 7)
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Obtencion de la cepa de Enterococcus faecalis

El Enterococcus faecalis estandarizada ATCC 29212 fue obtenido del banco
bacteriolégico del laboratorio de microbiologia de la Universidad Nacional de
San Agustin de Arequipa Facultad de Ciencias Biologicas Escuela
Profesional de Biologia.

Reactivacion de la cepa bacteriana

Las cepas ATCC 29212 (American Type Culture Collection) son
microorganismos certificados para el control de calidad en microbiologia; la
cepa de Enterococcus faecalis se mantuvo en condiciones de refrigeracion
(2-8°); se realizo la activacion mediante el uso del medio de cultivo de caldo
de BHI (Brain Heart Infusién) 3.7 gramos el cual se agreg6 100 ml de agua
destilada; se preparé y se coloco en un tubo de ensayo mediano, a una
probeta graduada cristal, antes de estilizar se tiene que disolver por lo tanto
utilizaremos agitador magnético que a la vez calienta. Se realizé la siembra
microbiolégica de acuerdo al protocolo y se incubo a 37 °C por 24 horas
para producir la cepa, llevado a la autoclave a 121 °C por un periodo 30
minutos. (Véase ANEXO N° 9)

Posteriormente se realiz6 la primera replica los materiales placas Petri,
pipetay para cual se utilizd6 4 tubos de vacutainer con sangre para preparar
el agar base sangre, caldo BHI 24.00 g para 600 ml de agua destilada;
utilizaremos agitador magnético que a la vez calienta para realizar una
mezcla homogénea posterior fue llevado a la autoclave a 121 °C por un
periodo 30 minutos Una vez sé que saco todo los materiales del autoclave
se llevo a la camara de flujo laminar dejamos que enfrié a temperatura
ambiente las placas Petri, pipetas, caldo HBI también llevamos agar base
sangre humana, posteriormente procedemos a sumergir con el asa de kolle
en 1 ml primeramente se flamea la asa se coloca en posicién perpendicular
a la mesa de trabajo en la parte alta de la llama del mechero hasta que se
pongan incandescentes y después se retira de la llama y esperar gque se
enfrié manteniéndola cerca del mechero; Tomar de la gradilla el tubo a

inocular destaparlo y Flamear la boca del tubo de matraz en el mechero
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antes y después de quitar el tapdn con el tubo inclinado. de caldo BHI (Brain
Heart Infusién) descargamos el material bacteriano de manera uniforme a
las placas Petri, realizar estrias muy juntas avanzadas suavemente por la
superficie del agar sin retroceder, posteriormente se rotulo las placas Petri
en la parte periferia de la base, con el parafilm y se llevé a la incubacion
durante 24 horas y se ha obtenido el Enterococcus faecalis; a partir de la
colonias desarrollas posteriormente se procedié a extraer de 4°5 colonias
para realizarlo la escala de Mcfarland. (Véase ANEXO N° 9)

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) de

Rosmarinus officinalis (Romero) y Minthostachys mollis (Mufia)

Se preparo la solucion de aceite esencial de Romero y mufia en diferentes
dosis al 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.13%,1.56%,0.78, Preparacion
del inoculo con una concentracién de inéculo 108 ufc/ml de Enterococcus
faecalis ATCC 29212 que ha sido aislada el método de dilucion en caldo
BHI (Infusién Cerebro-corazon) posteriormente procedemos a sumergir con
el asa de kolle en 1 ml de caldo BHI (Brain Heart Infusion) descargamos
el material bacteriano de manera uniforme. la turbidez del medio se medio
en la escala de estandar de McFarland, lo cual equivale a la concentracion
de 10° ufc/ml. Seguidamente procedemos a colocar en una estufa por un
periodo de 24 horas, en donde se observd que el aceite esencial de
Rosmarinus officinalis (Romero) frente a Enterococcus faecalis tiene una
CIM de 25% la cual represento actividad antibacteriano a menor
concentracion y para el aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia)
frente a Enterococcus faecalis tiene una CIM de 50% la cual representa

actividad antibacteriano a menor concentracion. (Véase ANEXO N° 10)

Determinacion de Halo Inhibicién Preparacion de los aceites esenciales

de Rosmarinus officinalis “Romero” y Minthostachys mollis (Mufia)

Primeramente a utilizarse los aceites esenciales de Romero, Mufia y agua
destilada y pipeta milimetrada, posteriormente se prepararon las soluciones

5 ml. de aceite esencial de Romero y Muiiay 5 ml. de agua destilada para
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una concentracion de 50% y 10 ml. de aceite esencial de Romero y Mufia
Para una concentracion de 100%. (Véase ANEXO N° 11)

Método de Difusiédn en disco

A partir del in6culo elaborado anteriormente el cual correspondio a E. faecalis
se sembro con un hisopo estéril en placas con agar; para ello se introdujo un
hisopo en el tubo donde se prepar6 la suspension bacteriano, se humedecio
y luego se presioné el hisopo contra las paredes del tubo a fin de escurrir el
exceso de liquido, inmediatamente después se inoculd la superficie seca del
agar base sangre por hisopado en tres direcciones opuestas entre si con lo
gue se aseguro una completa distribucion de las bacteria en la superficie del

agar base sangre.

Posteriormente se colocaron discos de papel de filtro Whatman dichos discos
tenian una dimension de 6 mm de diametro, con un perforador, los cuales se
esterilizaron en autoclave por 15 minutos a 121 °C y seguidamente a la
inoculacion, se coloca en la superficie de los agares con ayuda de una pinza
estéril, cada uno de ellos se incorporé 25 pL de aceites esenciales de
Romero Mufia y Clorhexidina respectivamente. Se dejé reposar por 30
minutos y después las placas fueron llevadas a incubacién a 36 °C por 24 y
48 horas en condiciones de anaerobiosis mediante el sistema Anaerocult de
MERCK., pasadas las cuales se procedio a examinar cada placa, midiendo
con una regla vernier los diametros de las zonas (halos) de inhibicién (Véase
ANEXO N° 11)

Método del disco en superficie

Se midieron los halos de inhibicién formados en las placas y se compararon
la muestra de la actividad antibacteriana a las 24 y 48 horas del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis (Romero) y Minthostachys mollis (Mufia),
en las diferentes concentraciones probadas sobre cepas de Enterococcus
faecalis. Los resultados obtenidos nos permiten definir que el aceite esencial
de Rosmarinus officinalis (Romero) con una concentraciéon de 50%, el halo

inhibicion a las 24 horas fue en promedio de 14.72 mm, y a las 48 horas fue
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de 14.65 mm; respecto a la concentracion de 100%, a las 24 horas el halo
inhibicion correspondié a 23.99 mm, y a las 48 horas fue de 23.57 mm; para
el aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) la concentracion de 50%,
tuvo un halo inhibicién a las 24 horas de 10.62 mm, y a las 48 horas fue de
10.49 mm; la concentracion de 100% el halo inhibicion a las 24 horas
correspondio a 14.94 mmy a las 48 horas fue de 14.83 mm; finalmente, para
la concentracion de clorhexidina al 0.12%, a las 24 horas el halo inhibicién
gue se evidencio fue de 19.88 mm, y para las 48 horas, fue de 20.15 mm.
Finalmente, para la concentracion de acuerdo a estos valores, las
comparaciones individualmente en las concentraciones al 50% de los
aceites esenciales del Romero y Mufa tuvieron los halos de inhibicion
grandes, en cuanto al Romero al 100% a las 24 horas fue mayor por lo tanto
en el tiempo es mejor por accidony potencia antibacteriano. (Véase ANEXO
Ne 11)

4.5.TECNICAS ESTADISTICAS PARA EL PROCESAMIENTO DE LA
INFORMACION

Se procedio a elaborar los instrumentos de recoleccion de datos que fue a

través de fichas de observacidén para ambas muestras.

Se realizo el analisis, comparacion y tabulacion de los resultados obtenidos
después del experimento, la estadistica que se aplicé la prueba T de
STUDENT que nos permitié6 comparar dos grupos distintos, respecto a una
variable cuantitativa en este caso el efecto antibacteriano que se medié en

unidades formadoras de colonias.
4.6. ASPECTOS ETICOS

La presente investigacion por ser IN VITRO no va en contra de ningun

principio ético establecido.
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CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO
TABLAN°1

Actividad antibacteriana IN VITRO entre el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis “Romero” 50% y Clorhexidina 0.12 % a las 24 horas y 48 horas

sobre cepas de Enterococcus faecalis.

GRUPO ESTUDIO

HALO INHIBICION Clorhexidina 0.12% Romero 50%
24 hrs 48 hrs 24 hrs 48 hrs
Media Aritmética 16.8 18.15 14.72 14.65
Desviacion Estandar 00.80 00.87 1.30 01.32
Halo Minimo 18.35 18.50 13.45 12.85
Halo Maximo 19.10 22.2 16.1 16.65
Total 10 10

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:

En la tabla N° 1 se compara la actividad antibacteriana de Clorhexidina 0.12%y
aceite esencial de “Romero” en una concentracion 50% evaluado a las 24 horas
y 48 horas sobre cepas de Enterococcus faecalis.

Respecto a Clorhexidina, se puede observar que form6 un halo de inhibicion
promedio de 16.8 mm a las 24 horas, mientras que a las 48 horas, presento un
halo de inhibicion promedio de 18.15 mm; para el aceite esencial de “Romero” a
una concentracion 50%, su halo de inhibicién promedio formado correspondio a
14.72 mm a las 24 horas, mientras que a las 48 horas, presento un halo de
inhibicién promedio de 14.65 mm; es decir, el halo de inhibicion de Clorhexidina
fue mayor a las 24 horas y 48 horas que el formado por el aceite esencial de
“‘Romero” en esta concentracion (Ver grafico N° 1).
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GRAFICO N° 1

Actividad antibacteriana IN VITRO entre el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis “Romero” 50% y Clorhexidina 0.12 % a las 24 horas y 48
horas sobre cepas de Enterococcus faecalis
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TABLA N° 2

Actividad antibacteriana IN VITRO entre el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis “Romero” 100% Yy Clorhexidina 0.12 % a las 24 horas y 48
horas sobre cepas de Enterococcus faecalis.

GRUPO ESTUDIO

HALO INHIBICION Clorhexidina 0.12% Romero 100%
24 hrs 48 hrs 24 hrs 48 hrs
Media Aritmética 19.88 20.15 23.99 23.57
Desviacion Estandar 00.80 00.87 01.67 01.82
Halo Minimo 18.35 18.50 20.65 21.0
Halo Maximo 22.10 22.2 26.75 26.4
Total 10 10

Fuente: Matriz de datos
Interpretacion:

En la tabla N° 2 se compara la actividad antibacteriana de Clorhexidina 0.12%y
el aceite esencial de “Romero” en una concentracién 100% evaluado a las 24
horas y 48 horas sobre cepas de Enterococcus faecalis.

Respecto a Clorhexidina, se puede observar que form6 un halo de inhibicion
promedio de 19.88 mm a las 24 horas, mientras que a las 48 horas, presento un
halo de inhibicion promedio de 20.15 mm; para el aceite esencial de “Romero” a
una concentracion 100%, su halo de inhibicién promedio formado correspondio
a 23.99 mm a las 24 horas, mientras que a las 48 horas, presento un halo de
inhibicién promedio de 23.57 mm; es decir, el halo de inhibicion del aceite
esencial de Romero 100% fue mayor a las 24 horas y 48 horas que el formado
por Clorhexidina en esta concentracion (Ver grafico N° 2)
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GRAFICO N° 2

Actividad antibacteriana IN VITRO entre el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis “Romero” 100% y Clorhexidina 0.12 % a las 24 horas y 48

horas sobre cepas de Enterococcus faecalis.
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TABLA N° 3

Actividad antibacteriana IN VITRO entre el aceite esencial de
Minthostachys mollis “Muia” 50% Yy Clorhexidina 0.12 % a las 24 horas y
48 horas sobre cepas de Enterococcus faecalis.

GRUPO ESTUDIO

HALO INHIBICION Clorhexidina 0.12% Mufia 50%
24 hrs 48 hrs 24 hrs 48 hrs
Media Aritmética 19.88 18.15 10.62 10.49
Desviacion Estandar 00.80 00.87 01.08 01.03
Halo Minimo 14.35 16.50 9.65 9.5
Halo Maximo 18.10 20.0 12.35 12.55
Total 10 10

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:

En la tabla N° 3 se compara la actividad antibacteriana de Clorhexidina 0.12%y
el aceite esencial de “Mufa” en una concentraciéon 50% evaluado a las 24 horas
y 48 horas sobre cepas de Enterococcus faecalis.

Respecto a Clorhexidina, se puede observar que form6 un halo de inhibicion
promedio de 16.88 mm a las 24 horas, mientras que a las 48 horas, presento un
halo de inhibicién promedio de 18.15 mm; para el aceite esencial de “Mufia” a
una concentracion 50%, su halo de inhibicién promedio formado correspondi6 a
10.62 mm a las 24 horas, mientras que a las 48 horas, presento un halo de
inhibicién promedio de 10.49 mm; es decir, el halo de inhibicion de Clorhexidina
fue mayor a las 24 horas y 48 horas que el formado por el aceite esencial de
“‘Mufia” en esta concentracion (Ver grafico N° 3).
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GRAFICO N° 3

Actividad antibacteriana IN VITRO entre el aceite esencial de
Minthostachys mollis “Mufa” 50% y Clorhexidina 0.12 % a las 24 horas y
48 horas sobre cepas de Enterococcus faecalis
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TABLAN° 4

Actividad antibacteriana IN VITRO entre el aceite esencial de
Minthostachys mollis “Muia” 100% y Clorhexidina 0.12 % a las 24 horas
y 48 horas sobre cepas de Enterococcus faecalis

GRUPO ESTUDIO

HALO INHIBICION Clorhexidina 0.12% Muiia 100%
24 hrs 48 hrs 24 hrs 48 hrs
Media Aritmética 18.88 19.15 14.94 14.82
Desviacion Estandar 00.80 00.87 01.18 01.21
Halo Minimo 16.35 18.50 12.9 13.45
Halo Maximo 19.10 19.25 16.8 16.8
Total 10 10

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:

En la tabla N° 4 se compara la actividad antibacteriana de Clorhexidina 0.12% y
el aceite esencial de “Muna” en una concentracion 100% evaluado a las 24
horas y 48 horas sobre cepas de Enterococcus faecalis.

Respecto a Clorhexidina, se puede observar que form6 un halo de inhibicion
promedio de 18.88 mm a las 24 horas, mientras que a las 48 horas, presento un
halo de inhibicién promedio de 19.15 mm; para el aceite esencial de “Mufia” a
una concentracion 100%, su halo de inhibicién promedio formado correspondio
a 14.94 mm a las 24 horas, mientras que a las 48 horas, presento un halo de
inhibicién promedio de 14.82 mm; es decir, el halo de inhibicion de Clorhexidina
fue mayor a las 24 horas y 48 horas que el formado por el aceite esencial de
“Muna” en esta concentracion (Ver grafico N° 4).
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GRAFICO N° 4

Actividad antibacteriana IN VITRO entre el aceite esencial de
Minthostachys mollis “Mufa” 100% y Clorhexidina 0.12 % a las 24 horas
y 48 horas sobre cepas de Enterococcus faecalis

25.00

20.00

15.00

10.00

5.00

0.00

24 HORAS 48 HORAS

OMufia 100% @ Clorhexidina 0.12%

42



TABLA N°5

Actividad antibacteriana IN VITRO a las 24 horas y 48 horas de aceite
esencial de Rosmarinus officinalis “Romero” y Minthostachys mollis

“Muna”, sobre cepas de Enterococcus faecalis.

HALO DE INHIBICION

GRUPO DE Media
ESTUDIO

Desviacion

Aritmética Estandar Halo Minimo Halo Maximo

24 hrs 48 hrs 24 hrs 48 hrs 24 hrs 48 hrs 24 hrs 48 hrs

Romero 50%  14.72 14.65 130 132 1345 1285 16.1 16.65
Romero 100% 23.99 2357 167 182 2065 21.0 26.75 26.6
Muiia 50% 10.62 1049 1.08 1.03 9.65 95 1235 1255
Mufia 100% 1494 1482 118 121 129 1345 168 16.8

Clorhexldina 1988 20.15 080 087 1835 1435 2210 22.2
0.12%

Fuente: Matriz de datos.

Interpretacion:

En la Tabla N° 5 se muestra la actividad antibacteriana a las 24 y 48 horas del
aceite esencial de Rosmarinus officinalis “Romero” y Minthostachys mollis
‘Muna”, en las diferentes concentraciones probadas sobre cepas de
Enterococcus faecalis.

Los resultados obtenidos nos permiten definir que, para el aceite esencial de
Rosmarinus officinalis “Romero” con una concentracion 50%, el halo inhibicién
a las 24 horas fue en promedio de 14.72 mm, y a las 48 horas fue de 14.65 mm;
respecto a la concentracion 100%, a las 24 horas el halo correspondi6 a 23.99
mm, y a las 48 horas fue de 23.57 mm; para el aceite esencial de Minthostachys
mollis “Mufa” la concentracion 50%, tuvo un halo a las 24 horas de 10.62 mm,
y a las 48 horas fue de 10.49 mm; la concentracién 100% el halo a las 24 horas
correspondio a 14.94 mmy a las 48 horas fue de 14.82 mm; finalmente, para la
concentracion de clorhexidina 0.12%, a las 24 horas el halo que se evidenci6
fue de 19.88 mm, y para las 48 horas, fue de 20.15 mm. Entonces, de acuerdo
a estos valores, las menores concentraciones de los aceites esenciales del
‘Romero” y “Muna” tuvieron los halos de inhibicion mas grandes, en cuanto al
“‘Romero” fue mayor que Clorhexidina al 0.12% (Ver grafico N° 5).
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GRAFICO N° 5-A

Actividad antibacteriana IN VITRO de los aceites esenciales de
Rosmarinus officinalis “Romero” y Minthostachys mollis “Muna” a las 24

y 48 horas sobre cepas de Enterococcus faecalis.
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GRAFICO N° 5-B

Prueba de comparacion multiple TUKEY de la actividad antibacteriana IN
VITRO entre los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis “Romero”,
Minthostachys mollis “Muia”y Clorhexidina 0.12 % a las 24 horas sobre

cepas de Enterococcus faecalis
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TRATAMIENTOS

Interpretacion

El grafico N° 5 muestra la prueba de comparacion multiple TUKEY la cual
muestra la presencia de cuatro grupos (a, b, c y d), siendo el Romero 100% el
gue presenté mayor halo con 23.99 mm (d), seguido de Clorhexidina con 19.88
mm (c), mientras que los menores halos de inhibicion se presentd en Mufa
100%, Romero 50% y Mufia 50%, con 14.94 mm (b), 14.72 mm (b) y 10.62 (a)
respectivamente a las 24 horas de evaluacion en de cepas de Enterococcus

faecalis.
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GRAFICO N° 5-C

Prueba de comparacion multiple TUKEY de la actividad antibacteriana IN
VITRO entre los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis “Romero”,
Minthostachys mollis “Muia”y Clorhexidina 0.12 % a las 48 horas sobre

cepas de Enterococcus faecalis
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TRATAMIENTOS

El grafico N°5 muestra la prueba de comparacion multiple TUKEY la cual
muestra la presencia de cuatro grupos (a, b, c y d), siendo el Romero 100% el
gue presenté mayor halo con 23.57 mm (d), seguido de Clorhexidina con 20.15
mm (c), mientras que los menores halos de inhibicion se presentd en Mufa
100%, Romero 50% y Mufia 50%, con 14.82 mm (b), 14.65 mm (b) y 10.49 (a)
respectivamente a las 48 horas de evaluacion en de cepas de Enterococcus

faecalis.
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TABLA N° 6

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) de aceite

esencial de Rosmarinus officinalis “Romero” sobre cepas de

Enterococcus faecalis.

N° de Tubos Control
1 2 3 4 5 6 7 8 + -
Caldo BHI Tm | 1ml 11 1ml 1 ml 1 ml 1 ml Im | 1ml | 1ml
Aceite
esencialde E.| 1ml | 1ml| 1ml 1ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml / /
faecalis
In6culo 10°
1ml Tml | 1ml 1ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1ml /
UFC/ml
Concentracion
del aceite 100% | 50% | 25% | 12.5% | 6.25% | 3.13% | 1.56% | 0.78% / /
esencial en %
Turbidez E.
- - - + + + + + + -
faecalis
CIM 50%

Interpretacion:

Para la determinacion de la CIM se emple6 el método de dilucion en caldo BHI

(Infusién cerebro-corazon). En la tabla N° 6 se observa que el aceite esencial de

Rosmarinus officinalis “Romero” frente a Enterococcus faecalis tiene una CIM de

50% la cual representa actividad antibacteriana a mayor concentracion.
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Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) de aceite

TABLA N° 7

esencial de Minthostachys mollis “Muia” sobre cepas de Enterococcus

faecalis.
N° de Tubos Control
1 2 3 4 5 6 7 8 + -
Caldo BHI Iml | Iml| 1 ml 1ml 1ml 1ml 1ml Iml | Iml | 1ml
Aceite
esencial de
_ Iml| Iml| Imli| 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml / /
Minthostachys
mollis “Muna”
In6culo 10°
Iml | Iml| 1 ml 1ml 1ml 1ml 1ml Iml | 1ml /
UFC/ml
Concentracion
del aceite 100% | 50% | 25% | 12.5% | 6.25% | 3.13% | 1.56% | 0.78% | / /
esencial en %
Turbidez E.
- - + + + + + + + -
faecalis.
CIM 25%

Interpretacion:

Para la determinacion de la CIM se emple6 el método de dilucion en caldo BHI

(Infusién cerebro-corazon). En la tabla N° 7 se observa que el aceite esencial de

Minthostachys mollis “Muna” frente a Enterococcus faecalis tiene una CIM de

50% la cual representa actividad antibacteriana a menor concentracion
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5.2 ANALISIS INFERENCIAL
TABLA N° 8

Prueba de Analisis de Varianza para comparar la actividad antibacteriana
IN VITRO de las concentraciones del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis “Romero” y Minthostachys mollis “Munfa” a las 24 y 48 horas
sobre cepas Enterococcus faecalis

: Valor Grados de
HALO DE INHIBICION Estadistico . Significancia P
F Libertad
Romero 50%
" Romero 100% 0.000...
Mufia 50% 348.660 95 (p <0.01)
HORAS
Mufa 100% AS.
Clorhexidina 0.12%
Romero 50%
18 Romero 100% 0.000...
HORAS Mufia 50% 316.724 95 (p <0.01)
Mufia 100% AS.
Clorhexidina 0.12%

Interpretacion:

La tabla N° 8 muestra la comparacion llevada a cabo de la actividad
antibacteriana sobre las cepas de Enterococcus faecalis de las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis “Romero” y
Minthostachys mollis “Mufia” a las 24 y 48 horas (Tabla N° 5), se aplicé la prueba
estadistica de Analisis de Varianza, que compara mas de dos medias aritméticas
y nos permite establecer si las diferencias entre los grupos de estudio son o0 no
significativas. Como se aprecia, segun la prueba estadistica ANOVA, la que
presento un valor estadistico de Fisher F=348.660 y F=316.724 a las 24 y 48
horas respectivamente, que indica que existe diferencias altamente significativas
(P<0.01) por tanto, podemos colegir que a mayores concentraciones de los
aceites esenciales de Rosmarinus officinalis “Romero” y Minthostachys mollis
“‘Muna”, es mayor la actividad antibacteriana sobre cepas de Enterococcus

faecalis.
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TABLA N° 9
Prueba T de Student para comparar la actividad antibacteriana de
Clorhexidina 0.12% con las concentraciones de los aceites esenciales de
Rosmarinus officinalis “Romero”y Minthostachys mollis “Mufia” sobre
cepas de Enterococcus faecalis

Valor Estadistico Grados de

CLORHEXIDINA (0.12%) - rados ¢ Significancia P
Romero 50% 15.095 38 (3'200065)
Romero 100% -9.930 38 (0.200065)
24 HORAS 8 <e.
e 0ore % <009
Mufia 100% 15.513 38 ( 3'20(?65)
Romero 50% 15.685 38 (3'200065)
Romero 100% -7.585 38 (0.200065;)
48 HORAS ‘5 <t.
e e % 0<009
Mufia 100% 15.953 38 (3'200065)

Interpretacion:

En la comparacion llevada a cabo de la actividad antibacteriana entre
Clorhexidina al 0.12% con las diferentes concentraciones de los aceites
esenciales de Rosmarinus officinalis “Romero” y Minthostachys mollis “Muna”
(Tablas N° 1, 2, 3y 4), se aplicé la prueba estadistica T de Student, que compara
dos medias aritméticas y nos permite determinar si la diferencia encontrada es,
o por el contrario no significativa.

Como se aprecia, segun la prueba estadistica aplicada, la diferencia encontrada
entre Clorhexidina 0.12% y el Romero 50%, Romero 100%, Mufia 50% y Mufia
100% a las 24 horas, fueron altamente significativas, por tanto, a estas
concentraciones Clorhexidina tuvo una mejor actividad antibacteriana que el
Romero 50%, Mufia 50% y Mufia 100%, excepto del Romero 100%, puesto
gue este presento mejor actividad antibacteriano.

Respeto a Clorhexidina 0.12% frente los aceites esenciales de Romero 50%,
Romero 100%, Muifia 50% y Mufia 100% a las 48 horas, las diferencias
encontradas fueron altamente significativas, por lo que podemos concluir que
Clorhexidina tuvo mejor actividad antibacteriano que el Romero 50%, Mufa al
50% y Muiia 100%, excepto del Romero 100%, puesto que este presento mejor
actividad antibacteriana.

50



5.3. COMPROBACION DE LA HIPOTESIS
A. Hipotesis principal:

Es probable que el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis (Romero) en concentracion 50y 100% sea mayor
eficaz que el aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) sobre cepas

de Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas
Regla de Decision:
SiP20.05 No se acepta la hipétesis.
SiP<0.05 Se acepta la hipotesis.
Conclusion:

De acuerdo con los resultados obtenidos luego de la recoleccion de
datos (Tabla N° 5), procedemos aceptar la hipotesis principal, pues se
demostré que los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis “Romero”
y Minthochys mollis “Mufa” tuvieron efecto antibacteriano en sus
diferentes concentraciones sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC
29212.

B. Hipotesis Derivada:
Primera:

Es probable que el aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) tenga
mayor eficacia antibacteriana en concentracion 50 y 100% que el aceite
esencial de Rosmarinus officinalis (Romero) sobre cepas de Enterococcus

faecalis alas 24y 48 horas.
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Regla de Decision:

SiP =0.05 No se acepta la hipotesis.

Si P <0.05 Se acepta la hipotesis.
Conclusion:

De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla N° 5), procedemos a
rechazar la hipétesis derivada, pues se ha demostrado quien tuvo mayor
efecto antibacteriano es el Rosmarinus officinalis “Romero” 100% que el
aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) sobre cepas de
Enterococcus faecalis ATCC 29212 a las 24 y 48 horas de la evaluacion.

Segunda:

Es probable que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis (Romero)
en concentracion 50 y 100% tenga mayor efecto antibacteriano que el
aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) sobre cepas de

Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas.
Regla de Decision:
SiP20.05 No se acepta la hipotesis.
Si P <0.05 Se acepta la hipotesis.
Conclusion:

De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla N° 5), procedemos a
aceptar la hipotesis derivada, pues se ha demostrado quien tuvo mayor
efecto antibacteriano es el Rosmarinus officinalis “Romero” 100% aceite
esencial de Minthostachys mollis (Mufia) sobre cepas de Enterococcus

faecalis ATCC 29212 alas 24 y 48 horas de la evaluacion.
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5.4. DISCUSION

La presente investigacion incluyo concentraciones de Rosmarinus officinalis
‘Romero” y Minthostachys mollis “Mufi@”, en sus concentraciones 50% y
100% para cada una, determinando que la concentracion de Romero al
100% tiene mejor efecto antibacteriano.

La investigacion realizada por Moncada V, Francisco M, refiere que el aceite
esencial de Molle presenta actividad antimicrobiana intermedia frente a
Staphylococcus aureus y que cumple con la bacteria utilizada en la
investigacion ya que las dos son Gram positivas, esto nos permite determinar
gue los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis “Romero” y
Minthostachys mollis “Mufia” tienen actividad antimicrobiana frente a

bacterias Gram positivas.

La investigacion realizada por Neira L., Javier E., menciona que el aceite
esencial etandlico de Rosmarinus officinalis (Romero) presenta efectividad
antibacteriano a la concentracion de 30 mg/ml en cepa de Staphylococcus
aureus y Streptococcus pneumoniae, dicha investigacion concuerda con el
realizado ya que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis “Romero”
presenta efectividad antibacteriano a las concentraciones de 50% y 100% en
cepas de Enterococcus faecalis, ya que dichas bacterias son gran negativas

y se encuentran en la flora bacteriana bucal.

La investigacion realizada por Salirrosas T., William E., indica que el aceite
esencial de Romero en sus concentraciones de 5%, 25%, 50%, 75% y 100%
inhiben el crecimiento de Enterococcus faecalis a las 24 horas de incubacion,
esto concuerda con nuestra investigacion lo cual nos muestra actividad
antimicrobiana en las concentraciones de 50% y 100% a las 24 y 48 horas

en cepas de Enterococcus faecalis.

La investigacion realizada por Huallpa T., Elizabeth E., indica el efecto
inhibicion del aceite esencial de Mufia presenta efectividad sensible con 9.18
mm y 8.68 mm a las 24 y 72 horas respectivamente, y mezclado con

hidroxido de calcio presenta efectividad muy sensible con 16.17 mmy 15.36
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mm a las 24 y 72 horas, esto concuerda con nuestra investigacion ya que el
aceite esencial de Mufia al 50% manifiesta efectividad sensible con un halo
promedio de 10.62 mmy 10.49 mm a las 24 y 48 horas respectivamente y al
100% manifiesta efectividad muy sensible con un halo promedio de 14.94
mm y 14.83 mm a las 24 y 48 horas respectivamente en cepas de

Enterococcus faecalis.

La investigacion realizada por Cueva R., Javier, indica que el aceite esencial
de Rosmarinus officinalis (romero) mostré actividad antibacteriano “in vitro”
en cultivos de Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 72 horas, lo cual
concuerda con nuestra investigacion puesto que el Romero al 100% muestra
efectividad sumamente sensible frente a cepas de Enterococcus faecalis a
las 24 y 48 horas, ya que las dos cepas utilizadas son bacterias Gram

positivas.

La investigacion realizada por Alaba C., Wesley, indica que el aceite esencial
de Minthostachys mollis “Mufia” al 100% posee mayor actividad inhibitoria in
vitro a las 24 horas sobre el crecimiento de Enterococcus faecalis, esto
concuerda con nuestro estudio puesto que la Mufia al 100% manifiesta
efectividad sensible con un halo promedio de 10.62 mmy 10.49 mm a las 24

y 48 horas respectivamente en cepas de Enterococcus faecalis.

La investigacion realizada por Aylas C., Roosevelt E., menciona que el aceite
esencial de Minthostachys sp (Mufa) frente a cepas de Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031 presenta el mismo efecto que un colutorio
comercial, para Staphylococcys aureus ATCC 29737 presenta mejor
efectividad que un colutorio comercial y Candida albicans ATCC 10231 que
presenta mayor efectividad que el colutorio comercial, esto concuerda con
nuestro estudio ya que presenta actividad antibacteriano frente a cepas de
Staphylococcys aureus en comparacion con la cepa utilizada de

Enterococcus faecalis ya que estas dos son gran positivas.

La investigacion realizada por Sosa F., Josué A., menciona que a la
concentracion de 25mg/ml el aceite esencial alcohdlico de Rosmarinus

officinalis “Romero” produjo un halo promedio de 25 mm, a la concentracion
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de 50 mg/ml obtuvo un halo de inhibicion promedio de 36 mm en cepas de
Enterococcus faecalis a las 24 horas, esto concuerda con nuestro estudio
puesto que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis “Romero” a la
concentracion de 50% produjo un halo de inhibicion promedio de 14.72 mm
y 14.60 mm y al 100% produjo un halo de inhibicion promedio de 23.99 mm

y 23.57 mm a las 24 y 48 respectivamente, mostrando efecto bactericida.

La investigacion realizada por Quispe H., Danika y Mamani A., Jhonny,
indican que el efecto inhibicién in vitro del aceite esencial de Minthostachys
mollis (Mufia) a la concentracién de 100% frente a cepas de Staphylococcys
aureus y Enterococcus faecalis presenta gran actividad inhibitoria a las 12
horas, esto concuerda con nuestro estudio ya que Minthostachys mollis
“‘Muna” al 100% presenta actividad inhibitoria sensible en cepas de

Enterococcus faecalis a las 24 horas de evaluacion.

La investigacion realizada por Purca P., Taylor P., menciona que el extracto
etanolico de Rosmarinus officinalis “Romero” presenta efectividad
antibacteriano en las concentraciones de 25 mg/ml con un halo promedio de
12.47 mm, para 50 mg/ml con 17.00 mm y para 75 mg/ml un halo inhibicion
de 20.56 mg/ml a las 24 y 48 horas sobre la flora salival, esto concuerda con
nuestra investigacion ya que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis
‘Romero” en las concentraciones de 50% y 100% presentan efectividad
antibacteriano en cepas de Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas de

evaluacion.

La investigacion realizada por Loja M., Madeleine, menciona que el aceite
esencial alcohdlico de Rosmarinus officinalis (Romero) como colutorio
muestra efecto antibacteriano in vitro frente a Streptococcus mutans y
Enterococcus faecalis, lo cual concuerda con nuestra investigacion, ya que
el Rosmarinus officinalis “Romero” muestra efectividad antibacteriano en

cepas de Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas de evaluacion.

La investigacion realizada por Gaje S., Alexis ., menciona que el aceite
esencial de Minthostachys mollis “Muna” presenta efectividad antibacteriano

a la concentracion de 25% con un halo de 11.20 mm, para 50% un halo de
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9.60 mm y al 100% un halo de 13.60 mm en cepas de Porphyromonas
gingivalis, dicho estudio concuerda con el realizado, ya que el aceite esencial
de Minthostachys mollis “Mufia” presenta efectividad antibacteriano en las
concentraciones de 50% y 100% en cepas de Enterococcus faecalis a las 24
y 48 horas de evaluacion.

La investigacion realizada por Ortega S., Eliana J., menciona que el aceite
esencial de Romero al 10% consigue prevenir o detener la aparicién de la
bacteria Streptococcus mutans lo cual presenta efectividad antibacteriano, el
presente estudio concuerda con el realizado ya que el aceite esencial de
Rosmarinus officinalis “Romero” al 50% y al 100% muestran efectividad
antibacteriano en cepas de Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas de

evaluacion.

La investigacion realizada por Martinez J., Jorge A., menciona que el
extracto de Rosmarinus officinalis (Romero) presenta sensibilidad bacteriana
con 60% y 80% de concentracion en cepas de Escherischia coli, esto
concuerda con nuestro estudio en la sensibilidad bacteriana de R. officinalis
(Romero) en las concentraciones de 50% y 100% frente a cepas de

Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas de evaluacion.
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PRIMERA

SEGUNDA

CONCLUSIONES

El efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis “Romero” a la concentracion 50% a las 24 horas
presento un halo de inhibicion de 14.72 mm vy alas 48 horas
14.65 mmy ala concentracion 100% a las 24 horas se produjo
un halo de inhibicion de 23.99 y a las 48 horas 23.57 mm
respectivamente; el aceite esencial de Minthostachys mollis
“‘Muii@” a la concentraciones 50% a las 24 horas un halo de
inhibicion de 10.62 mmy a las 48 horas 10.49 mmy 100% a
las 24 horas un halo de inhibicion de 14.94 mmy a las 48 horas
14.83 mm. respectivamente sobre las cepas de Enterococcus
faecalis, como resultado obtenido siendo mayor efecto
antibacteriano el aceite esencial de Rosmarinus officinalis
‘Romero” fue mayor en comparacion con el aceite esencial de
Minthostachys mollis “Mufia” 100% a las 24 horas con un halo
de sensibilidad de 23.99 mm sobre cepas de Enterococcus

faecalis.

El efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis “Romero” a la concentracion 50% a las 24 horas tuvo
un halo de inhibicién de 14.72 mm, y a las 48 horas de 14.60
mm); la concentracion 100% a las 24 horas de 23.99 mm y a las
48 horas de 23.57 mm, respectivamente el resultado siendo
mayor efecto antibacteriano que se dio de aceite esencial de
Rosmarinus officinalis “Romero” 100% a las 24 horas con un
halo de sensibilidad de 23.99 mm sobre cepas de Enterococcus

faecalis.
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TERCERA

CUARTA

El efecto antibacteriano aceite esencial de Minthostachys mollis
“‘Mufa” a la concentracion 50% a las 24 horas presento un halo
de inhibicién de 10.63 mm, y a las 48 horas de 10.49 mm; la
concentracion 100% a las 24 horas el halo de inhibicion fue
de 14.94 mm y a las 48 horas de 14.83 mm, respectivamente el
resultado siendo mayor efecto antibacteriano que se dio de
aceite esencial Minthostachys mollis “Mufia 100% a las 24
horas con un halo de sensibilidad de 14.94 mm sobre cepas de

Enterococcus faecalis.

El efecto antibacteriano el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis “Romero” fue mayor en comparacién con el aceite
esencial de Minthostachys mollis “Mufia” 100% a las 24 horas
con un halo de sensibilidad de 23.99 mm sobre cepas de

Enterococcus faecalis.
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PRIMERA

SEGUNDA

TERCERA

CUARTA

QUINTA

SEXTA

SEPTIMA

RECOMENDACIONES

Se recomienda investigar la efectividad antimicrobiana del
aceite esencial de Rosmarinus officinalis (Romero) vy
minthostachys mollis (Mufia) de colutorio frente a

microorganismos de enfermedad periodontal.

Se recomienda realizar estudios del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis (Romero) como irrigante en tratamiento

de endodoncia.

Se recomienda realizar sinergia de aceite esencial de
Rosmarinus officinalis (Romero) y Minthostachys mollis

(Mufia) en bacterias presentes en la enfermedad periodontal.

Se recomienda realizar estudios comparativos de factores
ambientales que influyen en aceite esencial de Rosmarinus

officinalis (Romero) y Minthostachys mollis (Mufia).

Se recomienda realizar estudios sobre componente quimico de

la Mufia, como por ejemplo el carvacrol.

Se recomienda a los estudiantes y egresados del area de
Medicina Humana y Ciencias de la Salud, de la Escuela de
Estomatologia; realizar mayores estudios en “IN VIVO” sobre el
mecanismo de accién que tienen los componentes del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis (Romero) Minthostachys

mollis (Mufia) con relacion a su efectividad antimicrobiana.

Se recomienda realizar estudios experimentales IN VITRO de
aceite esencial de Rosmarinus officinalis (Romero) en
concentracion al 50 Y 100% frente a bacterias mas prevalentes

de la enfermedad periodontal.
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OCTAVA . Realizar estudios IN VIVO del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis (Romero) a fin de verificar si con los resultados IN
VITRO son similares.

60



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ojeda G.J.C,Oviedo G.E,S.A.L. Enterococcus faecalis en Dientes con
Periodontitis. Tesis. Colombia: Universidad Cooperativa Facultad de
Odontologia, Colombia; 2013. Recapitulacién Octubre del 2018.

Ortega G.L.M. Enterococos. Scielo. 2010 Octubre; 9(4). Recapitulacion.
Octubre del 2018.

Castafieda A.W. Efecto Inhibicion del Aceite Esencial de las Hojas de
Minthostachys mollis (Mufia) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Tesis. Lima: Universidad Nacional de Trujillo Escuela de Postgrado-Seccion
de Ciencias Médicas Maestria en Estomatologia, Trujillo; 2013. Report No.:
ISBN. Recapitulacion Octubre del 2018.

Sosa F.J.A. Efecto Antibacteriano IN VITRO del Extracto Alcoholico de
Rosmarinus offinalis (Romero) y del Agua Ozonizada sobre Streptococcus
Mutans y Enterococcus faecalis. Tesis. Peru: Universidad Sefior de Sipan.
Escuela Profesional de Estomatologia, Lima; 2015. Recapitulacion Octubre
del 2018.

Loja M.M. Efecto Antibacterino IN VITRO de un Colutorio Elaborado con
Extracto Alcohdlico de Rosmarinus officinalis L. (Romero) sobre
Streptococcus Mutans y Enterococcus faecalis. Tesis. Peru: Universidad
Sefior de Sipan. Escuela Académico Profesional de Estomatologia, Truijillo;
2017. Recapitulacion Setiembre del 2018.

Merma F.A.B. Conservacion del Ketchup de Tomate de Arbol (Cyphomandra
betacea) Mediante la utilizacion del Aceite Esencial de Mufia (Minthostachys
spicata). Tesis. Lima: Universidad Nacional del Altiplano. Escuela
Profesional de Estomatologia, Puno; 2014. Recapitulacion Noviembre del
2018.

Liebana J.C.M.A, Alvarez M, Enfermedad Periodontal: Consideraciones
Microbiolégicas. Med. Oral Patol. Oral Cir. Bucal. 2004; 1(17): P. 76.

Recapitulacion Enero del 2019.

61



10.

11.

12.

13.

14.

Adhanom Ghebreyesus Tedros. Organizacién Mundial de la Salud (OMS).
[Online]; 2012 [Cited 2012 Abril. Available From:
Http://Www.Who.Int/Mediacentre/Factsheets/Fs318/Es/. Recapitulacion
Noviembre del 2018.

Escudero C.N, Perea G.M.A , Bascones M.A. Revision de la Periodontitis
Cronica Evolucién y su Aplicacion Clinica. Avances en Periodoncia. 2008
Abril; 20(1). Recapitulacion Noviembre del 2018.

Armijo P.J.A. Presencia de Enterococcus faecalis en Dientes con
Diagnostico de Periodontitis Periapical Asintomatico. Tesis Doctoral. Chile:
Universidad de Chile Facultad de Odontologia, Santiago; 2011. Report No.:
38. Recapitulacion Noviembre del 2018.

Purca P.T.P. Efectividad Antibacteriano IN VITRO del Extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis (Romero) sobre la Flora Salival. Tesis. Lima:
Universidad Nacional de San Marcos Facultad de Odontologia, Lima; 2013.

Recapitulacion Setiembre del 2018.

Torrenegra A.M, Granados C.C, Duran L.M, Ledon M.G, Yfiez RX, Martinez
C,Pajaro CN. Composicion Quimica y Actividad del Aceite Esencial de
Minthostachys mollis. Orinoquia. 2016 Enero; I(6): P. 69-70. Recapitulacion
Agosto del 2018.

Gaje S.A.l. Efectividad Antimicrobiana del Aceite Esencial de Minthostachys
mollis al 25, 50, 100% frente a Porphyromonas gingivalis estudio IN VITRO.
Tesis Doctoral. Ecuador: Universidad Central del Ecuador. Facultad de
Odontologia Unidad de Investigacion, Titulacién y Graduacion, Quito; 2016.

Recapitulacion Agosto del 2018.

Ortega S.J.E. Efectividad de Inhibicion del Extracto de Tomillo y Romero al
10% Frente al Streptococcus mutans en 20 Muestras. Tesis Doctoral.
Ecuador: Universidad Central del Ecuador. Facultad de Odontologia, Quito;
2016. Recapitulacion Agosto del 2018.

62



15

16.

17.

18.

19.

20.

. Huallpa T.E.E. Efecto Inhibidor del Aceite Esencial Mufia mezclado con
Hidroxido de Calcio Comparado con cuatro soluciones frente a
"Enterococcus faecalis". Tesis. Peru: Universidad Privada Wiener Facultad
de Ciencias de la Salud Escuela Académica Profesional de Odontologia,
Lima; 2017. Recapitulacion Setiembre del 2018.

Salirrosas T.W.E. Efecto Antibacteriano IN VITRO del Aceite Esencial de
Rosmarinus officinalis (Romero) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Tesis. Pera: Universidad Nacional de Trujillo Facultad de Estomatologia,
Trujillo; 2016. Recapitulacion Noviembre del 2018.

Moncada V.F.M. Determinacion de la Composicion y Actividad
Antimicrobiana del Aceite Esencial de Schinus Molle de Arequipa y
Moquegua contra Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa Yy
Staphylococcus aureus. Tesis. Arequipa: Universidad Catdlica de Santa

Maria, Arequipa; 2013. Recapitulacion Noviembre del 2018.

Espinoza 1.Z. Analisis Comparativo del Efecto Antibacteriano de la Piper
Aungustifolium (Matico) y de Hidréxido de Calcio sobre el Enterococcus
faecalis. Tesis. Lima: Universidad Alas Peruanas Escuela de Estomatologia,

Arequipa; 2012. Recapitulacion Noviembre del 2018.

Malpartida Q.F.M. “Efecto Inhibidor del Aceite Esencial de Minthostachys
mollis (Mufia) en Comparacion al Paramonoclorofenol Alcanforado y
Gluconato de Clorhexidina al 2% frente a cepas de Enterococcus faecalis.
Estudio IN VITRO. Tesis. Peru: Universidad Alas Peruanas, Lima; 2010.

Recapitulacion Diciembre del 2018.

Castro M.M.A. Comparacion de los Compuestos Terpenicos del Aceite
Esencial de Mufia (Minthostachys mollis) extraido de las Hojas Frescas y
Secas. Tesis. Perl: Universidad Nacional del Centro del Peru. Facultad de
Ingenieria en Industrias Alimentarias, Huancayo; 2012. Recapitulacién
Diciembre del 2018.

63



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Quispe H.D, Mamani A.J. Efecto Inhibicion IN VITRO del Aceite Esencial de
Minthostachys mollis Griseb (Mufia) sobre Microorganismos Prevalentes en
Patologias Periapicales Cronicas de Origen Endodontico UNA Puno 2016.
Tesis. Lima: Universidad Nacional del Altiplano Facultad Ciencias de Salud
Carrera Profesional de Odontologia, Puno; 2016. Recapitulacion Enero del
2018.

Merma F.A.B. Conservacion del Ketchup de Tomate de Arbol (Cyphomandra
Betacea) mediante la Utilizacion del Aceite Esencial de Mufia (Minthostachys
Spicata)”. Tesis. Puno: Universidad Nacional del Altiplano, Puno; 2014.
Recapitulacion Enero del 2018.

Suarez R.I1.M. Actividad Antimicrobiana IN VITRO del Extracto etanodlico de
Rosmarinus officinalis (Romero) sobre Cultivos de Bacterias Anaerobias
Frecuentes en Pacientes con Bolsa Periodontal. Tesis. Lima: Universidad
Nacional de San Marcos Facultad de Odontologia, Lima; 2013.

Recapitulacion Noviembre del 2018.

Purca P.T.P. Efectividad Antibacteriano IN VITRO del Extracto etandlico
officinalis (Romero) sobre Flora Salival. Tesis. Lima: Universidad Nacional
Mayor de San Marcos Facultad de Odontologia, Lima; 2013. Recapitulacion
Diciembre del 2018.

Covo M.E. Determinacion de la Presencia de Subespecies de Enterococcus
faecalis en dientes con Peridontitis Apical Asintomatica y Periodontitis Apical
Asintoméatica. Tesis. Colombia: Universidad de Cartagena. Facultad de

Odontologia, Cartagena; 2017. Recapitulacién Noviembre del 2018.

Gil M. Enterococcus faecalis. In Microbiologia; 2012; Venezola. P. 1.

Recapitulacion Noviembre del 2018.

Vazquez A.J. Presencia de Enterococcus faecalis en un Grupo de Pacientes
Chilenos con Periodontitis Cronica. Tesis. Santiago: Departamento de
Odontologia Conservadora y Patologia y Medicina Oral, Chile; 2014.

Recapitulacion Noviembre del 2018.

64



28.

29.

30.

31.

32.

Fuente C.L.P, Acufia C.L, Enrigue M.J.A, Estrada V.C, Garcia D.M.
Tratamiento Farmacolégico de Absceso Periapical como resultado de
Necrosis Pulpar. Facultad de Odontologia Torreon, U.A.D.E.C. 2016 Julio;
6(47). Recapitulacién Enero del 2018.

Huallpa T.E.E. Efecto Inhibidor del Aceite Esencial de Mufia. Tesis. Peru:
Universidad Privada Norbert Wiener Facultad de Ciencias de la Salud
Escuela Académico Profesional de Odontologia, Lima; 2017. Recapitulacion
Noviembre del 2018.

Quispe D.J. Evaluacion del Efecto Antibacteriano de los Irritantes
endodonticos contra cepas del Enterocuccus faecalis (ATCC 29212) Lima:
Upca; 2017. Recapitulacion Diciembre del 2018.

Aylas C.R.E. Evaluacion de la Efectividad Antimicrobiana de un Colutorio a
Base de los Aceites esenciales de Eucalyptus globulus labill (Eucalipto) y
Minthostachys Sp. (Mufa), Frente a Klebsiella pneumoniae ATCC 10031,
Staphylococcus aureus ATCC 29737 y Candida Albica. Tesis. Peru:

Universidad Wiener, Lima; 2017. Recapitulacion Enero del 2018.

Avila S.R, Rhode N.C,Vera L.O, Davila M.R.M, Melgoza P.N, Meza Pluma
R. Romero (Rosmarinus officinalis L). Avila-Sosa Et al. 2012 Julio; 1: P.

Recapitulacion Noviembre del 2018.

65



ANEXOS

ANEXO N° 1: FICHAS DE RECOLECCION DE DATOS

MURNA

ROMERO

24 HORAS

50% 100%

50%

100%

Control +

Control -

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra 7

Muestra 8

Muestra 9

Muestra 10

Resultados
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MURNA

ROMERO

48 HORAS

50%

100%

50%

100%

Control +

Control -

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra 7

Muestra 8

Muestra 9

Muestra 10

Resultados
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ANEXO N° 2: MATRIZ DE SISTEMATIZACION

MUNA ROMERO
24 HORAS
50% 100% 50% 100% Control + | Control -
Muestra 1 9.65 14.35 14.9 25.8 20.9 0
Muestra 2 11.06 13.49 13.6 20.65 21.65 0
Muestra 3 12.07 16.69 13.45 22.15 19.6 0
Muestra 4 10.05 13.65 16.1 26.75 19.69 0
Muestra 5 10.49 15.63 15.9 25.65 20.9 0
Muestra 6 10.95 12.9 13.64 22.8 18.65 0
Muestra 7 9.65 15.09 15.9 23.05 194 0
Muestra 8 12.35 16.8 14.6 25.12 195 0
Muestra 9 10.65 15.09 15.25 24.35 18.9 0
Muestra 10 9.35 15.7 13.95 23.65 19.7 0
Resultados 10.627 14.939 14.729 23.997 19.889 0
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MUNA ROMERO
48 HORAS

50% 100% 50% 100% Control + | Control -
Muestra 1 9.5 13.65 14.6 21 19 0
Muestra 2 114 13.85 16.45 22.79 21.05 0
Muestra 3 12.55 16.2 145 21.45 19.8 0
Muestra 4 104 13.85 16.65 26.4 23.2 0
Muestra 5 10.6 14.7 155 255 20.2 0
Muestra 6 10.04 13.45 12.85 23.85 19.85 0
Muestra 7 10.6 16.8 13.9 25.65 194 0
Muestra 8 9.4 16.5 14 23.3 18.5 0
Muestra 9 10.5 14 14.35 23.05 20.15 0
Muestra 10 10 15.25 13.7 22.7 20.3 0
Resultados 10.499 14.825 14.65 23.569 20.145 0
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ANEXO N° 3: DOCUMENTACION SUSTENTATORIA

CONSTANCIAS DE HERBARIUM AREQUIPENSE (HUSA) DE LA
UNIVERSIDAD DE SAN AGUSTIN AREQUIPA

,»gt‘ﬁ UNIVERSIDAD
(E@) ALAS PERUANAS
“Aiio de la lucha contra corrupcién ¢ impunidad?®

CARTA DE PRESENTACION

Senor.:

Blgo. Alex Paul Duczfias Gonza
Director de Laboratorio
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN

Presente.-

El que suscribe: Dr. Segundo Garcia Rodriguez, Director General (e)
de la Universidad Alas Peruanas — Filial Arequipa, extiende la siguiente carta de

presentacion para el(a) Alumno(a):

S20RDCA GAMARRA, DINA

Identificado (a) con DNI. N° 47854453, con Cédigo de Alumno (a)
N°2013229598 perianecients a la Facultzd de Medicinz Humana y Ciencias de
la Salud, de la Escuela Profesional de Estomatologia, quien culminé sus

estudios académicos en nuestra Casa Superior.

Se extiende la presente Cartz a la interesada para e! desarrollo de sus
Practicas Profesicnales en vuestra mportante Instituciéon. Esta Modalidad
formativa laboral se desarrollara seguin lo dispuesto en la LLey sobre Modalidades

Formativas Laborales, Ley Nro. 28518.

Arequipa, 22 de enero del 2019.

B %
Archivo
SGRflzicomunidadUAP. Oficial
@ Av. San Felipe 1109 Jesus Maria
¢, (071) 266 0195 Anexos 127/ 153 www.uap.edu.pe
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SOLICITO: constancia del estudio de la clasificacion
Taxonomia de la planta de Rosmarinus Officinalis
(Romero) Y Minthostachys Mollis (Mufia)

SR.BLGO. LEONCIO MARINO HERRERA DIRECTOR DEL HERBARIUM AREQUIPENSIS HUSA.

Borda Gamarra Dina, con DNI 47854453 Domicilio Av.
Upis San José Pampas de Polanco, Distrito de Alto Selva
Alegre, Departamento de Arequipa. Ante usted con el

debido respeto me presento y expongo

Que actualmente me encuentro desarrollando mi tesis para el titulo “‘EFECTO ANTIBACTERIANO
DEL ACEITE ESENCIAL DE MINTHOSTACHYS MOLLIS (Mufia) y ACEITE ESENCIAL DE
ROSMARINUS OFFICINALIS (Romero) SOBRE CEPAS DE ENTEROCOCCUS FAECALIS’, para
tal caso he utilizado una planta originaria del departamento de Arequipa y debiendo tener una
constancia de la calificacion taxonomia de dichas plantas, es que recurro a su despacho para solicitar
se sirva ordenar quien corresponda la realizacion de dicho estudio, a su vez pedirle que en la
constancia se indique el nombre de la persona encargada de dicho estudio, ya que a solicitud de
mis jurados.

POR LO EXPUESTO:

Pido a usted Sr. D. acceder a mi solicitud por considérala justa.

Adjunto a la presente una muestra fresca de Romero y Mufia y el pago respectivo.

Arequipa, 12 de Noviembre del 2018

Dina Borda Gamarra
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN |

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA)

CONSTANCIA N° 069-2018-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA} de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra fresca del espécimen presentada por Dina Borda Gamarra, egresada de la carrera
de estomatologia de la Universidad Alas Peruanas, para la ejecucidn de su Tesis “Efecto
antibacteriano del aceite esencial de Minthostachys moliis y el extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis (Romero) sobre cepas de Enteroccus faecalis”. La muestra fue traida al Laboratorio de
Botanica al estado fenoldgico fresco, para su determinacion en el Herbarium Aregvipense (HUSA) y
corresponde a la sigulente clasificacién y especie.

Reino: Plantae

Divisibn: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Género:  Minthostachys

Especie:  Minthostachys mollis (Kunth) Griseb.

Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 14 de noviembre del 2018.

/ o

Herbarium Areqvipense (HUSA

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 993659045
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA - PERU
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN v

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS ANER

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA)

CONSTANCIA N° 070-2018-HUSA

El Director del Herbarium Arequipense {(HUSA) de fa Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra fresca del espécimen presentada por Dina Borda Gamarra, egresada de la carrera
de estomatologia de la Universidad Alas Peruanas, para la ejecucion de su Tesis “Efecto
antibacteriano del aceite esencial de Minthostachys molfis y el extracto etanblico de Rosmarinus
officinalis {Romero) sobre cepas de Enteroccus faecalis”. La muestra fue traida al Laboratorio de
Botanica al estado fenolégico fresco, para su determinacidn en el Herbarium Areqvipense (HUSA) y
corresponde 3 la siguiente clasificacion y especie.

Reino:  Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Lamiales

Familia:  Lamiaceae

Género:  Rosmarinus

Especie:  Rosmarinus offinalis L.

Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 14 de noviembre del 2018.

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teiéfono: {054 237755 / 993653045
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA - PERU
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ANEXO N° 4: OBTENCION, SELECCION DEL MATERIAL VEGETAL,
ESTABILIZACION, TRITURACION EMPAQUETADO DEL VEGETAL DE
ROSMARINUS OFFICINALIS “ROMERO”

La especie a investigar Rosmarinus officinalis “Romero” se compr6é en el
mercado Avelino, Arequipa departamento de Arequipa, posteriormente fue
trasladado al area de laboratorio de la Universidad Nacional de San Agustin
Facultad de Ciencias Bioldgicas. Imagenes (1)

Obtencién de Rosmarinus officinalis “Romero”:

Primeramente ya todo empaquetado se procede a colocar los elementos en las
bandejas se trabajara con un 4Kg de Rosmarinus officinalis “Romero” se
pesaran las hojas, luego seran empaquetadas en sobres de papel periddico

para ser sometidas a calor seco a temperatura de 80 °C en una estufa por un

periodo de 20 minutos. Imagenes (2) (3).




ANEXO N° 5: OBTENCION, SELECCION DEL MATERIAL VEGETAL,
ESTABILIZACION, TRITURACION, EMPAQUETADO DEL VEGETAL DE
MINTHOSTACHYS MOLLIS “MUNA”

La especie a investigar es Minthostachys mollis “Mufia” se compro en el mercado
Avelino, Arequipa departamento de Arequipa, Posteriormente fue trasladado al
area de laboratorio de la Universidad Nacional de San Agustin Facultad de
Ciencias Bioldgicas Imagenes (4)

Obtencion de Minthostachys mollis “Muna”:

Primeramente ya empaquetado y pesado; después se procede a colocar los
elementos en las bandejas trabajara con un 4 Kg de Minthostachys mollis “Muna”
se retiraran las hojas para la extraccion, luego seran empaquetadas en sobres
de papel para ser sometidas a calor seco a temperatura de 80 °C en una estufa

por un periodo de 20 minutos. Imagenes (5) (6)
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ANEXO N° 6: PROCESAMIENTO PARA LA OBTENCION DE LOS ACEITE
ESENCIAL

METODO DE EXTRACCION POR SOXHLET PARA EL ACEITE ESENCIAL
ROSMARINUS OFFICINALIS “ROMERO”

Primeramente se tiene los materiales completos para proceder. Seguidamente
colocamos el sifén y con cuidado el empaquetado de las hojas esterilizadas de
Rosmarinus officinalis “Romero” y luego agregamos 250 ml de (etanol de 96°) y
seguido colocamos a bafio maria el balon del equipo que contiene el solvente y
para poder controlar la temperatura (termémetro) asi completamos terminar de
ensamblar todas las partes de Soxhlet e iniciamos activar el equipo. Imadgenes

(7) (8)

Posteriormente conectamos una cocina eléctrica controlando la T° dentro del
punto de ebullicion que vendria a ser 79°, luego después de terminar el proceso
dejamos enfria el equipo y desarmar cada uno individualmente por etapas y
al final obtenemos el aceite esencial de Rosmarinus officinalis “Romero” y se
proseguira aguardarse en un frasco. Imagenes (9)
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ANEXO N° 7: PROCESAMIENTO PARA LA OBTENCION DE LOS ACEITE
ESENCIAL METODO DE EXTRACCION POR SOXHLET PARA EL ACEITE
ESENCIAL MINTHOSTACHYS MOLLIS “MUNA

Primeramente se tiene los materiales completos para proceder. Colocamos el
sifon y con cuidado el empaquetado de las hojas esterilizadas de Minthostachys
mollis “Mufia y luego agregamos 250 ml de (etanol de 96°) y seguido colocamos
a bafio maria el balon del equipo que contiene el solvente y para poder controlar
la temperatura (termometro) hacia completamos terminar de ensamblar todas
las partes de Soxhlet e iniciamos activar el equipo. Imagenes (10) (11)

Posteriormente conectamos una cocina eléctrica controlando la T° dentro del

punto de ebullicion que vendria a ser 79°y luego después de terminar el proceso
dejamos enfria el equipo y desarmar cada uno individualmente por etapas y
al final obtenemos el aceite esencial de Minthostachys mollis “Mufia y se
proseguira aguardarse en un frasco. Imagenes (12)

AR
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ANEXO N°8: DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE
LA EXTRACCION

Los aceites esenciales obtenidos del equipo de soxhlet de Rosmarinus
officinalis “Romero y aceite esencial de Minthostachys mollis “Mufa son
llevados al equipo de destilacidn; se coloca el aceite en el balén de equipo y
se inicia el proceso hasta la reduccion del etanol del mismo obteniendo un aceite

puro. Imadgenes (13)
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ANEXO N° 9: PROCESAMIENTO PARA LA OBTENCION DEL MATERIAL
MICROBIOLOGICO

Seguidamente se realiza la activacion de cepa Enterococcus faecalis), mediante
el uso de cultivo de caldo BHI (Brain Heard Infusion), 3.7 gramos a un pirex
agregando 100 ml. agua destilada a una probeta graduada cristal y antes de
estilizar se tiene que disolver completamente por lo tanto utilizaremos agitador

magnético que a la vez calienta. . Imagenes (14) (15) (16)
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Materiales pasa a esterilizar

Una vez que ya obtenga el caldo HBI bien disuelta y se cubre con papel
aluminio, y seguidamente se lleva al autoclave incluyendo los materiales,
placas Petri, pipeta a un temperatura 121 °C por un periodo 30 minutos.
Iméagenes (17) (18)

Posteriormente se realizé la siembra microbioldgica;
De acuerdo al protocolo y se incubo a 37° por 24 horas, se calculé 24.00 gr para
600 ml. de agua destilada; para el medio de cultivo liquido y para poder producir

la cepa se realizo la primera replica (en placas Petri) Imagenes (19) (20)




Laréplicade lacepade Enterococcus faecalis

Se toma el asa para realizarlo es muy necesario realizar estrias muy juntas
avanzadas suavemente por la superficie del agar sin retroceder; rotulado de las
placas Petri se realiza en la parte periferia de la base, con el parafiimy se lleva
a la incubaciéon durante 24 horas y se obtiene el Enterococcus faecalis.
Imagenes (21) (22)
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ANEXO N° 10: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA
MINIMA (CIM) DE ROSMARINUS OFFICINALIS “ROMERO” Y
MINTHOSTACHYS MOLLIS “MUNA”

Se preparé la soluciébn de aceite esencial de Romero en diferentes dosis al
100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.13%, 1.56%, 0.78%; Caldo BHI 1 ml; Inéculo
10 UFC/ml 1 ml.

Preparacién del inoculo

El inoculo debe contener una concentracion de indéculo 10°% ufc/ml de
Enterococcus faecalis ATCC 29212 que ha sido aislada el método de dilucién
en caldo BHI (Infusién Cerebro-corazén).posteriormente procedemos a sumergir
con el asa de kolle en 1 ml de caldo BHI (Brain Heart Infusién) descargamos
el material bacteriano de manera uniforme. Imagenes (23) (24) (25) (26)
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25 N° de Tubos Control
1 2 3 4 5 6 7 8 + -
Caldo BHI 1ml Iml | Iml Iml Iml Iml Iml Iml Iml 1Iml
Aceite
esencial de E. 1ml Iml| Iml Iml Iml Iml Iml Iml / /
faecalis
In6culo 1098
UEC/m 1ml Iml| 1Iml Iml Iml Iml Iml Iml Iml /
Concentracion
del aceite 100% | 50% | 25% | 12.5% | 6.25% | 3.13% | 1.56% | 0.78% / /
esencial en %
Turbidez E. ) ) ) + + + + + + )
faecalis
26 N° de Tubos Control
1 2 3 4 5 6 7 8 + -
Caldo BHI Iml [ 1ml | 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml ml | 1 ml
Aceite
esencialde | g gl ami | aml | oAmi | aml | aml | aiml | 7|
Minthostachys
mollis “Muia”
In6culo 10°©
UEC/mI Iml [ 1ml | 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml Iml |[1ml /
Concentracién
del aceite 100% | 50% | 25% | 12.5% | 6.25% | 3.13% | 1.56% | 0.78% / /
esencial en %
Turbidez E. ) ) + + + + + + + )
faecalis.
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ANEXO N° 11: DETERMINACION DE HALO INHIBICION PREPARACION DE
LOS ACEITES ESENCIALES DE ROSMARINUS OFFICINALIS “ROMERO”

Primeramente los materiales a utilizarse los aceite de Romero y pipeta
milimetrada, posteriormente se prepararon las soluciones 5 ml. de aceite

esencial de Romeroy 5 ml. de agua destilada para una concentracion de 50%

y 10 ml. de aceite esencial de Romero Para una concentracion de 100%.
Iméagenes (27) (28)

Preparacion de los aceites esenciales de Minthostachys mollis “Muna”

Primeramente todo los materiales a utilizarse los aceite de Mufia y pipeta
milimetrada, posteriormente se prepararon las soluciones 5 ml. de aceite
esencial de Mufiay 5 ml. de agua destilada para una concentracion de 50% y
10 ml. de aceite esencial de Mufia Para una concentracion de 100%.
(Imagenes (29) (30) (31)
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Método de Difusién en disco

se colocaron discos de papel de filtro Whatman Dichos discos tenian una
dimension de 6 mm de diametro, con un perforador, los cuales se esterilizaron
en autoclave por 15 minutos a 121 °C y seguidamente a la inoculacién, se coloca
en la superficie de los agares con ayuda de una pinza estéril, Se dejo reposar
por 30 minutos y después las placas fueron llevadas a incubacion a 36 °C por 24
y 48 horas; pasadas las cuales se procedioé a examinar cada placa, midiendo con

85



un vernier los didmetros de las zonas (halos) de inhibicion. Imdgenes (32) (33)
(34) (35)

Método del Disco en superficie

Se midieron los halos de inhibicién formados en las placas y se compararon se
muestra la actividad antibacteriano a las 24 y 48 horas del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis “Romero” y Minthostachys mollis “Mufa”, en las diferentes
concentraciones probadas sobre cepas de Enterococcus faecalis. Imagenes
(36) (37)
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