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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo determinar la concentracion minima inhibitoria in
vitro del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) sobre el crecimiento de Enterococcus
faecalis ATCC 29212.

Corresponde a una investigacion de caracter cuantitativo, prospectivo, longitudinal y
experimental. Se determino la concentracion minima inhibitoria (CMI) a través de la técnica de
diluciones en tubos y viabilidad por placas Petri; para lo cual se inici6 con la obtencién del aceite
esencial de la mufia (Minthostachys mollis) mediante la técnica de arrastre de vapor de agua;
seguidamente se procedié a la reactivacién de la cepa Enterococcus faecalis ATCC29212, que fue
utilizado en las dos etapas del estudio; la primera siendo la aplicacion de diferentes
concentraciones de aceite esencial de mufia(10%,20%30%,40%,50%,60%,70%,80%,90% Yy
100%) sobre cepas de Enterococcus faecalis en 84 tubos de ensayo sumado con los controles
positivos y negativos los cuales fueron la clorhexidina al 2% y agua destilada respectivamente,
dejando en incubacion por 24 horas a 37°C para observar crecimiento en los grados de turbidez;
la segunda se dio con el repique en placas Petri para observar viabilidad y comprobar crecimiento
de las cepas de Enterococcus faecalis manifestado en unidades formadoras de colonias (UFC) que
se utilizaron en las pruebas de diluciones, dejando en incubacién por 24 horas a 37°C obteniendo
lecturas de la Concentracion minima inhibitoria (CMI) y Concentracion minima bactericida
(CMB); para la recoleccién de datos en esta investigacion se empleé una ficha de observacion
microbioldgica en laboratorio el cual fue elaborado de manera propia y Unica para esta

investigacion.

Los resultados obtenidos evidenciaron que hubo un infimo crecimiento de colonias bacterianas de
Enterococcus faecalis al 50% Yy nulo crecimiento bacteriano al 60% de aceite esencial de mufia,
siendo correspondientes con los grados de turbidez obtenidos. De esta forma es posible concluir
que la concentracion minima inhibitoria fue al 50% y la concentracion minima bactericida fue al
60%.

Palabras clave: aceite esencial, concentracion minima inhibitoria, Enterococcus faecalis,

Minthostachys mollis, mufia,
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ABSTRACT

The objective of this research is to determine in vitro the minimum inhibitory concentration of the

essential oil of Minthostachys mollis (mufia) on the growth of Enterococcus faecalis ATCC 29212.

It corresponds to a quantitative, prospective, longitudinal and experimental investigation. The
minimum inhibitory concentration (MIC) will be extended through the technique of dilutions in
tubes and viability by Petri dishes; for which it began with the obtaining of the essential oil of the
mufa (Minthostachys mollis) by means of the water vapor entrainment technique; Next, the
Enterococcus faecalis ATCC29212 strain was reactivated, which was used in the two stages of the
study; The first being the application of different concentrations of mufia essential oil (10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% and 100%) on strains of Enterococcus faecalis in 84 test
tubes added with the positive and negative controls which were 2% chlorhexidine and distilled
water respectively, leaving them in incubation for 24 hours at 37°C to observe the growth in the
degrees of turbidity; the second was given in Petri dishes to observe viability and check growth of
Enterococcus faecalis strains manifested in colony-forming units (CFU) that was used in the
dilution tests, leaving in incubation for 24 hours at 37 ° C obtaining readings of the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC); For the
collection of data in this investigation, a microbiological observation sheet was used in the

laboratory, which was elaborated in its own and unique way for this investigation.

The results obtained showed that there was a negligible growth of bacterial colonies of
Enterococcus faecalis at 50% and no bacterial growth at 60% of mufia essential oil, corresponding
to the degrees of turbidity obtained. In this way it is possible to conclude that the minimum

inhibitory concentration was 50% and the minimum bactericidal concentration was 60%.

Keywords: essential oil, minimum inhibitory concentration, Enterococcus faecalis, Minthostachys

mollis, mufa,
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INTRODUCCION

Con el pasar de los afios la odontologia ha buscado alternativas a los tratamientos
convencionales que puedan semejarse tanto en calidad como en costo. Si bien hoy se
empieza a realizar estudios en diferentes plantas que puedan aportar un resultado
favorable en los tratamientos del campo odontoldgico, el abordaje del mismo en el Perd
es limitada debido a factores como el acceso al producto y disponibilidad de abasto;

siendo una de ellas la “Minthostachys mollis” conocida como “muna”.

En investigaciones recientes se menciona como propiedades de la mufa efectos
antinflamatorios y actividad antibacteriana contra S.mutans, como lo indica Aguilar-
Ancori EG et al .(1) sobre diversas bacterias de caries dental; cabe sefialar que la boca
es un nicho ecoldgico de gran diversidad microbiana con predominio bacteriano que
provocan diferentes patologias muchas veces de dificil tratamiento llevando al fracaso,

aun incluso meses o afios posteriores a la finalizacion del mismo.

La prevalencia del fracaso al tratamiento de conductos radiculares, obedece a la
presencia de Enteroccocus faecalis en el interior del conducto; debido a condiciones
de resistencia que le permiten sobrevivir en el lugar, ademas la posible carencia de
cuidados durante la intervencién, falta de irrigacion o falta de efectividad de irrigantes

convencionales.

Autores como Aguilar-Ancori EG (1) y Moromi, N. H (2) llegan a coincidir que los
aceites esenciales de diferentes plantas tienen efectos inhibitorios contra bacterias
orales, aportando asi informacion para estudios complementarios que permitan a

posterior una alternativa en el tratamiento para Enteroccocus faecalis.

Por lo tanto, el propdsito de la investigacion es determinar la concentracion minima

inhibitoria in vitro del aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis (mufia)
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estudio que se realizara por referencias de trabajos en los que se demuestra, la
sensibilidad de Enteroccocus faecalis ATCC 29212.

El conocimiento debe extenderse y ser una constante en el avance de nuevas opciones

que permitan desarrollar tratamientos efectivos y eficientes para la poblacion.
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION:

El Perd megadiverso rico en plantas medicinales nativas, destaca por su amplia
diversidad y aplicacion terapéutica(3). Por lo que busca estudiar principios activos que
muestren actividad antimicrobiana y otras propiedades de beneficio a la comunidad.

La amplia gama de investigaciones han documentado las propiedades antimicrobianas
de los aceites esenciales y sus componentes, en algunos casos se ha descrito el
mecanismo de accion, pero no se ha realizado todos los estudios pertinentes. Este

conocimiento es particularmente importante para la aplicacion y usos en medicina (4).

Es menester conocer e investigar la variedad de plantas medicinales que posean
propiedades curativas y valuar su utilidad en el area de salud, mas all& del uso comercial
que poseen. Minthostachis mollis arbusto perteneciente al género Mintohostachis
conocida cominmente como mufia, la cual es utilizada en medicina popular para tratar

los célicos estomacales y ciertos trastornos gripales (5).

Si bien posee propiedades antibacterianas, la investigacion plantea determinar la
concentracion minima inhibitoria de Minthostachys mollis sobre el crecimiento de

Enterococcus faecalis.

De las numerosas especies bacterianas existentes en la cavidad bucal, una de las méas
frecuentemente encontradas en dientes con necrosis pulpar (sin historia previa de
endodoncia) y la mas aislada en aquellos con recidiva de infeccion (dientes con
indicacion de retratamiento) es Enterococcus faecalis (6),bacteria anaerobia facultativa
y oportunista, considerada como la mayor causante de los fracasos endodonticos debido
a sus multiples caracteristicas, tales como su capacidad para competir con otros
microorganismos, invadir los tubulos dentinarios, propagarse en medios poco nutritivos,

e incluso resistir el pH alcalino(7).

El grado de resistencia de Enterococcus faecalis es alta en los procesos endodonticos,

por ello se busca erradicar con diferentes irrigantes convencionales y nuevas propuestas
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como el aceite esencial de Minthostachys mollis buscando mejorar la eficacia de los

irrigantes para evitar fracasos posteriores.

1.1 ENUNCIADO DEL PROBLEMA:
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA IN VITRO DEL ACEITE
ESCENCIAL DE HOJAS DE MINTHOSTACHYS MOLLIS (MUNA) SOBRE EL
CRECIMIENTO DE ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212,
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA, AREQUIPA 2021.

1.2 DESCRIPCION DEL PROBLEMA.:

1.1.1. Campo, Areay Linea

Area General; Ciencias de la Salud

Area Especifica: Odontologia

Especialidad: Endodoncia

Linea: Microbiologia Oral.

1.1.2. Analisis de Variables

Variables Indicadores Sub indicadores

VARIABLE
INDEPENDIENTE
-Concentraciéon minima inhibitoria

(CMI) DILUSIONES EN
Aceite esencial de PORCENTAJE
minthostachys mollis
(Mufia) -Concentracion minima bactericida
(CMB)
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VARIABLE

DEPENDIENTE

-Cepa de Enterococcus
faecalis

-Crecimiento-Turbidez-UFT

-Crecimiento-Viabilidad-UFC

Al 100%
Al 90%
Al 80%
Al 70%
Al 60%
Al 50%
Al 40%
Al 30%
Al 20%
Al 10%

UFC

1.1.3. Interrogantes basicas:

- ¢Cudl es la actividad bactericida del aceite esencial de Minthostachys mollis sobre
el crecimiento de Enterococcus faecalis ATCC 29212, Arequipa 20217

- ¢ Cudl es la concentracion minima inhibitoria (CMI) in vitro del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) sobre el crecimiento de Enterococcus Faecalis ATCC

29212, Arequipa 20217

- ¢Cual es la concentracion minima bactericida(CMB) in vitro del aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) sobre el crecimiento de Enterococcus Faecalis

ATCC 29212, Arequipa 20217
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1.2. TAXONOMIA DE LA INVESTIGACION

TIPO DE ESTUDIO:

1.-Por la 2.-Por el 3.-Por el 4.-Porel | 5.-Porel
Abordaje: | técnica de tipo de namero de namero ambito de .
recoleccion dato que se | mediciones | de recoleccién | DISENO NIVEL
planifica: de la muestras
variable
Cuantitativo | Observacional | Prospectivo | Longitudinal Analitico | Laboratorial | Experimental | Explicativo

1.3. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA:

1.4.1. Originalidad

Se han realizado ultimamente varios estudios de eficacia y eficiencia de diversos compuestos
quimicos para eliminacion bacteriana del conducto radicular, sin embargo, ain se debe
buscar opciones que sean mas naturales para la poblacion, que no altere el estado bioldgico
de los pacientes. Por tanto, la originalidad de esta investigacion se justifica en la basqueda
de expandir el abanico de opciones innovadoras que actuen de manera eficiente sobre este
tipo de bacterias orales e incentivar a mas profesionales odontélogos a investigar mas sobre
aplicaciones de la Minthostachys mollis en odontologia.

1.4.2. Relevancia Cientifica

El trabajo de investigacion se orienta a difundir las propiedades que presenta la mufia, dar
alcance a nuevas investigaciones con otros microorganismos con enfoques diferentes y
propuestas de aplicacion en la odontologia moderna.

1.4.3. Relevancia Practica

El proyecto permitira determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la minima
bactericida (CMB) entregando asi concentraciones precisas para combatir la resistencia y
adaptacion de Enteroccocus faecalis; acotando informacién debido a su caracter aplicativo,
en tratamientos odontoldgicos alternativos de conductos radiculares y tdbulos dentinarios.

1.4.4. Factibilidad

El proyecto de investigacion se respalda en la informacion obtenida y recopilada acerca de
literatura de especialidad, investigaciones desarrolladas en el area de microbiologia,
investigaciones previamente realizadas con el aceite esencial de Minthostachys mollis sobre
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cepas de Enteroccocus faecalis, equipos e instrumental de laboratorio, que garantizan la
factibilidad del estudio.

2. OBJETIVOS

a) Determinar la actividad bactericida del aceite esencial de Minthostachys
mollis sobre el crecimiento de Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Arequipa 2021.

b) Determinar la concentracion minima inhibitoria in vitro del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) sobre el crecimiento de
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Arequipa 2021.

c) Determinar la concentracion minima bactericida in vitro del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) sobre el crecimiento de
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Arequipa 2021.

3. MARCO TEORICO
3.1. MARCO CONCEPTUAL

3.1.1. Aceite Esencial

Es un producto obtenido a partir de una materia prima vegetal, bien por arrastre de vapor,
0 bien por procedimientos mecénicos con finalidad de obtener el citrus de la planta,
asimismo es plausible adquirir el producto por destilacion en seco. Consecuentemente
el aceite esencial se separa de la fase acuosa por procedimientos fisicos, en los dos
primeros métodos de obtencion; puede sufrir tratamientos fisicos que no ocasionen
cambios significativos de su composicidon. Si bien se hace alusion a dar como resultado
el producto disuelto, por medio de procedimientos mecénicos, cabe mencionar que el
principal objetivo que se plantea en la obtencién de los mismos es evitar que existan
cambios en la composicién quimica. La principal caracteristica percibida en estos
extractos es su olor inherente, obtenido a través de extraccion con un disolvente no
acuoso, seguida de la exclusion del mismo por un procedimiento fisico. En la préctica
comun se habla preferentemente de esencia concreta (8).

Se logra inferir que la matriz de las propiedades farmacoldgicas presentadas por la
planta se halla en el aceite esencial ademas del olor propio presente durante y posterior
al producto final adquirido.
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3.1.1.1.Localizacion del aceite esencial en plantas

Frecuentemente, la sintesis y acumulacién de los aceites esenciales se vincula a la
existencia de estructuras histologicas especializadas, a menudo localizadas sobre o en
la proximidad de la superficie de la planta:

-Células con aceites esenciales de las Lauraceae o las Zingiberaceae,
-Pelos secretores de las Lamiaceae

-Glandulas secretoras de las Myrtaceae o las Rutaceae,

-Canales secretores de las Apiaceae o las Asteraceae (8).

Se infiere que la principal superficie de obtencién del aceite esencial son las hojas y
tallos de plantas pertenecientes a estas familias.

3.1.1.2.Composicién quimica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas y muy variables de constituyentes que los
integran de manera casi inherente (8). Estan constituidos por gran variedad de
compuestos quimicos, algunos por un solo componente en un alto porcentaje y otros por
composiciones en mayor complejidad de compuestos ciclicos aromaticos, aciclicos,
derivados oxigenados y heterociclicos.

Los constituyentes principales de los aceites esenciales son:

* Hidrocarburos: Mirceno, cinemo, pineno, canfeno, felandreno, bineno, limoneno,
cariofileno, geranioleno, santaleno

* Alcoholes: Isoamilico, geraniol, linalol, citronelol, nerodinol, farsenol, terpinol,
mentol, borneol, bencilico, fenil-etilico

* Fenoles: Timol, carbacrol, eugenol, vainillina

* Aldehidos: Citral, citronelal, anisaldehido, benzaldehido, cinamadehido
» Cetonas: Alcanfor, carvona, mentona, piperitona, acetato fenona

« Eteres: Anetol, metilchavicol, eucaliptol, ascarodol

« Esteres: Salicilato de amilo, benzoato de metilo, acetato de terpinilo,

acetato de geranilo (9).

Se comprende que en la composicion quimica de diversas plantas, tanto los
compuestos aromaticos y de origenes diversos son facilmente captados en el proceso
de arrastre por agua en el procedimiento de obtencién de aceite esencial.
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3.1.1.3.Propiedades fisicas de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales son liquidos a temperatura ambiente, volatiles, lo que les
singulariza, poseen color; usualmente, su densidad es menor a la del agua (los aceites
esenciales de sasafras, clavo o canela implican excepciones), tienen un indice de
refraccion elevado y la mayoria desvian la luz polarizada asimismo son liposolubles y
solubles en los disolventes organicos comunes (8).

3.1.1.4.Propiedades farmacoldgicas de los aceites esenciales

Primeramente, indicar que a veces se confunde la actividad de un aceite esencial con
la de la planta de la cual procede. Es preciso saber que tal superposicion sélo es posible
en raras ocasiones el aceite esencial de una determinada planta posee actividad
antibacteriana mientras su infusion propia es utilizada en tratamientos de otro fin, en
base a las diferentes propiedades que posee y a la presencia de compuestos fendélicos
(8). Asimismo, conviene subrayar que el abanico de propiedades atribuidas (y a veces
demostradas experimentalmente) a las drogas con aceites esenciales y a ellos mismos,
es demasiado amplio para permitir generalizaciones que simplificarian pero que
forzosamente serian restrictivas. Algunas propiedades fundamentales destacan sin
embargo en esta amplia relacion:

e Poder antiséptico: El poder antiséptico se manifiesta frente a diversas bacterias
patogenas, incluso cepas habitualmente resistentes a los antibioticos. Algunos aceites
esenciales también son activos sobre hongos responsables de micosis y sobre levaduras
{Candida). Generalmente las dosis activas son bajas y las que se determinan por
experimentacion in vitro se pueden transponer directamente para diferentes usos. Entre
los aceites esenciales mas antisépticos se encuentran el de ajedrea, canela, tomillo,
clavo, lavanda o eucalipto (8).

e Propiedades espasmoliticas y sedantes: Numerosas drogas con aceites esenciales
(menta, verbena...) son consideradas como eficaces para disminuir o suprimir los
espasmos gastrointestinales. Es frecuente que estimulen la secrecion gastrica por lo
que se han calificado como “digestivas y estomaquicas”, con todas las consecuencias
que puedan resultar de esta “eupepsia’’; mejora de determinados insomnios y trastornos
psicosomaticos diversos, disminucion del “nerviosismo”, etc. In vitro, gran cantidad
de aceites esenciales (angélica, albahaca, manzanilla, clavo, melisa, menta, tomillo)
ejercen una actividad espasmolitica marcada sobre el ileon de cobaya (y, en menor
medida, sobre la traquea del mismo animal) (8).

e Propiedades irritantes: Productos como la esencia de trementina, empleados por via
topica, provocan aumento de la microcirculacion, importante rubefaccion, sensacién
de calor y en ciertos casos, ligera accidn anestésica local: esto es lo que se buscaba
antiguamente en las embrocaciones y ungiientos; en la actualidad, son alin numerosas
las pomadas, cremas o geles a base de aceites esenciales destinadas a aliviar esguinces,
agujetas, distensiones y otras algias articulares 0 musculares (8).
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Se infiere que estos diversos efectos beneficiosos encontrados en multiples plantas,
explican el porqué de las medicinas populares y las terapéuticas domésticas aplicadas
en regiones rurales y la trascendencia que han tenido a lo largo de generaciones.

3.1.1.5.Procedimientos de obtencidn de aceites esenciales:

Para obtener el estado méas puro del material vegetal, Jean Bruneton, considera los
siguientes métodos:

Expresion de epicarpios de citrus
Hidrodestilacion por microondas al vacio
Extraccion con disolventes

Procedimientos que utilizan aceites y grasas
Extraccion con gases supercriticos

Arrastre en vapor de agua (8).

VVVVYY

3.1.1.6.Actividad antimicrobiana de Aceites esenciales

Los aceites esenciales son compuestos extraidos de varios tipos de plantas, algunos de
ellos poseen efecto inhibitorio sobre el desarrollo de microorganismos. En su estudio
Walton y col. demostré que el extracto destilado del ajo posee efectos bactericidas y
bacteriostaticos. Se tiene conocimiento de la actividad antimicrobiana de varias
especies vegetales en forma de extractos o hierbas aromaticas en los alimentos, capaces
de inhibir la formacion vegetativa de esporas, igualmente suspenden el crecimiento de
elementos patogenos y levaduras (10).

3.1.1.7. Mecanismos de accion de los aceites esencial sobre bacterias

Este mecanismo de accién hacia las bacterias es complejo y ain no ha sido del todo
entendido y explicado. EI modo de accidn de los aceites esenciales también dependera
del tipo de bacterias y esta principalmente relacionado con la estructura de la pared
celular y la membrana externa de los mismos (11). Azafa Isaac establecid, in vitro, la
actividad antibacteriana, del aceite esencial de mufia sobre bacterias orales como
Fusobacterium nucleatum Prevotella melaninogénica y Enterococcus faecalis las 3
siendo prevalentes en patologias dentales. (12).

Las investigaciones plantean que los aceites esenciales interfieren la fase del
metabolismo de bacterias inactivando enzimas de reaccion y causando su eliminacion.

3.1.1.8.Extraccion por arrastre de vapor de agua

La hidrodestilacion simple consiste en sumergir directamente el material vegetal a tratar
(intacto u ocasionalmente triturado (turbodestilacion) en un alambique lleno de agua que
a continuacion se somete a ebullicion. Los vapores heterogéneos se condensan sobre
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una superficie fria y el aceite esencial se separa por diferencia de densidad. En una
variante del proceso el material vegetal se tritura in situ (turbo-extractor). Para la
aplicacion del procedimiento se requiere clasificar las plantas, y recolectar tanto hojas
como tallos para obtener el aceite esencial, la hidrodestilacion es un proceso simple que
consta diferenciar los principios volatiles de los que no lo son; a través de un sistema de
doble balon empleando calor (8).

Se infiere que durante el procedimiento de extraccion por arrastre de vapor de agua se
obtendra el aceite esencial con otro producto de la mufia proveniente de la ebullicion de
agua, el cual se diferenciaré del mismo por la densidad que presenta.

3.1.2. Minthostachys mollis (Mufia)

3.1.2.1.Planta Medicinal

Las plantas medicinales han sido provechosas con bastante reiteracion por nuestros
ancestros y se continta haciéndolo especialmente en distintas comunidades rurales del
pais, a través del conocimiento meticuloso de las hiervas medicinales, alrededor del
entorno se obtuvieron remedios muy variados para enfrentarse a dolencias que mas
afligian a la poblacion. Trastornos digestivos, catarros, afecciones respiratorias,
dolores de cabeza y musculares, inflamaciones osteoarticulares, infecciones
genitourinarias, problemas dermatologicos ademas de padecimientos relacionadas al
sistema nervioso (13).

Pueden hallarse en las plantas una alternativa fructuosa y a la vez eficaz de disminuir
e incluso disipar dichos malestares.

3.1.2.2.Descripcion general de Minthostachys mollis

Arbusto de hasta 2 m de alto; compuesta por ramas delgadas, hojas de 3 a 20 mm de
largo por 1 a 4 mm de ancho, usualmente oblongas; flores por lo comun solitarias en
las partes mas distantes del tallo, en ocasiones existe presencia de 3 a 6 flores las cuales
presentan un aroma distintivo, sostenidas por pedicelos de 1 mm de largo; tubo del
caliz escasamente velloso de 1 a 1,5 mm de largo, agudos y recorvados; estambres
diminutos. Se encuentra en mesetas y en la alta montafia del sur de Per(, norte de Chile
y region noroeste de Argentina; presenta un amplio rango de tolerancia a las
variaciones de las condiciones ambientales, especialmente a la sequia y a las heladas,
aungue su crecimiento es éptimo en temporada de lluvias, cuando la disponibilidad de
agua no es un factor limitante. Esta especie también puede adaptarse a suelos acidos
de moderada humedad (14).

En el Per0 es factible localizarlas en las regiones andinas, especialmente en Apurimac,
Ayacucho, Cuzco, Huancavelica y Puno siendo muy aprovechada por las comunidades
oriundas de Sudamérica, su capacidad de crecer en diferentes ambientes hace de su
habitat natural los variados pisos ecoldgicos de nuestra serrania (15).
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Ademas de sus caracteristicas fisicas, su peculiar aroma permite a los habitantes
diferenciarlas de plantas que crecen en similares condiciones o con presencia de
pigmentaciones semejantes.

3.1.2.3.Tipos de Mufia
Los tipos de mufa se indica un total de 12 especies, cuya distribucion abarca desde
Argentina hasta Venezuela y en el Per( encontraron 6 especies, 32 distribuidas desde
el norte (Cajamarca) hasta el sur (Cusco), con una mayor distribucién en la region
central, cuyas especies son:
- Minthostachys glabrensces

- Minthostachys salicifolia
- Minthostachys setosa

- Minthostachys spicata

- Minthostachys tomentosa

- Minthostachys mollis (HBK) griseb (14).

3.1.2.4. Taxonomia

La taxonomia de la Minthostachys mollis (mufia) es:
Dominio: Eukarya
Reino: Vegetal
Sub reino: Embryophyta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub clase: Methachlamydeae
Orden: Tubiflorae
Familia: Lamiaceae o Labiatae
Género: Minthostachys

Especie: mollis (16).
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3.1.2.5.Usos etnomedicinales:

A lo largo de bastantes afios esta especie ha sido empleada con propositos de solucion
a problemas estomacales y contra infecciones diversas. En las comunidades de la sierra
se logra observar preparaciones en forma de mate o te, la infusion (sola 0 mezclada
con azucar) sirve para combatir el “empacho” (indigestion) en los nifos; en adultos se
emplea para aliviar dolencias o ardor de estbmago y finalidad ligera de purgante. En
casos de soroche o mal de altura ejerce funcion de liberar los bronquios ademés de
eliminar el mareo, estimula la prevision de la mayoria de problemas respiratorios; asi
mismo ejerce funcion como descongestionante de vias respiratorias, efectivo para
tratar la halitosis y dolores de cabeza. En el campo agricola se utiliza con la finalidad
de preservar alimentos como la papa o cebolla, frente a incidencia de insectos que se
propagan en campos de cultivo (14).

Por los diversos usos de la mufia en casos de afecciones y la efectividad que exhibe,
se busca aprovechar la misma frente a potenciales agentes que las originan.

3.1.2.6.Principales moléculas de Accidn bactericida en Minthostachys
mollis (mufia)

Los principales componentes antibacterianos de la Minthostachys mollis (mufia):
Pulegona

Uno de los componentes mas sustanciosos del aceite esencial de Minthostachys mollis
asimismo de otros aceites; sin embargo, es mejor conocido por poleo (Mentha
pulegium). Es altamente toxico en elevadas cantidades, dafia el higado y puede incitar
el aborto. Su toxicidad probablemente justifica algunos de los efectos de aceite de
Minthostachys contra las plagas y parasitos. La sustancia también se emplea en
perfumeria y saborizantes (17).

Mentona

Otro componente significativo, junto con la pulegona usualmente representa mas del
75 % de la composicion del aceite en su totalidad. EI componente méas conocido de la
menta (Mentha piperita). Tiene un aroma muy inherente sabor a menta y se usa en
perfumeria, pero también tiene propiedades digestivas (17).

Carvacrol

Es un componente preponderante en menor proporcion, segun estudios de los aceites
en base a Minthostachys mollis. El carvacrol también se encuentra en diversas hierbas
conocidos como el orégano (Origanium vulgare), la ajedrea de jardin (Satureja
hortensis) o el tomillo (Thymus serpyflum) (17).
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Carvona

Como su nombre lo menciona es conocida como un producto de semillas de alcaravea
(Carum carvi), un Apiaceae. Tiene propiedades digestivas y se utiliza para dar sabor
7).

Linalol

Utilizado como condimento y como insecticida, linalol es el mas conocido de cilantro
(Coriandrum sativium) de la familia Apiaceae. Comunmente es uno de los
componentes menores del aceite de Minthostachys mollis (17).

Mentol

Por lo general, mucho menos importante en la composicién de Minthostachys mollis,
suele hallarse como componente menor de la mezcla de aceites. Se utiliza para aliviar
el dolor de garganta (17).

Timol

Es un componente bien distintivo de los aceites esenciales de distintas especies de
tomillo. Actia como antiséptico y contra el dolor de garganta y tos. En ocasiones se
encuentra como un componente menor en el aceite de Minthostachys mollis (17).

Taninos

Son substancias complejas que no se pueden clasificar dentro de una estructura
quimica Unica, son poli fendlicas hidrosolubles no nitrogenadas, de origen vegetal, de
peso molecular entre 500 y 3000, que ademas de dar las reacciones clasicas de los
fenoles, precipitan gelatina, sales de alcaloides y metales pesados, los hay hidrolizables
y condensados. El tanino se encuentra primordialmente en las raices, la corteza, y en
ciertas ocasiones en las hojas de la planta; estos compuestos tienen propiedades
antibacterianas, astringentes y antisépticas, se logran encontrar especialmente en las
familias de las Ericaceas, Leguminosas, Rosaceas y Salicaceas (18).

Se comprende que la Pulegona, Mentona y Carvacrol son los componentes mas
preponderantes en la Minthostachys mollis, los cuales son responsables de brindar en
gran parte la actividad antibacteriana que esta planta presenta.

3.1.2.7.Mecanismo de Accién del aceite de Minthostachys mollis

Los mecanismos por los cuales los principios activos de las plantas pueden causar la
destruccion o inhibicién de los microorganismos se han atribuido a los metabolitos
antimicrobianos que acttan de la siguiente manera: Degradacion de la pared celular,
destruccion de la membrana citoplasmatica, dafio a las proteinas de membrana,
filtracion del contenido celular y coagulacién. Los taninos precipitan las proteinas
fendmeno que, al incidir en la membrana citoplasmatica bacteriana, altera la
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permeabilidad de la misma provocando, el intercambio de sustancias nutritivas y de
residuo llevando a la muerte celular (19).

3.1.3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
Es la minima concentracion de antibiético que inhibe el crecimiento de
microorganismos. En el laboratorio, este parametro que cuantifica la sensibilidad
puede determinarse mediante técnicas de dilucion en medio liquido, en medio solido
0 por técnicas de gradiente de difusion (20).

Hallar la (CMI) de un determinado antibiotico permite conocer las capacidades del
mismo para combatir una determinada patologia o agente patogeno.

3.1.4. Concentracion Minima Bactericida (CMB)
Es la minima concentracion del antibiético que es capaz de suprimir al
microorganismo. En el laboratorio, este parametro se determina si el microrganismo
no crece en los tubos de caldo de cultivo ni en las placas Petri. Esta concentracién
minima del antibidtico sera bactericida (21).

Los datos que se obtendran de la CMI y CMB nos ofrecen informacién acerca del
agente antimicrobiano, en caso la CMB sea mayor a la CMI el agente antimicrobiano
sera bacteriostatico, pero en caso ambas concentraciones sean bastante similares el
agente sera bactericida.

3.1.5. Sensibilidad Antimicrobiana
3.1.5.1.Método de dilucién en caldo:

Estudia la susceptibilidad frente a las medicaciones mediante el cultivo de las bacterias
en medios liquidos que contienen concentraciones progresivamente méas altas de un
determinado agente antimicrobiano. Para ello se inocula una serie de tubos que
contienen concentraciones decrecientes de una medicacion en solucion con la bacteria
a estudiar. Después de producirse el crecimiento (algunos tubos estaran turbios) se
interpretaran los resultados. El crecimiento solamente tiene lugar en los tubos sin
contenido alguno de la medicacion o que poseen una concentracion baja de la misma,
sin embargo, en los tubos con concentraciones altas; el tubo con mayor transparencia
que incluya la concentracion mas baja (maxima dilucién) se correspondera con la
concentracion minima inhibitoria de la medicacion (CMI) (21).

3.1.5.2.Escala de Mc Farland

Se elabora con soluciones quimicas (sulfato de Bario y é&cido Sulfurico) que
proporcionan una turbidez equivalente a la que brindarian los microorganismos.
Comparar la suspensién del germen a tratar permite estimar el nimero de UFC/mL
(Unidades Formadoras de Colonias/mililitros) dado que la luz absorbida por la
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suspension microbiana es directamente proporcional a la concentracion de
microorganismos presentes en la muestra (22).

3.1.6. Microbiota en conductos radiculares infectados

Las especies bacterianas dentro del sistema de conductos radiculares infectados
pueden variar, considerablemente, teniendo prevalencia de Cocos y Bacilos. La
microbiota de conductos radiculares no cariados con pulpa necrética y enfermedad
periapical esta dominada (superior al 90%) por anaerobios estrictos comunmente
relacionados a los géneros de Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella,
Eubacterium, Micromonas y Anaerococcus (30).En la composicion microbiana apical
y perirradicular de los dientes con caries coronarias hay una cantidad menor de
anaerobios estrictos (inferior al 70%) asimismo en los conductos y periapice de dientes
tratados con endodoncia convencional que evidencian alteraciones radiogréficas
postratamiento se han hallado por medio de microscopia electronica de transmision,
predominantemente filamentos grampositivos, bacilos y cocos. Enterococcus Faecalis
y Candida albicans se han recuperado de zonas extraradiculares en lesiones
inflamatorias apicales asintomaticas refractarias al tratamiento endodontico (30).

3.1.7. Microbiota relacionada con la afeccion endoddntica de dientes
con necrosis pulpar

La infeccidn de la pulpa necrotica se puede producir a través de las mismas vias que
la de la pulpa vital, pero a diferencia de estos casos, en los que la extension de la
infeccion es gradual, en la pulpa necrética la evolucion es incontrolable. No obstante,
su infeccion se produce facilmente debido a que los mecanismos de defensa son
incompetentes. Normalmente, en las primeras etapas de las necrosis pulpares se aisla
un promedio de seis especies bacterianas, aunque en la exacerbacion de la infeccion
pueden aislarse hasta 12 a 15, predominando especies de los géneros Porphyromonas
y Prevotella (32).
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Tabla 56.2. Bacterias aisladas frecuentemente en la pulpa necrética

Géneros Especies

Bacterias anaerobias estrictas

Bacilos gramnegativos Porphyromonas P, gingivalis, P. endodontalis
Prevotella P oris, P. buccae

P intermedia, P melaninogenica,
P, nigrescens

Mitsuokella M. dentalis
Fusobacterium F. nucleatum
Selenomonas S. sputigena
Bacilos grampositivos Eubacterium E. lentum
Cocos gramnegativos Peptostreptococcus P. micros, P. anaerobius,
P, prevotii, P asaccharolyticus,
P. magnus
Cocos grampositivos Veillonella V. parvula
Espiroquetas Treponema T denticola
Bacterias anaerobias facultativas
Cocos grampositivos Streptococcus S. mitis, S. anginosus, S. oralis,
S. infermedius
Enterococcus E. faecalis, E. faecium
Staphylococcus S. aureus, S. epidermidis
Bacilos gramnegativos Campylobacter C. rectus
Eikenella E. corrodens
Capnocytophaga C. ochracea
Bacilos grampositivos Lactobacillus L. acidophilus, L. casei, L.
fermentum
Actinomyces A. odontolyticus, A. naeslundii,

A. israelii, A. meyeri

Fuente: Liébana J. Microbiologia Oral,

3.1.8. Bacterias en fase de obturacion del conducto radicular:

En ocasiones un tratamiento antimicrobiano no logra erradicar por completo las
bacterias en los conductos radiculares presentandose las consiguientes selecciones de
bacterias mas resistentes de la microbiota. Posterior al tratamiento endodontico suelen
desaparecer las bacterias gramnegativas las cuales son componentes habituales de
infecciones intraradiculares primarias. En la mayoria de estudios se ha podido observar
un mayor numero de bacterias grampositivas( Streptoccocos, Lactobacilos,
Enteroccocus faecalis, P. alactolyticus, Propionibacterium) en muestras obtenidas tras
instrumentacién y medicaciéon. Esto parece respaldar la hipotesis que bacterias
grampositivas pueden ser mas resistentes a los tratamientos antimicrobianos ademas
de tener la capacidad de adaptarse a rigurosas condiciones ambientales que hay en los
conductos instrumentados y medicados (30).
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3.1.9. Microbiota de dientes endodonciados:

Se ha comprobado que la mayoria de dientes endodonciados que tienen lesiones
persistentes de periodontitis apical esconde una infeccion intraradicular. Los agentes
infecciosos presentes en los dientes endodonciados pueden ser “persistentes’” que han
sobrevivido a efectos de la desinfeccion intraradicular y ya se encontraban ahi en el
momento de la obturacion del conducto o pueden haber infectado el conducto tras su
obturacion como consecuencia de filtracion coronal. Para que los microorganismos
residuales puedan provocar una periodontitis apical persistente, tienen que adaptarse a
las modificaciones ambientales inducidas por el tratamiento, conseguir nutrientes,
sobrevivir a efectos antimicrobianos de obturacion y disponer de acceso libre a los
tejidos periradiculares para ejercer su patogenicidad (30).

La microbiota de los dientes endodonciados con periodontitis apical persistente, se
constituye por un grupo de microorganismos mas restringido que el de infecciones
primarias. E. faecalis es un coco grampositivo anaerobio facultativo que se encuentra
amenudo de 30% a 90% en dientes con endodoncia, asimismo los hongos de la especie
Candida albicans se encuentran con una frecuencia de 3% a 18% en las infecciones
persistentes secundarias. Tanto E. faecalis y Candida albicans poseen una serie de
atributos que pueden sobrevivir en conductos endodonciados como la resistencia a los
farmacos intraradiculares y capacidad para la formacién de biopeliculas, invasion en
tbulos dentinarios y persistir en largos periodos de privacion nutricional (30).

Microorganismos detectados en dientes
endodonciados con periodontitis apical

persistente

Grupo taxonémico Frecuencia (%)*
Enterococcus faecalis 77
Pseudoramibacter alactolyticus 55
Propionibacterium propionicum 50
Filifactor alocis 48
Dialister pneumosintes 46
Streptococcus spp. 23
Tannerella forsythia 23
Dialister invisus 14
Campylobacter rectus 14
Porphyromonas gingivalis 14
Treponema denticola 14
Fusobacterium nucleatum 10
Prevotella intermedia 10
Candida albicans 9

Campylobacter gracilis
Actinomyces radicidentis
Porphyromonas endodontalis
Micromonas micros
Synergistes oral clon BA121
Olsenella uli

wLnLnLnbnnLn

Fuente: Walton, R. Torabinejad,M. Endodoncia, Principios y Practica
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3.1.10. Enterococcus faecalis

3.1.10.1. Taxonomiay caracteristicas generales
- Taxonomia de Enterococcus faecalis:
-Dominio: Bacteria
-Filo: Firmicutes
-Clase: Bacilli
-Orden: Lactobacillaes
-Familia: Enterococcaceae
-Especie: Enterococcus faecalis (23).

Son bacterias gram positivas anaerobias facultativas que suelen tener una forma
ovalada, aparecer en forma aislada o cadenas cortas, incluso como cadenas muy largas
(24). Usualmente se les puede encontrar en el tracto gastrointestinal, aunque provocan
diferentes tipos de infecciones en el tracto urinario, bacteriemia, endocarditis,
meningitis, infecciones gastrointestinales y nosocomiales (25).

Es la cepa més frecuente, asociada en un 80% a 90% de infecciones por enterococos
en humanos (26). De igual forma relacionados con infecciones endodonticas post
tratamiento (22).

Una caracteristica diferencial respecto a los Estreptococos , es la capacidad de crecer
a 10°C y 45°C debido a estar expuestos a NaCl al 6.5% , su capacidad de hidrolizar
esculina en presencia de bilis al 40% a un Ph de 9.6. ComUnmente la resistencia que
poseen a cefalosporinas y penicilinas de varias generaciones, aminoglucosidos,
vancomicina; pueden producir sobreinfecciones en pacientes que reciben tratamientos
con antibidticos de amplio espectro (26).

3.1.10.2. Factores de patogenicidad en Relacion con la enfermedad
endodontica

Los factores de patogenicidad principales presentes en el Enterococcus faecalis:

-PRODUCCION DE CITOLISINA: Actian sobre los eritrocitos humanos y de
diferentes especies animales (ovejas, conejos, etc.) teniendo importancia por su
toxicidad vinculada a endocarditis (26).

Desde un punto de vista endodontico la produccién de citolisina y los genes que
produce pueden favorecer al Enterococcus faecalis de encontrar condiciones
anaerobicas en el conducto radicular después del agotamiento del oxigeno por parte de
los aerobios. Las condiciones anaerobicas también pueden prevalecer en las capas de
biopeliculas bacterianas en el conducto radicular, y E. faecalis tiene la capacidad de
producir biopeliculas (31).
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-SUSTANCIA DE AGREGACION: Proteina de unién de superficie a través de
plasmidos que facilita la agrupacion de microorganismos y realizar un intercambio de
plasmidos. Esta sustancia aporta la facilidad de adherencia a paredes intestinales,
células epiteliales por parte de enterococos. Asimismo, sugieren que pueden participar
en la fijacion a neutrofilos lo que les permitiria tener supervivencia intracelular (31).

Existen cepas de E. faecalis capaces de unirse al coldgeno Tipo I, la union por bacterias
puede ser de particular importancia con respecto a las infecciones endodonticas, ya
que este es el principal componente orgéanico de la dentina.

-PROTEINA DE SUPERFICIE ENTEROCOCCICA: Proteina localizada en la
superficie celular del enterococo con una aparente relacion a la formacion de
biopeliculas, lo que permite adhesion a estructuras de polietileno como catéteres
intravasculares. Tiene importancia en casos de infecciones urinarias y endocarditis
bacteriana que podrian estar ligados a problemas endodonticos (31).

-SUPEROXIDO EXTRACELULAR: Puede aumentar Virulencia de enterococos en
abscesos de flora mixta.

Su produccion se encuentra relacionada con lesiones periapicales y la pérdida dsea en
la periodontitis apical cronica asimismo esta implicado en la resorcion 6sea (31).

-ACIDOS LIPOTEICOICQOS: Constituyen el antigeno del grupo D en los enterococos,
tienen funcionalidad virulenta en promover el factor TNF (Factor de necrosis tumoral).
Los acidos lipoteicoicos parecen estar asociados con la resistencia frente a condiciones
adversas y también puede estar involucrados en la resistencia contra los medicamentos
del conducto radicular aplicados durante el tratamiento de endodoncia (31).

-COCOLISINA: Es producida por cepas de E.faecalis en un 55% a 65% , una
metaloendopeptidasa capaz de desempefiar papel de virulencia al inactivar la
endotelina, un péptido vasoactivo (26).

-GELATINASA: Es una metaloproteinasa extracelular que contiene zinc de E.
faecalis que fue purificada y descrita por primera vez por Bleiweis y Zimmerman
(1964) . Puede hidrolizar gelatina, colageno, fibrindgeno, caseina, hemoglobina,
insulina, ciertos péptidos relacionados con las feromonas sexuales de E. faecalis (26).

La gelatinasa del huésped es mayor en pulpas inflamadas y lesiones periapicales que
en tejidos sanos. También se demostrd que la gelatinasa del huésped tiene un efecto
significativo en la degradacion de la matriz orgénica de la dentina (31).

-HIALURONIDASA: Actla sobre el &cido hialurénico (hialuronato, hialuronano) y
es principalmente una enzima degradante que se asocia con dafio tisular como
consecuencia de su actividad. La produccion de hialuronidasa por estreptococos y
cepas de E. faecalis en la dentina cariada podria desempefiar un papel en la destruccion
del tejido durante el proceso de caries. Las bacterias aisladas de los conductos
radiculares infectados asociados con la periodontitis apical también producen
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hialuronidasa, y la actividad de la hialuronidasa parece estar relacionada con el grado
(agudo y subagudo) de los sintomas clinicos asimismo puede actuar como via para
facilitar la migracion de bacterias desde el conducto radicular hacia la lesion periapical
(32).

3.1.10.3. Patogenia en odontologia:

Son capaces de producir &cido lactico a partir de fermentacion de la glucosa y en ciertas
ocasiones formar &cido formico y acético ademas de etanol; puede ser aislado de la
cavidad bucal (27).

Sin embargo, es posible encontrar mayor cantidad de cepas en conductos radiculares
con fracaso de tratamiento de conducto. Autores como Siqueira y Rocas (2004)
investigaron la identificacion de bacterias en tratamientos de conductos fallidos,
llegando a encontrar mayor prevalencia de Enterococcus faecalis (45% y 77%
respectivamente). Rocas y Cols, observaron que existe prevalencia de E.faecalis en
periodontitis apicales asintomaticas que en las que producen sintomatologia y a su vez
en frecuencia de infecciones secundarias o persistentes que en infecciones primarias
(28).

En ocasiones el tratamiento antimicrobiano no logra eliminar bacterias persistentes
dentro del conducto, sobre todo bacterias grampositivas como el Enterococcus faecalis
con una resistencia bastante alta frente a irrigantes, medicaciones intraconductos, una
de las cualidades de esta bacteria es la gran tolerancia a un pH alto cercano al 12 lo
que lo hace muy resistente a irrigantes como el hipoclorito de sodio. Sin embargo,
Evans y Cols, determinaron una barrera de tolerancia de 11.1, dado que el
Enterococcus faecalis hallado en un Ph 11.5, no sobrevivira. Se cree que es debido a
que tiene capacidad de sintetizar proteinas cuando es sometido a condiciones adversas
de supervivencia. Como puede ser la exposicién a hipoclorito de sodio o Hidroxido de
calcio (29).

3.1.10.4. Vias de infeccién en conductos radiculares

La pulpa y dentina forman un complejo funcional el cual se encuentra protegido por
sustancias exdgenas de la cavidad bucal como por estructuras dentarias; en las Gltimas
décadas se ha observado grandes avances en el conocimiento de la etiologia y
patogenia de las lesiones pulpares y perirradiculares; los microorganismos llegan a la
camara pulpar por diferentes vias:

Tubulos Dentinarios:

La permeabilidad dentinaria es mayor cerca a la pulpa debido a mayor diametro y
densidad de los tubulos. La dentina expuesta puede ser atacada por microorganismos
presentes en las lesiones cariosas, en la saliva que bafia la zona expuesta o en la placa
dental que se forma sobre dicha zona. Las bacterias invaden con mayor rapidez en
dientes desvitalizados que en los vitales debido a factores como la salida de liquido
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dentinario y contenido tubular que alteran la permeabilidad dentinaria retrasando la
invasion intratubular por bacterias (22).

Exposicion Pulpar Directa:

Representa la via mas clara para las infecciones endodonticas, la caries es la causa
frecuente de exposicion pulpar pero los microorganismos pueden acceder igualmente
a la pulpa por exposicion directa secundaria a tratamientos restauradores iatrogenicos
0 traumatismos. El tejido pulpar expuesto entra en contacto directo con los
microorganismos orales de lesiones cariosas, saliva 0 placa acumulada en superficie
expuesta. De modo que la pulpa expuesta se inflama, se necrosa y se infecta (22).

Enfermedad Periodontal:

Los microorganismos presentes en biopeliculas subgingivales asociadas a la
enfermedad periodontal pueden alcanzar la pulpa por las mismas vias que
microrganismos intraconductales usan para llegar al periodonto y por consiguiente
tener efecto sobre la pulpa (22).

Una vez haya necrosis pulpar los microrganismos periodontales pueden llegar a los
conductos radiculares por ramificaciones de tibulos dentinarios expuestos y agujeros
apicales e iniciar un proceso infeccioso (30).

3.1.11. Clorhexidina

La clorhexidina es un antiséptico bacteriostatico y bactericida de accién prolongada
dependiente de su capacidad de adsorcion, efectiva para el control de placa
bacteriana recomendada en diferentes concentraciones para uso en conductos
radiculares, el potencial irritativo moderado que posee qued6 verificado incluso en
sus concentraciones mas bajas. (33). La clorhexidina como agente irrigante
endodontico ha demostrado alta eficacia antibacteriana, se pudo demostrar que la
clorhexidina al 2% tiene mejor eficacia antibacteriana que la misma al 0.12% (34).

Es posible inferir que si bien la clorhexidina es utilizada en diferentes
concentraciones y cumple con funcién bactericida y bacteriostatica, es importante
indicar que cuanto mayor sea la concentracion sera mayor la efectividad de este
frente a diferentes bacterias orales.
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3.2. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

3.2.1. Autor: Castafieda W, Jiménez C.

Titulo: Efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de las hojas de
Minthostachys mollis (mufa) sobre colonias de Enterococcus faecalis
ATCC 29212

Fuente: Revista Simiykita.

Ao de publicacion: 2015

Resumen:

El objetivo planteado fue determinar y comparar el efecto inhibitorio in vitro
del IKI al 2% vy el aceite esencial de Minthostachis mollis (mufia) frente a cepas
de Enterococcus faecalis. A través del método de difusion de discos o Kirby-
Bauer se comprobd la susceptibilidad, usando 7 placas Petri con agar Muller-
Hinton donde se sembraron las cepas del E.faecalis y se pusieron los discos con
el IKI al 2 % o con el aceite esencial de mufia al 100% y embebidos en dilucién
etanolica al 50 %; se incubaron las placas a 37°C en estufa y finalizado el
proceso se evaluo las placas midiendo el halo de inhibicién de cada disco a las
24,48y 72 horas, haciendo uso de una regla milimetrada. Los resultados dados
a las 24 horas produjeron un halo de inhibicion en todos los discos, donde el
mayor registrado fue el del aceite esencial al 100%, y el de menor promedio
fue el del IKI al 2 %, los halos fueron disminuyendo de didmetro una vez que
se llegd a las 72 horas. Al finalizar se concluyd que el aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100% tiene mayor actividad inhibitoria in vitro
sobre el crecimiento del E.faecalis comparado al obtenido por el IKI al 2% y

la dilucion etandlica de aceite esencial al 50% (35).

Analisis Propio: Con los resultados que se obtuvieron se concluye que el aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) posee accion antibacteriana frente a
la cepa de Enterococcus faecalis, tanto a su 50% como al 100%, mostrando una
mayor efectividad al 100% en las primeras 24 horas en donde el halo de
inhibicion obtuvo mayores diametros respecto a las mediciones posteriores
realizadas a las 48 y 72 horas. Si bien el Yoduro de Potasio al 2% da un halo

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

de inhibicién similar al de la solucién etanolica de aceite esencial al 50%, no

logra dar una efectividad inhibitoria como la del aceite esencial al 100 %.

3.2.2. Autor: Huallpa E.

Titulo: “Efecto inhibidor del aceite esencial de mufia mezclado con
hidroxido de calcio comparado con cuatro soluciones frente a Enterococcus
faecalis

Fuente: Facultad de Odontologia de la Universidad Privada Norbert
Wiener. Lima-Peru.

Afio de publicacion: 2015

Resumen:

El objetivo del estudio consistié en valorar el efecto inhibidor del aceite esencial
de mufia afadido con hidréxido de calcio y comparado con cuatro soluciones
sobre Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Se realiz6 el método de difusion
en Agar por pozos, de 6 mm. de didmetro, para traspasar las sustancias a
examinarse incluido el suero fisiolégico (control negativo). Se efectudé medicion
de los halos de inhibicion a las 24 y 72 horas con lecturas 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; 21,40 mm. (en ambos periodos de tiempo) para el gluconato
de clorhexidina al 2%; 17,89 mm. y 15,60 mm. para la mezcla del gluconato de
clorhexidina al 2% con hidréxido de calcio. Se determiné que el efecto inhibidor
del aceite esencial de mufia mezclado con hidréxido de calcio es inferior al
efecto inhibidor de la pasta 3Mix-MP, al efecto inhibidor del gluconato de
clorhexidina al 2% vy al efecto inhibidor de la mezcla del gluconato de
clorhexidina al 2% con hidréxido de calcio, pero superior al efecto inhibidor

del aceite esencial de mufia (36).

Analisis propio: De la investigacion podemos concluir que la mezcla de aceite
esencial de mufia con hidréxido de calcio no ofrece tanta efectividad inhibitoria

respecto a las otras soluciones utilizadas con finalidad de ejercer actividad
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antibacteriana sobre la cepa de Enterococcus faecalis, es posible obtener una
efectividad antibacteriana respecto a el aceite esencial de mufia puro, pero aun
asi existen soluciones efectivas que proporcionan mejores resultados frente a
la bacteria y por ende con resultados méas favorables para realizar estudios in

Vivo.

3.2.3. Autor: Quispe D, Mamani J

Titulo: Efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de Minthostachys
mollis griseb (mufia) sobre microorganismos prevalentes en patologias
periapicales crénicas de origen endoddntico

Fuente: Universidad Nacional del Altiplano.

Afio de publicacion: 2016

Resumen:

El objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto inhibitorio in
vitro del aceite esencial de Minthostachys Mollis Griseb (mufia) frente a cepas
de Staphylococcus Aureus, Enterococcus Faecalis y Candida Albicans,
microorganismos de alta prevalencia en patologias periapicales crénicas de
origen endododntico. Se evaluo la susceptibilidad utilizando el método de
difusion de discos o Kirby-Bauer. Se utilizaron 120 placas Petri con agar Muller-
Hinton; 40 por cada especie, donde se sembraron las cepas de Staphylococcus
Aureus, Enterococcus Faecalis y Candida Albicans y se colocaron los discos con
el aceite esencial de mufia al 100% y en dilucion etanolica al 75%, 50 % y 25%.
Las placas se incubaron a 37°C en estufa, se evaluo las placas midiendo el halo
de inhibicion de cada disco a las 12 horas utilizando una regla de Vernier. Se
recolectaron los datos en la ficha matriz de recoleccién. Concluyéndose que el
aceite de Minthostachys Mollis Griseb (mufia), presentdé una gran actividad
inhibitoria sobre las muestras de microorganismos en estudio: Enterococcus
Faecalis, Staphylococcus Aureus y Candida Albicans, esta actividad inhibitoria

fue mayor a la del Paramonoclorofenol Alcanforado (15).
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Analisis Propio: La informacion expuesta manifiesta que existe efectividad
antimicrobiana por parte del aceite esencial de mufia en los patdgenos frecuentes
en la cavidad oral tales como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y la
Candida albicans, siendo inclusive superior a la mostrada por
Paramonoclorofenol Alcanforado, el cual es usualmente utilizado en la
medicacion odontoldgica frente a estos tipos de microrganismos, la mayor
efectividad se visualizo a las 12 horas . Asimismo, cabe recalcar la importancia
del mismo debido a que se evalla la accion bactericida de Minthostachys mollis
comparandola con medicamentos convencionales y nos permite observar cuanta
es la diferencia de efecto antibacteriano frente a microorganismos frecuentes de

la cavidad bucal.

3.2.4. Autor: Paucar E, Peltroche N, Cayo C,

Titulo: Actividad antibacteriana y anti fungica del aceite esencial de
Minthostachys mollis frente a microorganismos de la cavidad oral

Fuente: Rev. Cubana de Investigaciones Biomédicas.

Ao de publicacion: 2021

Resumen:

El objetivo del estudio fue determinar la actividad del aceite esencial de
Minthostachys mollis en diferentes concentraciones, comparado con
doxiciclina y fluconazol frente a Porphyromonas gingivalis, Staphylococcus
aureus y Candida albicans, a las 24, 48 y 72 horas. Métodos: Se realiza estudio
experimental in vitro y longitudinal. Se prepararon 15 pocillos por subgrupo
para evaluar el efecto inhibitorio de todas las concentraciones, dando un total
de 360 pocillos. Por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
se identificaron los componentes quimicos del aceite esencial. Se analiz6 el
efecto inhibitorio por el método de difusion de KirbyBauer en Agar Columbia
y Agar Muller Hinton. El analisis estadistico se ejecutd mediante la prueba
ANOVA vy Tukey. De los cuales se obtuvo los siguientes resultados: En el
andlisis quimico se identificd principalmente pulegona (30,17 %) y mentona
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(16,55 %). Los halos de inhibicion de Minthostachys mollis al 100 % a las 24,
48 y 72 horas frente a la Porphyromonas gingivalis, midieron: 10,2 mm, 9,8
mm y 9,6 mm, respectivamente; frente al Staphylococcus aureus, midieron:
10,4 mm, 9,7 mm y 9,4 mm, respectivamente; por ultimo, frente a Candida
albicans midieron: 9,8 mm, 8,9 mm y 8,5 mm, respectivamente. Todas las
concentraciones de Minthostachys mollis presentaron un efecto antimicrobiano
significativamente menor que el fluconazol y la doxiciclina (p < 0,001) por
consiguiente se concluyé que el aceite esencial de Minthostachys mollis al 100
% presentd su mejor actividad inhibitoria frente al Staphylococcus aureus, la
Porphyromonas gingivalis y la Candida albicans a las 24 horas. Sin embargo,

este efecto antimicrobiano disminuye a medida que pasa el tiempo. (37).

Analisis propio: El estudio sefiala que el aceite esencial de mufia en todas sus
concentraciones exhibe capacidad inhibitoria sin embargo resultan ser
inferiores respecto a farmacos como fluconazol y la doxiciclina, el mayor grado
de efectividad se observé en su aplicacién al 100% sobre las 3 bacterias en las
primeras 24 horas, de igual forma es preciso sefialar que conforme el tiempo
pase, los halos de inhibicion iran disminuyendo en diametro y por ende

teniendo menor efectividad.

3.2.5. Autor: Aigaje A, Zurita MK.

Titulo: Efectividad antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys

mollis (tipo) al 25, 50, 100 % frente a Porphyromonas gingivalis

Fuente: Revista Cientifica de las ciencias.

Afo de publicacion: 2017

Resumen:
El objetivo fue determinar la actividad antibacteriana de la Minthostachys
mollis una planta perenne de la Serrania Ecuatoriana, sobre la Porphyromonas
gingivalis el cual es uno de los principales patdgenos del periodonto. Se realizd
un estudio de tipo experimental, prospectivo, transversal, in vitro,
primeramente, trat6 la planta por medio de la técnica “destilacion por arrastre

de vapor de agua”, generando 10 ml de aceite esencial, luego del procedimiento,
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el mismo fue diluido para obtener tres concentraciones al 25%, 50% y 100%,
se uso Clorhexidina al 0,12%, Ampicilina de 10ug como control positivo y agua
como control negativo, para el analisis estadistico se utilizaron pruebas de
hipétesis no paramétricas, Kruskal Wallis y Mann Whitney. Como resultados
se observo efectividad antibacteriana en todas las concentraciones al 25% se
obtuvo un halo promedio de 11,2 mm, al 50% la efectividad alcanz6 una media
de 9,6 mm y al 100% logré un promedio de 13,6 mm siendo esta concentracion
la més efectiva. Los controles positivos estuvieron en un rango de muy sensibles
y sumamente sensibles y el control negativo no produjo efectividad. Por
consiguiente, se dedujo; la clorhexidina al 0,12 y la ampicilina de 10 ug,
presentan una mejor actividad antimicrobiana que el aceite esencial de
Minthostachys mollis (38).

Analisis Propio: En el articulo se observa, las concentraciones del aceite
esencial de mufa al 25% 50% y 100% presentan efectividad inhibitoria sobre
la Porphyromonas gingivalis aunque ciertamente la efectividad que presenta
no logra ser mayor a la del control positivo, como la clorhexidina al 0,12% o
laampicilina de 10ug. Los halos inhibitorios presentados por el aceite esencial
al 100% es de mayores diametros comparados a los otros halos inhibitorios
presentados por las concentraciones al 25% y 50%.

3.2.6. Autor: Mojica DN, Ramirez-Rueda RY, Espitia Ml

Titulo: Evaluacion de la actividad antibacteriana de extractos de plantas
contra Enterococcus faecalis resistente a vancomicina

Fuente: Revista Salud y Sociedad de la Universidad Pedagogica
Tecnoldgica de Colombia.

Afio de publicacion: 2015

Resumen:

Las cepas de Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (EfRV) tienen
resistencia a glucopeptidos, betalactamicos, aminoglucosidos, lincosamidas y

trimetroprimsulfametoxazol. Hoy en dia se cuenta con pocas opciones
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terapéuticas para el tratamiento de la infeccion por EfRV. Las infecciones
comunmente originadas por enterococos incluyen, infeccién de vias urinarias
(IVU), endocarditis, bacteriemia, infecciones asociadas a catéter, infecciones
de heridas, infecciones intra-abominales y pélvicas. En diferentes momentos
las cepas que causan estos cuadros infecciosos provienen de la microbiota
intestinal. El objetivo fue examinar el efecto antibacteriano de extractos de siete
plantas reportadas por los habitantes de la zona rural de Soraca (Colombia),
Las plantas reportadas fueron: Caléndula (Calendula officinalis)Hinojo
(Foeniculum vulgare), Malva (Malva parviflora), Llantén (Plantago australis),
Sauco (Sambucus nigra), Haba (Vicia faba) e Hierba mora (Solanum
americanum). Las siete plantas recolectadas fueron identificadas
taxondmicamente y catalogadas en el herbario de la Universidad Pedagogica y
Tecnoldgica de Colombia como agentes con potencial accion curativa ante
infecciones. La metodologia empleada fue a través de extractos metanolicos y
diclorometanicos de las plantas en estudio a través de extraccion continua
mediante Soxhlet. Se establecio la concentracion minima inhibitoria (CMI) de
los extractos contra Enterococcus faecalis ATCC 51299 (resistente a
vancomicina), por medio del método de microdilucién en caldo propuesto por
el CLSI. Se obtuvo como resultado cuatro extractos que tuvieron una CMI de
1,25 mg/mL, y el extracto diclometanico de las hojas de C. officinalis tuvo una
CMI de 0,625 mg/mL. Finalmente, estos resultados demuestran la capacidad
inhibitoria de dichas plantas y validan parcialmente el conocimiento

fitofarmacoldgico de los habitantes de la zona rural de Soraca (39).

Anélisis Propio: En el estudio se observa, que las propiedades antibacterianas
se encuentran presentes en los aceites esenciales puestas aprueba a partir de las
plantas naturales nativas del pais, 6 de ellas a las concentraciones de 1,25mg/ml
y en el caso de C. officinalis a la concentracion de 0,625 mg/mL sobre cepas
de Enterococcus faecalis ATCC 51299 el cual demostrd ser resistente a la
vancomicina; en este estudio la técnica de microdilusion, ofrecié resultados
bastantes similares en cuanto a la CMI de las 7 plantas para contrarrestar a el
agente bacteriano.
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3.2.7. Autor: Moromi , N. H.; Ramos, P. D.; Vlllavicencio, G. D.;
Martinez, C. E.; Mendoza, R. A.; Chavez, A. E.; Ortiz, F L. &
Quispe, S. A
Titulo: Estudio in vitro del efecto antibacteriano de la oleorresina de
Copaifera reticulata y el aceite esencial de origanum majoricum frente a
Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis bacterias de importancia en
patologias orales
Fuente: . International Journal of Odontostomatology.
Ao de publicacion: 2018
Resumen:
El objetivo del estudio fue determinar efectividad antibacteriana in vitro de la
oleorresina de Copaifera reticulata (C. reticulata) “copaiba” y del aceite
esencial de Oreganum majoricum (O. majoricum) “orégano” frente a
Streptococcus mutans (S. mutans) y Enterococcus faecalis (E. faecalis). Se
desarrollaron pruebas de sensibilidad activando primero las cepas bacterias a
tratar. La oleorresina de copaiba fue diluida con dimetilsulfésido (DMSO),
obteniéndose al final concentraciones de 100 %, 50 %, 25 %, y 12,5 %. En
relacion al aceite esencial de orégano; se probd solamente al 100 %. Para la
prueba de difusidn en agar con discos, se tomaron indculos 100 pL de cada cepa
bacteriana a una turbidez de 0,5 escala de Mc Farland, para ser cultivados por
diseminacion en placas de tripticasa soya agar, para luego colocar los discos de
forma equidistante cargados con las diferentes concentraciones de los productos
naturales, se utilizaron como control positivo al gluconato de clorhexidina al
0,12 % y al DMSO como control negativo. Posteriormente se incubaron las
placas por el método de la vela en extincién a 37 °C, por 24 horas, pasado el
tiempo se realizé la lectura de los halos de inhibicion. Los resultados obtenidos
por la copaiba, determinaron una efectividad antibacteriana en sus cuatro
concentraciones, siendo los mayores halos de inhibicion a la concentracion del
100 %, la copaiba produjo mayores halos promedios para S, mutans de 30,00 £
0,00 mm y para E. faecalis de 8,3 + 0,50 mm. Para el caso del orégano se
obtuvieron halos a la concentracién del 100 % con un promedio de 25,3 + 0,96
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mm para S. mutans y para E. faecalis de 9,5 £ 1,29 mm. Se concluyé en el
estudio que tanto copaiba como el orégano presentan una efectividad
antibacteriana para ambas bacterias, siendo su mayor efecto antibacteriano para
ambos productos naturales sobre S. mutans (2).

Anélisis Propio: En el estudio se observa que la Copaiba presenta actividad
antimicrobiana en las 4 concentraciones a las que fue sometida teniendo mayor
efectividad al 100% tanto para S. mutans como para E. faecalis en el caso del
orégano la efectividad solo se puedo observar en su concentracion al 100%
mostrando un halo inhibitorio mayor al que presento la Copaiba sobre E.
faecalis pero un menor didametro de inhibicién comparado con el Orégano sobre
el S. mutans. Sin embargo ambas plantas demostraron tener mayor efectividad

inhibitoria sobre la cepa de S.mutans.

3.2.8. Autor: Malpartida F

Titulo: Efecto inhibidor de las concentraciones minimas del aceite esencial
de mufa y orégano en comparacion con sustancias antimicrobianas usadas
en la terapia pulpar frente a cepas de Enterococcus faecalis.

Fuente: Universidad Privada Norbert Wiener.

Afo de publicacion: 2017

Resumen:

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto inhibidor de las
concentraciones minimas del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) y
Origanum vulgare (orégano) en comparacion con sustancias antimicrobianas
usadas en la terapia pulpar frente a cepas de Enterococcus faecalis. Para tal
efecto se reactivaron los E. faecalis (ATCC 29212) que fueron utilizados en las
dos etapas del estudio: 1.- Determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de ambos aceites esenciales. 2.- Determinacion del efecto
inhibidor de estos aceites esenciales en comparacion a sustancias
antimicrobianas usadas en la terapia pulpar. En la primera etapa del estudio se
encontrd que la CMI del aceite esencial de mufia fue 10% y aceite esencial de
orégano fue 30%. En la segunda etapa, los E. faecalis fueron sembrados en 56
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placas petri que contenian el medio de cultivo Mueller Hinton con pozos de 6
mm. de diametro donde se vertieron 100 ul. de aceite esencial de mufia al 100%,
aceite esencial de mufia al 10% (CMI), aceite esencial de orégano al 100%,
aceite esencial de orégano al 30% (CMI), hipoclorito de sodio al 5%,
clorhexidina al 2% (gel), clorhexidina al 2% (solucién), Calcifar - P ® y Tween
20. Las placas se incubaron a 37°C realizandose la medicion de los halos de
inhibicion con un calibrador vernier o regla pie de rey a las 24 y 48 horas. Para
el andlisis de los resultados se utilizaron las pruebas de ANOVA y Tukey. Se
concluye que la CMI del aceite esencial de mufia y orégano tienen efecto
inhibidor frente a E. faecalis a las 24 y 48 horas, sin embargo, su efecto es

menor que la Clorhexidina al 2% (solucion) (40).

Analisis Propio: En el estudio se aprecia que la concentracidbn minima
inhibitoria de la mufia y del orégano del 10% y 30% respectivamente, sin
embargo, a medida que pasan las horas va perdiendo efectividad, haciendo que
concentraciones mas altas de las mismas tengan un mayor efecto a largo plazo,
pero ninguna de las concentraciones logra superar la actividad antibacteriana

presentada por la clorhexidina al 2% (en solucion).

3.3. HIPOTESIS

Dado que se conoce la actividad antibacteriana de Minthostachys mollis
sobre el crecimiento de Enterococcus faecalis.

Es probable determinar la concentracion minima inhibitoria, la
concentracion minima bactericida y potencia biolégica in vitro del
aceite esencial de hojas de Minthostachys mollis (mufia) sobre el
crecimiento de Enterococcus faecalis.
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CAPITULO Ii
PLANTEAMIENTO
OPERACIONAL
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1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION

1.1.Técnica

1.1.1. Especificacion

Para la recoleccion de datos, en esta investigacion se empled la
técnica de Observacion Microbioldgica en Laboratorio.

1.1.2.  Esquematizacion de la Técnica

Variables Técnica Instrumento

- Cepa de Enterococcus faecalis Observacion Microbiol6gica Ficha de Observacion
Microbioldgica en Laboratorio
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1.1.3. Esquematizacion de Procedimiento

Variables Procedimiento Técnicas

-Recoleccion

-Obtencion  de  aceite
esencial (arrastre por vapor
de agua)

-Adquisicion de la Cepa
- Aceite esencial de hojas de o

. . o -Reactivacion de Cepa
Minthostachys mollis (Mufia) P
-Cepa Madre
-Observacion

-Preparaciéon de escala de ) s
P Microbioldgica

Mc Farland
-Preparacioén de Inoculo
- Cepa de Enterococcus faecalis =Método de dilucidnes

-Determinacion de
actividad antibacteriana

-Viabilidad de  Cepa

Bacteriana

-Determinacion de
Concentracion Minima
Inhibitoria(CMI) y
Concentracion minima
bactericida(CMB)
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1.1.4. Descripcion de Procedimiento
a) Recoleccion del material vegetal
Procedimiento:
- Se procedi6 a la recoleccion y seleccion de la mufia en la ciudad de
Puno debido a que existen mayor cantidad de ejemplares en la Zona.
- Se seleccionaron los ejemplares y se empezara a reunir las hojas y
tallos de los mismos.
-Se dej6 secar la mufia en un lugar seco, libre de contaminacion y
posteriormente selecciono las mejores muestras para el
procedimiento de obtencion de aceite de mufia
b) Obtencion de Aceite esencial por arrastre de vapor.
La mufia se llevo al laboratorio, se depuro la muestra contenida en
tallos, flores y hojas frescas, enseguida se procedié a depositar el
material seleccionado en la camara de contencion del equipo de
extraccion del aceite esencial. La obtencion del aceite esencial se
realiz6 con el método por arrastre de vapor de agua, que es el mas
recomendable. Después de todo el procedimiento, el destilado de
aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) se recibié en un
envase esteril y cerrado. El aceite se guardo en un ambiente estéril y
se dejo refrigerar.

¢) Adquisicién de cepa de Enterococcus faecalis 29212,

La cepa fue obtenida por contacto con Genlab Peri SAC, entidad
encargada de soporte técnico, asesoria, equipos, software, reactivos
y suministros de utilidad en Biologia Molecular, Celular y
Microbiologia; a través de su division Microbiologia y cultivo
celular (Microbiologics), encargada de fabricar y vender suministros
de laboratorio incluido microrganismos (liofilizados) en Kwik-stik;
se certifico la diferenciacién y garantia de calidad de la cepa

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

bacteriana E.faecalis derivada de ATCC 29212. Cddigo de
proveedor: 0366P; Lote 366-401-2 para ser estudiada.

d) Reactivacion de la cepa Bacteriana

El medio caldo tioglicolato se utilizé para la reactivacion de la cepa
de Enterococcus faecalis (ATCC 29212); en dos tubos madre a
condiciones anaerdbicas incubandolas por 24 horas a 37°C, en el

cual se observé el crecimiento bacteriano.

e) Cepa Madre

Posterior a la reactivacion, se realizd el procedimiento de
plagueado en medio Agar Kf, se coloco las placas Petri (Placas
Madre) en la incubadora por 24 horas a 37°C con la finalidad de
obtener colonias bacterianas (Cepa Madre) y comprobar la
viabilidad de las mismas.

f) Escala de Mc Farland:

Son estdndares los cuales se utilizan como referencia para
suspensiones bacterioldgicas sirven para conocer el nimero de
bacterias que se necesitan por mililitro o tambien conocidos como
UFC (unidades formadoras de colonias) segin una escala que va
de 0.5 a 10. Para la bacteria E.faecalis se estandarizo al 0.5 escala
de Mcfarland, posteriormente midiéndose la absorbancia del
mismo a una longitud de onda de 625 nm.

g) Preparacion del inoculo:

Para la obtencién del inoculo se transfirié bacterias de las placas
madre hacia un tubo de ensayo con agua destilada, para poder
alcanzar la densidad bacteriana estandar 0.5 de la Escala de
McFarland. Una vez que se obtuvo el grado de turbidez similar a la
Escala se logré dar inicio el procedimiento por el método de

diluciones.
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h) Método de Diluciones

Se aplico la técnica de diluciones a través de tubos de ensayo, los
cuales comprendieron 7 series de 10 tubos, en cada uno de ellos se
puso aceite esencial de mufia en diferentes concentraciones,
afiadiendo un control positivo (Clorhexidina al 2%) y un control
negativo (Agua destilada) a cada serie; dando una totalidad de 84
tubos. En cada uno de los tubos se utiliz6 como medio de desarrollo
el caldo tioglicolato; dentro de los cuales se sometio el inoculo
bacteriano frente a las diferentes concentraciones del aceite.

i) Determinacion de actividad antibacteriana:

Para la determinacion de la actividad antibacteriana se utilizé el
aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) mediante el
método de diluciones utilizando el Tween20 como agente
coadyuvante de dilucion en concentraciones (100%, 90%, 80%,
70%, 60%, 50% 40%, 30% 20% y 10%) de las cuales 100 ul de
cada una de ellas se puso en los tubos de ensayo, consecuentemente
se prepar6 Caldo Tioglicolato y se distribuy6 en cada tubo de
ensayo a razon de 3ml en cada tubo, se agrego 100 ul de inoculo
bacteriano de Enterococcus faecalis y finalmente se incubo a 37°C

por 24 horas.

Posterior a ello se efectud lecturas del grado de turbidez presente
en cada uno de los tubos, contrastando con un control positivo y
negativo de manera visual, ademas se obtuvo el grado de
absorbancia de cada uno de los tubos por medio del
espectrofotometro logrando tener lecturas numéricas descendentes

a medida que las concentraciones aumentaban.

J) Viabilidad de la Cepa bacteriana

De los tubos obtenidos luego de aplicacion de aceite de
Minthostachys mollis (mufia) al 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% y 100% sobre crecimiento de E.faecalis, se repicd
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en placas Petri para observar viabilidad puesto que todas mostraron
absorbancia, se incubaron por 24horas a37°C y luego se realizo las
lecturas correspondientes.

k) Determinacion de la Concentracion minima inhibitoria

(CMI) y concentracion minima bactericida (CMB):

De las pruebas de viabilidad se logro determinar la (CMI) debido
al minino crecimiento de colonias bacterianas de E.faecalis
expuestas a una concentracion de aceite esencial de mufia al 50%,
y la (CMB) resultante al nulo crecimiento de colonias bacterianas
expuestas a una concentracion del 60%; respaldando de esa forma

la actividad antibacteriana observada en los grados de absorbancia.

1.2.Instrumentos
1.2.1. Instrumento Documental

Se utiliz6 una ficha de observacion microbiolégica elaborada de
acuerdo a los indicadores y subindicadores

1.2.2. Estructura esquematica del Instrumento

VARIABLES ITEMS INDICADORES SUBITEMS

Concentracion

Minima Inhibitoria 1.1
Aceite esencial de hojas (CMI)
de Minthostachys mollis 1
(Muha)
Concentracion
Minima Bactericida 1.2
(CMB)
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Cepa de Enterococcus
faecalis

2 Viabilidad por 2.1
presencia de colonias

1.2.3. Instrumentos Mecénicos

e Mechero Bunsen

¢ Incubadora de Laboratorio para cultivos
e Balanza analitica

e Refrigeradora

e Estufa eléctrica

1.2.4. Materiales de Laboratorio
e Placas Petri
e Tubos de ensayo

e Micro pipetas 5ul, 10ul, 100ul
e Pipetas Iml, 5ml

e Pinza de soporte

e Gradillas

e Matraz 1000ml

e Asade Khole

1.2.5. Insumos
e Solucion de Aceite esencial de mufia
e Caldo de Tioglicolato
e Medio de Agar KF
e Cepas de bacteria E. faecalis ATCC29212
e Agua destilada
e Solucion Tween20

1.2.6. Materiales del investigador
e Plumén
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e Cinta
e Computadora y accesorios
e Hojasy Lapicero

2. CAMPO DE VERIFICACION

2.1. Ubicacion espacial
2.1.1. Ambito General
Ciudad de Arequipa

2.1.1. Ambito Especifico
Laboratorio del Centro de salud Edificadores Misti.

2.2. Ubicacion Temporal
-La investigacion se llevo a cabo entre los afios 2021 y 2022 durante los
meses de Julio (2021) y el primer semestre del afio (2022), por tanto, es una
investigacion actual de corte longitudinal.

2.3. Unidades de Estudio

2.3.1. Poblacion:
La poblacion se constituyd de microorganismos de Enteroccocus
Faecalis obtenidos (poblacion infinita).

2.3.2. Muestra:
Se utiliz6 la opcion de “Muestra a partir de un universo de magnitud
desconocida”; debido a que el tamafio del universo es desconocido;
y para el célculo del tamafio de la muestra, se uso6 la formula para
estimacion de una proporcion en una poblacion infinita.

2.3.3. Tipo de Muestreo:
El tipo de Muestreo es no probabilistico debido a que se usé a los de
microorganismos de Enteroccocus Faecalis que fueron divididas y
estudiadas partiendo de una hipdtesis para finalmente alcanzar una
conclusion.
2.4. Criterios de Cualificacion

2.4.1. Criterios de inclusion
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-Cepas de Enteroccocus faecalis. que no hayan sufrido afecciones
externas que pudieran alterar su reaccion frente al aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia)

-Cepas de Enteroccocus faecalis que se encontraron aptas a ser
activadas.

2.4.2. Criterios de exclusion

-Cepas de Enteroccocus faecalis. que hayan sufrido afecciones
externas que pudieran alterar su reaccion frente al aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia)

-Cepas de Enteroccocus faecalis que no se encontraron aptas a ser
activadas.

2.5. Criterios de Cuantificacion:
Para determinar el nimero de réplicas a realizar por concentracion,

se utilizo la siguiente formula:
n= Z%a. P (1-P)
i2

Datos:

Z0=1.96 (Constante para un error del 0.05)

P: Proporcion esperada para la variable
P=10.50

i: Precision para estimar la proporcion
i=W/2=0.25/2=0.125

W: Amplitud total del intervalo de confianza
W=0.25

Reemplazando:
n= (1.96)% (0.50) . (1- 0.50)
(0.125)2

n= 63 Replicas en total; a razon de 7 réplicas por cada grupo
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Al 100% 7 Replicas
Al 90% 7 Replicas
Al 80% 7 Replicas
Al 70% 7 Replicas
Al 60% 7 Replicas
Al 50% 7 Replicas
Al 40% 7 Replicas
Al 30% 7 Replicas
Al20% 7 Replicas
Al 10% 7 Replicas
Control Positivo (+) 7 Replicas
Control Negativo (-) 7 Replicas

3. ESTRATEGIAS DE RECOLECCION DE DATOS
3.1. Organizacion:
» Primeramente, se tramito la Autorizacion del decano
= Ensegundo momento se coordind con la Universidad Catdlica Santa Maria
para laautorizacion de la realizacion del proyecto en Laboratorios y para
obtencién de disoluciones necesarias.
= En tercer momento se gestiond la certificacion de aprobacion de los
especialistas encargados de Laboratorios.
= Observacion, Medicion, recuento y manejo de los resultados obtenidos
3.2. Recursos

3.2.1. Recursos Humanos

Investigador: Rodrigo Fernando Sanga Mendizabal.
Asesor: Ruth Alvares Monge.

3.2.2. Recursos Fisicos
Ambiente Particular de trabajo personal.

3.2.3. Recursos econémicos
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El presupuesto para el proyecto de investigacion fue autofinanciado.

3.3. Validacion del instrumento
Prueba Piloto
3.4. Criterios para el manejo de resultados

3.4.1. Tipo de procesamiento
El procesamiento fue manual y computarizado.

3.4.2. Operaciones del procesamiento
Para procesar la informacion obtenida se usé el programa de Excel
con el cual se construyo tablas de frecuencia de doble entrada para
ordenar, agrupar y resumir datos, con sus respectivos datos de
frecuencia absoluta y relativa, acompafiados de los graficos de
barra que se emplearon para los resultados.

3.4.3. Analisis estadistico
En el analisis estadistico se utilizé prueba de ANOVA para observar
y comparar las lecturas obtenidas en las diferentes concentraciones,
ademas de la prueba T de Student.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

3.5. CRONOGRAMA DE TRABAJO

ACTIVIDA MESES

DES
PERIODO PERIODO 2021 PERIODO 2022

2021-2022 Julio Agosto Setiembre Octubre Enero Febrero Marzo Abril

Elaboracio
n del
Proyecto X
de
investigaci
on
Presentaci X
on de
proyecto
de
investigaci
on
Aprobacio X
n de Tesis
Implement X
acion del
proyecto
Ejecucion X
del
proyecto
Analisis e X
interpretac
ion de
Resultados
Elaboracié X
n de
informes

Elaboracio X
n de
informe
final
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CAPITULO I
RESULTADOS
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Tabla 1.: Actividad antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) a
diferentes concentraciones expresados en unidades formadoras de turbidez (UFT) frente
a E.faecalis ATCC 29212

Concentracion de Aceite esencial de muia N° de Repeticiones Promedio de Absorbancia

10% 7 2.12

20% 7 2.07

30% 7 1.92

40% 7 1.83

50% 7 1.73

60% 7 1.39

70% 7 1.13

80% 7 1.07

90% 7 0.74

100% 7 0.22

Control (+) Clorhexidina al 2% 7 0.20

Control (-) Agua destilada 7 2.45
Total 84 -

Fuente: Elaboracion propia (Matriz de datos)

INTERPRETACION:

En la tabla N°1 se aprecia la actividad antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) sobre cepas de E. faecalis, siendo directamente proporcional a la
concentracion de aceite de mufia, esto se observa expresado en unidades formadoras de
turbidez (UFT).
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Gréafico 1: Actividad antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia)
a diferentes concentraciones expresados en unidades formadoras de turbidez (UFT)
frente a E.faecalis ATCC 29212
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Fuente: Elaboracion propia (Matriz de datos)
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Tabla 2. Viabilidad de Entrococcus faecalis ATCC 29212 en UFC post tratamiento a
diferentes concentraciones de aceite esencial de Minthostachys mollis (mufa).

Concentraciones de Aceite esencial de muia Viabilidad en unidades Formadoras de colonias (UFC)
100% 0
90% 0
80% 0
70% 0
60% 0
50% 5
40% 10
30% 21
20% 50
10% 85
Control (+) Clorhexidina al 2% 0
Control (-) Agua destilada superior a 100

Fuente: Elaboracion propia (Matriz de datos)

INTERPRETACION:

En la tabla N°2 se observa la viabilidad de Entrococcus faecalis a diferentes concentraciones del
aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia), siendo inversamente proporcional a la
concentracion del aceite de mufia expresado en unidades formadoras de colonias (UFC).

Asimismo, se registra que las concentraciones de aceite esencial de mufia a partir del 60% no
registran crecimiento alguno de cepas bacterianas de Entrococcus faecalis.
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Gréafico 2. Viabilidad de Entrococcus faecalis ATCC 29212 en UFC post tratamiento a
diferentes concentraciones de aceite esencial de Minthostachys mollis (mufa).

Viabilidad de E.faecalis en UFC

100% 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% P 10%
CONCENTRACIONES DE ACEITE DE MUNA

Fuente: Elaboracion propia (Matriz de datos)
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Tabla 3. Concentracién minima inhibitoria de aceite esencial de Minthostachys mollis
establecida a partir de unidades formadoras de colonias (UFC) de Enterococcus faecalis
ATCC 29212.

Concentracion de aceite esencial de muiia Unidades Formadoras de Colonias

60% 0
50% 5
40% 10

Fuente: Elaboracién propia (Matriz de datos)

INTERPRETACION:

En la tabla N°3 se observa que la concentracion del 50% de aceite esencial de mufia sobre
E.faecalis exhibe una minima cantidad de (UFC), siendo la concentracion minima capaz de inhibir
el crecimiento bacteriano.
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Grafico 3. Concentracién minima inhibitoria de aceite esencial de Minthostachys mollis
establecida a partir de unidades formadoras de colonias (UFC) de Enterococcus faecalis
ATCC 29212.
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Fuente: Elaboracion propia (Matriz de datos)
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Tabla 4.  Concentracion minima bactericida de aceite esencial de Minthostachys mollis
establecida a partir de unidades formadoras de colonias (UFC) de Enterococcus faecalis
ATCC 29212.

Concentraciéon de aceite esencial de muna Unidades Formadoras de Colonias

70% 0
60% 0
50% 5

Fuente: Elaboracion propia (Matriz de datos)

INTERPRETACION:

En la tabla N°4 se observa que la concentracion del 60% de aceite esencial de mufia sobre
E.faecalis exhibe una nula cantidad de (UFC), siendo la concentracion minima capaz de eliminar

el crecimiento bacteriano.
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Gréafico 4. Concentracion minima bactericida de aceite esencial de Minthostachys mollis
establecida a partir de unidades formadoras de colonias (UFC) de Enterococcus faecalis
ATCC 29212.

70% 60% 50%
Concentracion de aceite esencial de muna

Fuente: Elaboracion propia (Matriz de datos)
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DISCUSION:

En relacion con los antecedentes se puede constatar que el estudio realizado por Castafieda y
Jiménez (2015) en el cual apreciaron actividad antibacteriana del aceite esencial de mufia al 50%
sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC (29212). Son similares a los resultados obtenidos en
esta investigacion.

Sin embargo, en relacion a la contrastacion de resultados con otros expuestos de anteriores
investigaciones realizadas, tenemos que hay diferencias como se puede verificar con lo que afirma
Malpartida F. (2017) el cual determind que la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial
de mufa sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC (29212) fue al 10%.

Cabe mencionar que existen una mayor cantidad de investigaciones en las cuales el principal
objetivo es el determinar la efectividad antibacteriana del aceite esencial de mufia respecto a
determinar la concentracion minima inhibitoria y bactericida del aceite de mufia como el que se
puede observar en el realizado por Quispe y Mamani (2016) los cuales concluyeron en que la
mayor efectividad del aceite de mufia sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC (29212) es al
100% mostrando una alta actividad bactericida mas no indagando en la CMI o CMB.

Asimismo, el estudio hecho por Huallpa E, (2017) el cual se enfocé en determinar el efecto
inhibidor del aceite de mufia sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC (29212) utilizando el
aceite de mufia al 100%, comparé con medicamentos intrarradiculares, sin embargo, el
investigador no expuso la concentracion minima inhibitoria o bactericida del aceite de mufia.

Los estudios de efectividad antibacteriana de la mufia comprendieron el método de difusion por
discos, el cual solamente permite analizar las medidas de halos inhibitorios y comprobar la
existencia o carencia de actividad antibacteriana, sin embargo, el método de diluciones aplicado
en el presente estudio, da resultados mas exactos de actividad antibacteriana en diferentes
concentraciones siendo mas preciso por los grados de absorbancia que se demuestran, ademas de
emplear evaluaciones de viabilidad para respaldar los resultados encontrados.

Por tanto, la presente investigacion abordo de manera més detallada las concentraciones necesarias
para obtener actividad bacteriostatica y bactericida.
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CONCLUSIONES:

PRIMERA: EIl aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) evidencié actividad bactericida
sobre el crecimiento de cepas de Enterococcus faecalis, siendo las concentraciones
mas altas las que tuvieron mayor efecto sobre ellas.

SEGUNDA: La concentracion minima inhibitoria in vitro del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) sobre el crecimiento de Enterococcus faecalis fue al 50%,
evidenciandose en el infimo crecimiento de colonias bacterianas.

TERCERA: la concentracion minima bactericida in vitro del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) sobre el crecimiento de Enterococcus faecalis fue al 60%
observandose nulo crecimiento de colonias bacterianas.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda ampliar el estudio de concentracion minima inhibitoria y bactericida del
aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) incidiendo en la plausible accién sinérgica
de este con diferentes medicamentos intraconducto que se hallan en la actualidad.

2. Se sugiere extender el estudio de concentracion minima bactericida de aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) in vivo.

3. Complementar el estudio identificando los componentes quimicos que otorgan la actividad
antibacteriana al aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia).

4. Replicar esta investigacion in vitro incrementando el nimero de placas para la prueba de
viabilidad bacteriana.

5. Se sugiere extender el estudio de CMI y CMB de aceite esencial de mufia sobre Candida
albicans u otros agentes fungicos de implicancia estomatologica.

6. Se recomienda investigar la concentracion minima inhibitoria y bactericida del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) sobre diferentes cepas bacterianas de importancia
endodontica.

7. Se sugiere realizar estudios comparativos de CMI y CMB del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) respecto a diferentes aceites esenciales de plantas
medicinales de la region de Arequipa, aplicados sobre E. faecalis (ATCC 29212).
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ANEXO 1: CONSTANCIA DE EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA

' : : E ING@EﬁIER‘A‘ O(?JT:M e

FACULTAD D ‘
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA QUIMICA e O
ACREDITADA = U
(Resolucién de Presidencia del Consajo Directivo AD-HOC Nro. 210-2016 SINEACE/CDAH-P) 7‘..\,\'?"

N° 001-2021-D-FIQ-UNA

CONSTANGIA

EL QUE SUSCRIBE, DECANO DE LA FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO.

HACE _CONSTAR:

Que, el Sr.: RODRIGO FERNANDO SANGA MENDIZABAL,
Bachiller en Odontologia de la Universidad Catélica de Santa Maria, ha utilizado
el laboratorio de Operaciones y Procesos Unitarios de la Facultad de Ingenieria
Quimica-UNA PUNO, especificamente el equipo de extraccion de aceite
esencial, donde realizo PRUEBAS DE EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL DE
MUNA (Mynthostachys mollis), necesaria para su tésis de grado intitulado
“CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE (Mynthostachys mollis) MUNA
SOBRE CEPAS DE ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212 UNIVERSIDAD
CATOLICA DE SANTA MARIA”.

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para
los fines que estime por conveniente.

Puno C.U., 05 de octubre de 2021

Ce.
Archive 21
WBAA/rva

Ciudad Universitaria Av. Ploral N¥ 1153
TELEFOND: 055.3661%)
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ANEXO 2: CONSTANCIA DE EXPERIMENTACION EN LABORATORIO
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ANEXO 3: MODELO DE_INSTRUMENTO
FICHA DE OBSERVACION LABORATORIAL

Tubo/Serie

Serie
1ra
repeticion

Serie
2da
repeticion

Serie
3ra
repeticion

Serie
4ta
repeticion

Serie
Sta
repeticion

Serie
6ta
Repeticion

Serie
7ma
repeticion

Control -

1
100%
2
90%
3
80%
4
70%
5
60%
6
50%
7
40%
8
30%
9
20%
10
10%
Control +

VIABILIDAD POR SIEMBRA EN PLACAS

Presencia
de colonias
en Placa

Control

(+)

Control | 10% | 20% | 30% | 40% | 50% | 60% | 70% | 80% | 90% | 100%

()

Siembra 1

Siembra 2
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ANEXO 4: MATRIZ DE DATOS (ESPECTROFOTOMETRIA)

Repeticiones

Concentracion | Serie Serie Serie | Serie | Serie | Serie | Serie

de Aceite 1 2 3 4 5 6 7

esencial de Absorb | Absorb | Absor | Absor | Absor | Absor | Absor | PROMEDIO

mufia ancia ancia bancia | bancia | bancia | bancia | bancia
100% 0.3 0.24 0.27 0.26 0.18 0.11 0.2 |0.222857143
90% 1.2 0.86 0.68 0.63 0.69 0.59 0.57 |0.745714286
80% 0.98 1.13 1.14 1.15 ‘Yq 0.97 0.98 | 1.074285714
70% 0.8 1.18 1.29 1.17 1.16 1.26 1.08 | 1.134285714
60% 1.37 1.38 1.35 1.38 1.44 1.37 1.47 | 1.394285714
50% 1.87 1.68 1.8 1.72 1.67 1.66 1.77 | 1.738571429
40% 2 1.8 1.7 1.89 1.8 1.85 1.79 | 1.832857143
30% 1.86 2.03 1.6 1.95 2.04 1.94 2.05 |1.924285714
20% 2.12 2.1 2.04 2.13 1.98 1.96 2.2 | 2.075714286
10% 1.98 2.25 2.07 2.08 2.19 1.9 2.38 |2.121428571

Control

Negativo 2.4 2.28 2.58 2.56 2.56 2.31 2.46 2.45

(Agua

destilada)

Control

Positivo 0.46 0.2 0.11 0.21 0.1 0.25 0.11 | 0.205714286

(Clorhexidina)
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ANEXO 5: MATRIZ DE DATOS (CRECIMIENTO DE COLONIAS)

Concentraciones Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de
de aceite Enterococcus faecalis
esencial de NUmero Viabilidad de Viabilidad de
mufa de placas Siembra 1 Siembra 2
Presencia n Presencia n
100% Placa 1 UFC 0 UFC 0
90% Placa 2 UFC 0 UFC 0
80% Placa 3 UFC 0 UFC 0
70% Placa 4 UFC 0 UFC 0
60% Placa 5 UFC 0 UFC 0
50% Placa 6 UFC 10 UFC 0
40% Placa 7 UFC 0 UFC 20
30% Placa 8 UFC 40 UFC 2
20% Placa 9 UFC 60 UFC 40
10% Placa 10 UFC 90 UFC 80
Control (+) Placa 11 UFC 0 UFC 0
Clorhexidina al
2%
Control (-) Agua | Placa 12 UFC | Superior| UFC Superior
destilada a 100 a 100
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ANEXO 4 GALERIA DE FOTOGRAFIAS
Obtencion de plantas

Fotografia N°1: Mufa (Minthostachys mollis )
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Fotografia N°2: Secado de mufia en superficie seca y limpia

Fotografia N°3 Equipo de extraccion de aceite esenciales por destilacion por
arrastre con vapor de agua

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



UNIVERSIDAD
- CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Fotografia N°4: Pesado de planta
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Fotografia N°8: Bacteria Enterococcus faecalis ATCC29212 presentacion en
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Fotografia N°9: Reactivacion de cepa en caldo tioglicolato
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Fotografia N°10: Sembrado de las bacterias sobre medio KF en placas Petri
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Fotografia N°12: Inoculo a Escala de Mcfarland al estandar 0.5
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Menor grado de
turbidez en primeros
5 tubos hasta 60% de

Aceite de mufia

Fotografia N°15: Pruebas de Viabilidad
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Fotografia N°16: Tincion de Gram de E. faecalis
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REPOSITORIO DE

-Viabilidad al 1009 de aceite

-Viabilidad al 70% de aceite
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REPOSITORIO DE

-Viabilidad al 60% de aceite

-Viabilidad al 40% de aceite -Viabilidad al 30% de aceite
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-Viabilidad al 209 de aceite -Viabilidad al 10% de aceite

-Viabilidad control (+) y control (-)
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