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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 encontr6é que la CMI del aceite esencial
de mufa fue 10% Yy aceite esencial de orégano fue 30%. En la segunda etapa, los
E. faecalis fueron sembrados en 56 placas petri que contenian el medio de cultivo
Mueller Hinton con pozos de 6 mm. de didmetro donde se vertieron 100 ul. de aceite
esencial de mufa 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 medicién de los halos de
inhibicion con un calibrador vernier o regla pie de rey a las 24 y 48 horas. Para el
analisis 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).

PALABRAS CLAVE: aceite esencial, Minthostachys mollis, mufia, Origanum

vulgare, orégano, efecto inhibidor bacteriano.

Xi



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the inhibitory effect of minimum
concentrations of essential oil of Minthostachys mollis (mufia) and Origanum
vulgare (orégano) comparing them with antimicrobial substances used in pulp
therapy against strains of Enterococcus faecalis. For this purpose, the E. faecalis
(ATCC 29212) strains were reactivated and used in the two stages of the study.1.
Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of both essential oils.
2. Determination of the inhibitory effect of these essential oils compared to
antimicrobial substances used in pulp therapy. In the first stage, it was found that
the CMM of mufia essential oil was 10% and the CMM of the oregano essential oil
was 30%. In the second stage, E. faecalis were seeded in 56 petri dishes containing
Mueller Hinton culture medium with wells of 6mms. of diameter filled with 200 ml of
100% and 10% (CMI) mufia essential 0il,30% and 100% (CMI) of oregano essential
oil, sodium hypochlorite al 5%, chlorhexidine gel at 2% and chlorhexidine solution
al 2%, Calcifar - P ® y Tween 20. The petris were incubated at 37 ° C performing
the measurement of the inhibition halos with a Vernier caliper or caliper rule at 24
and 48 hours. For the statistics analysis ANOVA and Tukey tests were used. We
concluded that the CMM of muiia and oregano essential oils have inhibitory effect
against E. faecalis at 24 and 48 hours, however its effect is less than 2%
chlorhexidine (solution).

KEY WORDS: Essential oil, Minthostachys mollis, mufia, Origanum vulgare,

orégano, Bacterial inhibitory effect.
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INTRODUCCION

El tratamiento endododntico tiene como objetivo la antisepsia del sistema de
conductos radiculares. Sin embargo, en muchos casos a pesar de un tratamiento
de conductos meticuloso, estos presentan bacterias persistentes, predisponiendo
al fracaso del tratamiento endodontico. Estas bacterias se caracterizan por ser
facultativas Gram-positivas que incluyen Enterococos, Estreptococos vy
Lactobacilos, presentandose una periodontitis apical persistente. Por ello, durante
la preparacion quirdrgica de conductos radiculares se colocan medicamentos
intraconducto que buscan eliminar estos microorganismos entre citas, sin embargo,
el Enterococcus faecalis subsiste a este medio, inclusive dentro de los tubulos
dentinarios, asi como en las pequefas grietas o tortuosidades de la compleja
morfologia del sistema de conductos radiculares.

El propdsito de este 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 y nos abrira
una puerta de posibilidades en la terapeultica natural de piezas dentarias con
necrosis pulpar para la reduccion de los fracasos endodonticos ocasionados por
infecciones persistentes.

La presente tesis se encuentra organizada en 5 capitulos cuyo contenido es el
siguiente:

En el capitulo | denominado planteamiento del problema se presenta una realidad
problematica que ocurre en los tratamientos de conductos radiculares con necrosis

pulpar, donde a pesar que el Odontdlogo sigue un protocolo correcto de

xiii



endodoncia, se manifiesta la periodontitis apical cronica persistente cuya bacteria
de mayor prevalencia es el Enterococcus faecalis, siendo pertinente la busqueda
de una sustancia natural efectiva para la prevencion y tratamiento de esta
enfermedad que ocasiona los fracasos endodonticos. Ademas, se formula el
problema en forma de un interrogante cuya respuesta se evidencia posteriormente,
cumpliendo con los objetivos que también se consolidan en esta capitulo.

En el capitulo Il que corresponde al marco teérico, se amplia la descripcién del
problema, considerando estudios previos cuyos resultados y conclusiones fueron
registrados en los antecedentes de la investigacion. El sustento tedrico cientifico de
la investigacion se elaborarda a manera de una pared cuyos ladrillos estaran bien
colocados guardando coherencia y logica en toda su estructura, haciendo que este
componente de la investigacion otorgue consistencia y evidencia cientifica al
estudio. Una parte medular del presente trabajo también sera planteado en este
capitulo como son la hipoétesis y las variables que guiaran las acciones de la
investigacion al convertir lo conceptual en algo factico, es decir posible de medir.
En el capitulo Ill se describe la naturaleza del estudio, el tipo y nivel de
investigacién, ademas de la técnica e instrumentos para la recoleccion de datos,
donde se hace un relato de las acciones realizadas en el laboratorio, uso de
reactivos, preparacion de sustancias para el cultivo, estandarizacion de
procedimientos y control de calidad.

En el capitulo IV se realizd la presentacion de resultados segun cada objetivo
especifico y la discusion, comparando los resultados de la presente investigacion
con los antecedentes, acotando las razones de las diferencias o similitudes de la
comparacion entre resultados.

En el capitulo V se concluye la investigacion considerando la relacion con los
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objetivos especificos, asimismo se presento las recomendaciones que se basan en
continuar con esta linea de investigacion ya trazada en la busqueda de una
sustancia eficaz para evitar la periodontitis apical crénica persistente y por ende

asegurar el éxito de todo tratamiento endodontico.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la realidad problematica

La endodoncia es una disciplina de la odontologia que trata las patologias del
organo dentino-pulpar, asi como la consecuente afeccién de los tejidos
periodontales circundantes, por lo que el objetivo fundamental del tratamiento
endoddntico consiste en prevenir, diagnosticar y tratar la enfermedad pulpar y
periapical, preservando las estructuras dentarias y como consecuencia, en la
funcién y equilibrio del sistema estomatognatico.

Cabe resaltar que el principal factor etiolégico de las enfermedades pulpares y
periapicales son los microorganismos, por ello es imprescindible la eliminacién
de éstos mediante los procedimientos de irrigacién-aspiracion y conformacion
del sistema de conductos radiculares.

Luego del tratamiento de conductos radiculares, cuando se logra la correcta
antisepsia de los mismos, usualmente la reabsorcién 6sea producida por una
periodontitis apical cronica cede con el paso de los meses; sin embargo este
proceso de cicatrizacion no se evidencia si estamos en presencia de una
periodontitis apical persistente, que se manifiesta a pesar de utilizar diferentes
sustancias antimicrobianas intraconducto durante el tratamiento de una
necrosis pulpar, siendo la mas utilizada el hidréxido de calcio, hipoclorito de
sodio o clohexidina que tiene un alto poder antimicrobiano, manteniendo su

efectividad por mucho tiempo dentro del sistema de conductos radiculares.
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En la periodontitis apical persistente existen microorganismos en un namero
muy limitado (generalmente una sola especie), ya que no todos los
microorganismos son capaces de sobrevivir a un habitat con nutrientes
restringidos, a diferencia de los microorganismos Gram positivos anaerobios
facultativos como los Enterococcus faecalis que son predominantes.

En los ultimos afios se ha incrementado notablemente las investigaciones con
el afan de encontrar drogas quimioterapicas a partir de plantas medicinales de
uso tradicional con mejor comportamiento biolégico, por ello ha despertado la
atencion el uso de sustancias de origen natural como una alternativa en la
medicacion intraconducto, ya que existen evidencias cientificas del efecto
inhibidor de los aceites esenciales sobre diferentes clases de bacterias y
hongos, habiéndose experimentado escasamente su accion frente a
Enterococcus faecalis, es asi como los aceites esenciales de Minthostachys
mollis (mufia) y Origanum vulgare (orégano), podrian ser una posibilidad para
tal fin. Por lo tanto el presente estudio es congruente con la linea de
investigacion de la Universidad que consiste en realizar trabajos destinados a
principios aplicativos en la carrera profesional, cuyo uso redundarda

positivamente en la salud bucal de la poblacion.

1.2. Identificacion y formulacion del problema
1.2.1. Problema general
¢,Cual es 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. Estudio in vitro. Lima 20147
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1.2.2. Problemas especificos

Primera Etapa:

1. ¢Cuél es la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de Enterococcus
faecalis?.

2. ¢Cudl es la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial
de Origanum vulgare (orégano) frente a cepas de Enterococcus

faecalis?.

Segunda Etapa:

3. ¢Cual es la medida del halo de inhibiciéon formado por la CMI del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de

Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas?.

4. ¢Cual es el efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) frente al cultivo bacteriano de Enterococcus faecalis
al cabo de 24 y 48 horas?.

5. ¢Cual es la medida del halo de inhibicion formado por el aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) al 100% frente a cepas de

Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas?.
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10.

11.

12.

¢En qué medida se dara el efecto inhibidor del aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano) al 100% frente a cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24 y 48 horas?.

¢,Cual es el efecto inhibidor del Hipoclorito de Sodio al 5% frente a cepas
de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas?.

¢Cual es la medida del halo de inhibiciéon del Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y
48 horas?.

¢,Cual es la medida del halo de inhibicion formado por la Clorhexidina al
2% (gel) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48
horas?.

¢,Cual es la medida del halo de inhibicion formado por la Clorhexidina al
2% (solucion) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y
48 horas?.

¢,Cual es el efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) y CMI del aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) en comparacion al Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare
(orégano) al 100%, Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al
2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucién) frente a cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24 horas?.

.Cual es el efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) y CMI del aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) en comparacion al Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite

esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare
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(orégano) al 100%, Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al
2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucion) frente a cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 48 horas?.

13.¢Cual es el efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia), CMI del aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano), Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare (orégano) al
100%, Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2% (gel) y
Clorhexidina al 2% (solucion) frente a cepas de Enterococcus faecalis

al cabo de 24 y 48 horas?.

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto inhibidor de las concentraciones minimas del aceite

esencial de Minthostachys mollis (mufa) y Origanum vulgare (orégano) en

comparacién con sustancias antimicrobianas usadas en la terapia pulpar

frente a cepas de Enterococcus faecalis.
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1.3.2. Objetivos especificos

Primera Etapa:

1. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de
Enterococcus faecalis.

2. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Origanum vulgare (orégano) frente a cepas de

Enterococcus faecalis.

Segunda Etapa:

3. Registrar la medida del halo de inhibicion formado por la CMI del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de

Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.

4. Determinar el efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de
24 y 48 horas.

5. Registrar la medida del halo de inhibicion formado el aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100% frente a cepas de Enterococcus

faecalis al cabo de 24 y 48 horas.
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6. Cuantificar el efecto inhibidor del aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) al 100% frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de
24y 48 horas.

7. Determinar el efecto inhibidor del Hipoclorito de Sodio al 5% frente a
cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.

8. Registrar la medida del halo de inhibiciébn del Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y
48 horas.

9. Cuantificar el halo de inhibicién formado por la Clorhexidina al 2% (gel)
frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.

10. Cuantificar el halo de inhibicion formado por la Clorhexidina al 2%
(solucioén) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48
horas.

11.Evaluar el efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) y CMI del aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) en comparacion al Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare
(orégano) al 100%, Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al
2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucién) frente a cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24 horas.

12.Evaluar el efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) y CMI del aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) en comparacion al Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare

(orégano) al 100%, Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al
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2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucion) frente a cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 48 horas.

13.Comparar el efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia), CMI del aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano), Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare (orégano) al
100%, Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2% (gel) y
Clorhexidina al 2% (solucién) frente a cepas de Enterococcus faecalis

al cabo de 24 y 48 horas.

1.4. Justificacion de la investigacion

Los resultados nos permitiran descubrir una alternativa natural para la
medicacion intraconducto, evitando la aparicion de la periodontitis apical
cronica persistente y por consiguiente el fracaso endodoéntico; asimismo,
aumentaria las posibilidades de sustancias antimicrobianas utilizadas en
endodoncia, obteniendo conductos radiculares con una adecuada antisepsia,

previniendo la posibilidad de contaminacién o recontaminacién microbiana.

Las sustancias antisépticas de origen natural como los aceites esenciales, son
presentados en la mayoria de antecedentes en diferentes concentraciones sin
considerar la concentracion minima inhibitoria (CMI), por ello en el presente
estudio se hallara la CMI de cada uno, dato que sera de utilidad en el campo
farmacéutico para preparar posibles antimicrobianos en base a este producto

natural. Por otra parte, son escasos los estudios donde se han probado la
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accion antimicrobiana de estas plantas en Enterococcus faecalis, tomando en

cuenta su alta supervivencia.

La presente tesis servira como evidencia cientifica al profesional odontélogo
para seleccionar una medicacion intraconducto adecuada que pueda ser
efectiva contra los Enterococcus faecalis, asimismo, marcard el principio de
futuras investigaciones basadas en el efecto antimicrobiano de los aceites
esenciales de plantas frente a bacterias patogénicas de las enfermedades
bucales. Otro factor importante es que el hallazgo de un efecto inhibidor de las
CMI del aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis) y CMI del aceite
esencial de orégano (Origanum vulgare) sobre las cepas de Enterococcus
faecalis, tendria gran relevancia ya que su produccién industrial no seria muy
costosa (tomando en cuenta que el frasco con 10 cc. de aceite esencial puro
tiene un costo de 40 soles y la clorhexidina al 2% en gel tiene un valor de 200
soles con 5 cc. aproximadamente) y aumentaria las posibilidades de sustancias
antimicrobianas utilizadas en endodoncia, brindando trabajo al campesino

peruano que siembra y recolecta estas plantas.

Es necesaria la presente investigacion, porque la literatura sugiere que la
infeccion persistente y la infeccion secundaria son las causas principales del
fracaso endodontico no dando mayor importancia a factores no microbiologicos,
intrinsecos y extrinsecos, ademas los reportes clinicos manifiestan una
preponderancia de los fracasos endodonticos cuando no se realiza una
adecuada antisepsia del sistema de conductos radiculares, especialmente en

casos de necrosis pulpar. Ademas, la utilizacién de una nueva sustancia natural
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para la medicacion intraconducto derivado de plantas que crecen
abundantemente en nuestro pais nos permitiran descubrir una alternativa
natural para la medicacion intraconducto, evitando la aparicion de la
periodontitis apical crénica persistente y por consiguiente el fracaso
endodontico, redundando positivamente en la rentabilidad de la empresa
nacional ya que es un rubro aun no explotado por la industria farmacéutica
mundial. Ademas la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) manifiesta que
las plantas medicinales son la mejor fuente para la generacion de nuevos

medicamentos.

El estudio fue factible por la disponibilidad del investigador para realizar
personalmente la fase experimental y recoleccion de datos. Las sustancias
fueron adquiridas en el mercado, sin embargo cabe resaltar que fue complicado
conseguir aceites esenciales con certificado de purezay con aval de un experto
en la produccion de los mismos, ya que en el Perl existen muchas casas
comerciales que ofertan aceites esenciales sin certificados ni protocolos de
conservacion que los avalen para investigacion; asimismo, la cepa de
Enterococcus faecalis fue importada de Estados Unidos ya que pertenece a la

ATCC (American Type Culture Collection) con la codificacion 29212.
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1.5. Limitaciones de la investigacion

Limitaciones externas: Con respecto a los aceites esenciales hubo al principio
una incertidumbre para ubicar una empresa con las debidas normas de
recoleccion, conservacion y pureza de la muestra. Sin embargo, se encontré la
empresa Essentials Oils Pert quien expide un certificado de pureza por cada
aceite esencial firmado por la Biéloga Georgette Callirgos.

Ademas, la informacién sobre la Periodontitis Apical Persistente es escasa, por
ello se ha considerado toda la literatura pertinente priorizando el rigor cientifico

de esta.

Limitaciones internas: El disefio de la investigacion se limita a una fase
experimental in vitro, aln no se ha probado las sustancias con seres vivos ya
gue primero se debe hallar concentraciones minimas inhibitorias para pasar a

la siguiente etapa en cumplimiento de la Declaracion de Helsinki.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1 Antecedentes Internacionales

Ardila M et al (2009) evaluaron la actividad antibacteriana frente a Clostridium
perfringens (ATCC: 13124) por el método de Kirby Bauer en Sulfito Polimixina
Sulfadiacina Agar (SPS Agar) de los aceites esenciales y extractos vegetales
obtenidos con solventes organicos de diferente polaridad a partir de Allium
sativum (ajo), Coriandrum sativum (cilantro), Eugenia Caryophyllata (clavo de
olor), Origanum vulgare (orégano), Rosmarinus officinalis (romero) y Thymus
vulgaris (tomillo), utilizando la vancomicina como control. Los extractos
obtenidos de Origanum vulgare y T. vulgaris no presentaron inhibicion para este

microrganismo. (1)

Oliveira J et al. (2009), demostraron la actividad antibacteriana in vitro de los
aceites esenciales de Origanum vulgare L. y Origanum majorana L. sobre
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativo, Enterobacter
spp., Proteus spp., Acinetobacter spp., Klebsiella spp. aisladas de pacientes
con conjuntivitis. Los resultados mostraron un efecto inhibidor prominente en

todas las cepas bacterianas. (2)
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Toscano J et al (2009) demostraron la eficacia antibacteriana de los aceites
esenciales de Origanum vulgare y O. marjorana sobre Staphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulasa negativo, Enterobacter spp., Proteus spp.,
Acinetobacter spp., Klebsiella spp. aislados de pacientes con conjuntivitis. Los
resultados mostraron un efecto inhibidor prominente en todas las cepas
bacterianas, sefaladas por las grandes zonas de inhibicion del crecimiento de
bacterias con halos de entre 15 a 32mm. el efecto inhibidor Klebsiella spp.,
Proteus spp. y S. aureus proporcionaron una eliminacion total del in6culo
bacteriano en un tiempo maximo de 24 horas de exposicion. Estos resultados
mostraron la eficacia antibacteriana y apoyaron la posibilidad de usarlo como

un potente compuesto antimicrobiano. (3)

Herrera D et al. (2008), evaluaron el efecto antibacteriano sobre Enterococcus
faecalis ATCC 1495 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 del hidréxido de
calcio, iodoformo y la asociacion ambos; con diferentes vehiculos: solucion
fisiolégica, lidocaina al 2% con epinefrina, polietilenglicol 400 vy
paramonoclorofenol mediante la prueba de difusién en agar por pozos. Los
resultados mostraron que el iodoformo tuvo accién antibacteriana s6lo cuando
fue utilizado el paramonoclorofenol como vehiculo, atribuyéndose la accion
antibacteriana a este ultimo, siendo esta semejante a la accién antibacteriana
mostrada por el hidréxido de calcio puro y en asociacion con el iodoformo. El
iodoformo mostrdé mayor inhibicién frente a P. aeruginosa en comparacion a la
accion mostrada frente a E. faecalis. No hubo diferencia estadisticamente
significativa entre la accién antibacteriana del hidroxido de calcio puro y

asociado al iodoformo, independientemente del vehiculo utilizado. Se concluye
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que el efecto antibacteriano del hidroxido de calcio sobre E. faecalis y P.
aeruginosa prevalece al mostrado por el iodoformo y que la asociacion de

ambos no altera ese resultado. (4)

Machado M et al. (2007), tuvieron como objetivo, evaluar in vitro por el método
de la dilucién en cultivo, la actividad antibacteriana del paramonoclorofenol
alcanforado, la solucion de clorhexidina al 2% y el extracto de prépolis al 50%
frente al Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus. Los resultados demostraron que el Paramonoclorofenol Alcanforado y
la solucion de Clorhexidina al 2% poseen accion antibacteriana sobre todas las
bacterias testeadas y que el extracto de Propolis al 50% posee actividad
antibacteriana sobre S. aureus, pero no posee sobre E. faecalis ni P.

aeruginosa. (5)

Medeiros L et al (2005) Estudiaron el efecto antibacteriano de los aceites
esenciales del L.sidoides, C. citratus, C. sonderianus, C. argyrophylloides y C.
zehntneri frente a S. aureus, P. aeruginosa y E. coli en diferentes
concentraciones de 10ul. y 20ul. Observandose que el aceite esencial de L.
sidoide presenta un alto poder antibacteriano seguido del C. citratus. El C.
citratus tiene una CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) de 5% para las dos
primeras bacterias (S. aureus y P. aeruginosa) pero para la tercera (E. coli) fue

de 15%. (6)

Salaverry G et al. (2005), evaluaron in vitro la capacidad antiséptica de los

vapores del paramonoclorofenol alcanforado en seis microorganismos
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frecuentemente aislados de la microbiota endodontica, realizando recuentos
del in6culo a las 0, 24 y 72 horas. En las condiciones del ensayo, el
paramonoclorofenol alcanforado mostré eficaz accion bactericida frente a
microorganismos anaerobicos. No se observé actividad bactericida frente a
Candida albicans y Enterococcus faecalis, aunque no hubo incremento en el

namero de colonias vivas. (7)

Pefalver P et al (2005) realizaron un ensayo in vitro donde midieron la actividad
antimicrobiana de cinco aceites esenciales: el orégano espafiol (Coridothymus
capitatus), la ajedrea (Satureja montana), la mejorana espafola (Thymus
mastichina), tomillo (Thymus zygis) y el orégano (Origanum vulgare) frente
a cepas de las bacterias Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Salmonella
essen, patégenas en aves, y a cepas téxicas a nivel intestinal, de E. coli,
Salmonella  choleraesuis, patdgenas en cerdos. El aceite esencial que
presentd la actividad antimicrobiana mayor contra las cuatro cepas de

Salmonella fue el de Origanum vulgare seguido por Thymus zygis. (8)

Amorim C et al. (2004), estudiaron las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) del digluconato de clorhexidina y el paramonoclorofenol frente a cepas
de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Candida albicans, Prevotella intermedia ATCC 33563,
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Porphyromonas endodontalis ATCC
35406, Prevotella denticola ATCC 35308 y Prevotella melaninogenica ATCC
33563, utilizando el método de dilucion en agar. Concluyendo que la mayor CMI

del paramonoclorofenol fue frente a E. faecalis, entretanto E. coli fue el
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microorganismo mas susceptible, asimismo la mayor CMI del digluconato de
clorhexidina fue frente a P. aeruginosa, entretanto E. coli y P. denticola fueron
los microorganismos mas susceptibles. Como los valores de CMI observados
son mucho menores que las concentraciones usadas normalmente en la terapia
endodontica, se sugiere que ambos agentes son efectivos en la reduccion

microbiana de los conductos radiculares. (9)

Pardina S et al. (2004), estudiaron in vitro el efecto antimicrobiano de la
irrigacion con hipoclorito de sodio al 4% y clorhexidina al 2% de conductos
radiculares infectados con Enterococcus faecalis ATCC 29212, teniendo como

resultado el mismo porcentaje de dientes desinfectados (83,3%). (10)

Ferreira C et al. (2002), determinaron la actividad antimicrobiana del hidroxido
de calcio al 10%, paramonoclorofenol alcanforado, digluconato de clorhexidina
al 2% y detergente de aceite de ricino al 10% mediante pruebas de dilucién en
caldo frente a bacterias anaerobias estrictas: Prevotella nigrescens ATCC
33563, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, Clostridium perfringens ATCC
13124 y Bacteroides fragilis ATCC 25285 obteniendo asi la CMI y CMB.
Concluyendo que el digluconato de clorhexidina es el mas eficaz, con la CMI
mas baja, seguido del detergente de aceite de ricino, paramonoclorofenol
alcanforado y el hidroxido de calcio. Los C. perfringens y B. fragilis fueron las

bacterias mas resistentes a todos los agentes. (11)
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2.1.2. Antecedentes Nacionales

Huari G (2014), evalu6é el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Minthostachys mollis (Mufia) en Streptococcus mutans, utilizando el método de
difusién en agar por discos, concluyendo que el aceite esencial de mufia tuvo

efecto inhibidor al 100%, 50% y 25%. (12)

Gonzélez J et al (2013), realizaron una investigacién que tuvo como propasito
determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de mufia frente a
Streptococcus mutans. Encontrando que el aceite esencial tuvo efecto

antibacteriano y su concentracion minima inhibitoria fue de 0,31 uL/mL. (13)

Cano C et al. (2008), demostraron la actividad antimicética del aceite esencial
de mufia, mediante el método de difusiébn en agar por pozos, midiendo la
inhibiciébn del crecimiento fungico de Candida albicans ATCC 32148,
Trichophytun tonsurans, Trichophytun mentagrophytes y Microsporun canis,
probablemente por la accion de los monoterpenos encontrados: pulegona,

mentona y limoneno. (14)

Diaz K (2005), estudio la actividad antibacteriana in vitro, mediante la prueba
de difusion en agar por discos de papel de filtro impregnados del aceite esencial
de la Minthostachys mollis frente a Streptococcus mutans ATCC 25175,
Lactobacillus spp. ATCC 10746, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586,

Actinobacillus actinomycetemcomitans ATCC 43718 y Actinomyces spp. ATCC
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15214. Concluy6 que la Minthostachys mollis tiene accion antibacteriana frente

a las cinco especies bacterianas estudiadas. (15)

Méndez K (2004), comparo la efectividad antibacteriana del aceite esencial del
Schinus Molle Linneo frente al paramonoclorofenol alcanforado en cepas de
Streptococcus oralis CCUG27680, Enterococcus faecalis OMGS3372 vy
Fusobacterium sp. mediante la prueba de difusion en agar por discos.
Demostrando que el aceite esencial del Schinus Molle Linneo presentd un
mayor efecto antimicrobiano frente al Streptoccocus oralis comparado con el
paramonoclorofenol alcanforado, asimismo el efecto fue similar frente al E.

faecalis y Fusobacterium sp. (16)

Inga A, Guerra B (2000), demostraron mediante un estudio las propiedades
bactericidas / bacteriostaticas del aceite esencial de Minthostachys mollis frente
a Staphylococcus aureus ATCC 25923, B. cereus MC, Salmonella typhi, S.
sonnei MC, Escherichia coli ATCC 25922 y K. pneumoniae ATCC 10031.
Ademas de la accion fungistético/funguicida para Fusarium moniliforme y

Aspergilus niger. (17)

2.2. Bases legales

Articulo 1y 7 de la Constitucion Politica del Peru, “Derecho fundamental de la

persona”, se encuentra la defensa de la persona humana y el respeto de su

dignidad, considerando el derecho a la proteccion y salud.
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Ley N° 27657 Art. 2° De la naturaleza del Ministerio de Salud. El Ministerio de
Salud es un érgano del Poder Ejecutivo, que conduce, regula y promueve la
intervencion del Sistema Nacional de Salud, con la finalidad de lograr el
desarrollo de la persona humana a través de la promocion, proteccion,
recuperacion y rehabilitacion de su salud y del desarrollo de un entorno
saludable, con pleno respeto de los derechos fundamentales de la persona,

desde su concepcién hasta su muerte natural.

ftem 6.4 del Manual de Bioseguridad en Laboratorios de ensayo, biomédicos y
clinicos del Instituto Nacional de Salud, referente a desinfeccion y esterilizacion
de campo de trabajo, materiales y equipos. Considerando los productos
quimicos de desinfeccion especialmente derivados fendlicos y normas para

esterilizacion de instrumentos.

ftem 6.7 del Manual de Bioseguridad en Laboratorios de ensayo, biomédicos y
clinicos del Instituto Nacional de Salud, referente a manejo de desechos de

laboratorio.

ftem 7.3 del Manual de Bioseguridad en Laboratorios de ensayo, biomédicos y
clinicos del Instituto Nacional de Salud, referente a las normas de bioseguridad

como uso de mascarilla, guantes, gorro y lentes de proteccion.

Articulo 2° de la Ley del Cirujano Dentista N° 27878 donde refiere que el
odontdlogo como profesional de la Ciencias de la Salud presta sus servicios en

forma cientifica, técnica y sistematica en los procesos de promocion,
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prevencion, recuperacion y rehabilitacion de la salud bucal, contribuyendo a

elevar la calidad de vida y lograr el bienestar de la poblacion en general.

2.3. Bases teoricas

2.3.1 MICROBIOLOGIA EN ENDODONCIA

El objetivo de la microbiologia endoddntica es el de utilizar los hallazgos
obtenidos en el laboratorio para mejorar el manejo clinico de las infecciones
pulpo-periapicales mediante el estudio de los microorganismos que provocan
cuadros patoldgicos en este nivel. (18)

Cabe resaltar que los microorganismos son considerados el principal agente
etiolégico, a pesar que la pulpa dentaria puede desencadenar una respuesta
inflamatoria a los estimulos de naturaleza fisica, térmica o quimica. (19)

Por lo tanto, las patologias pulpares y periapicales suelen ser un resultado
directo o indirecto de la presencia de bacterias y otros microorganismos en el
medio bucal (20, 21, 22, 23, 24), siendo responsables de su desarrollo y
persistencia a pesar del tratamiento endodontico. (21, 22, 23, 24, 25, 26)

Si la dentina esta expuesta al medio bucal es inevitable la invasion de los
tubulos dentinarios, esto ocurre por lesiones cariosas, procedimientos
restauradores o periodontales, fisuras de esmalte o dentina y traumatismo
dental. (27, 28, 29)

Sin embargo, las bacterias asociadas a la caries dental difieren de las

asociadas en la infeccion pulpar. (27)
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Esto sugiere que muchas de las especies en la cavidad bucal no poseen las
propiedades necesarias para invadir los tubulos dentinarios y sobrevivir dentro
de este microambiente (27). Entonces, para que un microorganismo pueda
establecerse en el sistema de conductos radiculares y consecuentemente
participar en la etiopatogenia de las lesiones perirradiculares requiere de ciertas
caracteristicas: (30)

a. El microorganismo debe presentarse en un numero suficiente para iniciar y
mantener la lesion perirradicular.

b. El microorganismo debe poseer factores de virulencia, la cual debe
expresarse durante la infeccion del conducto radicular.

c. El microorganismo debe estar localizado espacialmente en el sistema de
conductos radiculares de tal manera que sus factores de virulencia puedan
ganar acceso a los tejidos perirradiculares.

d. El ambiente del sistema de conductos radiculares debe permitir la
supervivencia y crecimiento del microorganismo y proveer sefiales que
estimulen la expresion de virulencia.

e. Los microorganismos inhibidores deben estar presentes en bajo nimero o
ausentes en el microambiente del sistema de conductos radiculares.

f. El hospedero debe desarrollar una estrategia de defensa a nivel de los tejidos
perirradiculares, con la finalidad de inhibir la diseminacion de la infeccion. Este

proceso dara como resultado un dafio tisular.

Ademas, diversos ensayos clinicos reportan la existencia de bacterias aun

después de una meticulosa preparacion biomecanica debido a la complejidad
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anatomica del sistema de conductos radiculares y las limitaciones en el acceso

de los agentes terapéuticos. (18, 31, 32, 33)

De esta manera, los microorganismos pueden subsistir en el interior de los
tubulos dentinarios y en las irregularidades de los conductos radiculares. Si
existe suficiente numero de bacterias remanentes y un microambiente
adecuado, estas pueden multiplicarse y restablecer la infeccion en el sistema
(19). Dichos microorganismos residuales intervienen en el fracaso del
tratamiento endodontico (34), asi, muestras de dientes obturados con
frecuencia presentan bacterias facultativas Gram positivas que incluyen
Enterococos, Estreptococos y Lactobacilos (34, 35) ésto sugiere que son mas
resistentes al tratamiento endodontico.

Evidencias cientificas sugieren que un restringido grupo de especies
microbianas presenta mayor prevalencia en las diferentes formas de lesiones
perirradiculares (24, 34, 36, 37, 38, 39, 40). Esta asociacion sugiere un papel
patogénico de las mismas.

Género de patégenos endodonticos comunmente asociados a diferentes

formas de lesiones perirradiculares. Tomado de Siqueira, 2002.

Infecciones primarias Infecciones _
o N secundarias o Infecciones
Lesion pfar!rradlcular ~ Absceso Stontoc? extrarradiculares?
cronicat perirradicular agudo? persistentes
Bacteroides Porphyromonas Enterococcus Actinomyces
Treponema Treponema Actinomyces Propionibacterium
Prevotella Fusobacterium Streptococcus
Porphyromonas Bacteroides Candida
Fusobacterium Prevotella Propionibacterium
Peptostreptococcus Streptococcus Staphylococcus
Streptococcus Peptostreptococcus Pseudomonas
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Eubacterium

Actinomyces

Campylobacter

1. Sunqgvist 1976, 1992, Baumgartner 1991, Gomes 1996, Haapasalo 1986, Le Goff
1997, Machado 2000, Rdégas 2001, Siqueira 2000.

2. Machado 2000, Ré¢as 2001, Siqueira 2001a, 2001b, 2001c, Sungvist 1989, van
Winkelhoff 1985.

3. Molander 1998, Peciuliene 2000, Sungvist 1998, Waltimo 1997, Siren 1997.
4. Happonen 1986, Sjogren 1988.

(19)

2.3.1.1. Microambiente intrarradicular

Las caracteristicas del microambiente intrarradicular restringe el
establecimiento de microorganismos provenientes de la microbiota oral, donde
las interacciones bacterianas (que se traduce en el intercambio de nutrientes
entre diversas especies, haciendo que los productos metabdlicos de ciertas
bacterias determinen el crecimiento o eliminacion de otras) y el suplemento
nutricional (que es el tejido pulpar degenerado, el cual tiene gran importancia
en la fase inicial de la colonizacion bacteriana) son factores determinantes del
desarrollo de la infeccién. (19, 39, 41)

Ademas el exudado inflamatorio que contiene elementos séricos y hematicos,
asi como la saliva aportaran elementos que fomentaran el crecimiento
bacteriano. (22, 41)

Un punto también importante es la baja disponibilidad de oxigeno en los
conductos radiculares infectados que es un factor muy selectivo de la
microbiota endodontica, especialmente cuando no existe comunicacion camara
pulpar-cavidad bucal, en particular en las porciones apicales donde el bajo

potencial de oxido-reduccion en el tejido necrotico favorece en un principio el
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crecimiento de bacterias anaerobias facultativas y posteriormente anaerobias

estrictas. (18, 41)

2.3.1.2. Enterococcus faecalis

Los nuevos conceptos de resistencia bacteriana en endodoncia estan
mostrando el importante papel de los Enterococcus faecalis (42), que son cocos
gram positivos que pueden presentarse por separado, en parejas o en cadenas
cortas (43). Son anaerobios facultativos, que poseen la capacidad de crecer en
presencia o ausencia de oxigeno. (44, 45)

Una caracteristica notable la constituye su capacidad para sobrevivir y crecer
en microambientes que pudieran ser toxicos para muchas bacterias. (43, 44,
46, 47)

Los E. faecalis son ecologicamente tolerantes y tienen la capacidad de
sobrevivir a duras condiciones (48), raramente estdn presentes en la
periodontitis apical primaria donde se encuentran entre un 4 y 40% (45), en
cambio son los microorganismos dominantes en la periodontitis apical después
del tratamiento de conductos, ya que su prevalencia ha demostrado ser de 24
al 77%. (34)

Son organismos persistentes que constituyen una pequefia proporcion de la
flora en los conductos radiculares sin tratamiento. Sin embargo es frecuente
encontrarlo en un alto porcentaje de los fracasos endodonticos (43) donde las
pruebas de cultivo para su deteccion en periodontitis apical persistente resultd
de 24 a 70%, encontrandose en forma consistente porcentajes mas elevados

(67-77%) cuando un método de deteccion con técnica de PCR (Reaccion en
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cadena de polimerasa) es utilizado (45). Este resulta ser mas rapido, mas
sensible y mas exacto que los métodos de cultivo convencionales (49, 50).
Ademas es capaz de sobrevivir como un sélo microorganismo o0 como un
componente importante de la flora (34, 35, 46, 51), en el sistema de conductos
radiculares con infecciones persistentes (42), siendo capaz de reprimir la accion
de los linfocitos, contribuyendo al fracaso endoddntico.

Tiene la capacidad de soportar periodos prolongados de hambre hasta que una
nutricion adecuada se disponga de la oferta. Una vez disponible, las células
hambrientas son capaces de recuperarse mediante la utilizacion de suero (del
hueso alveolar o ligamento periodontal) como fuente de nutricién. (52, 53)

La habilidad por parte de los E. faecalis para causar enfermedades periapicales
cronicas y fracasos en dientes tratados endoddnticamente puede deberse a su
capacidad de invadir los tubulos dentinarios y mantenerse viable dentro de
estos. (43)

Ademas los estudios de Ribeiro et al y De Melo Maltos et al, demuestran que
el E. faecalis es capaz de trasladar bacterias del sistema de conductos
radiculares a los ganglios linfaticos submandibulares de ratones libres de
gérmenes, esta via de infeccion sugiere que puede desempefiar un papel en la
patogénesis de infecciones oportunistas en los pacientes. (46, 54, 55)

La erradicacion del E. faecalis del conducto radicular sigue siendo un desafio,
mientras que la clorhexidina y combinaciones de algunos medicamentos son
una promesa (48), la presencia de diversos componentes de la matriz
dentinaria, el colageno de tipo I, la hidroxiapatita y el suero alteraran su efecto

antibacteriano. (56)
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2.3.1.3. Supervivencia y Factores de virulencia

Los enterococos catabolizan una variedad de fuentes de energia como:
hidratos de carbono, glicerol, lactato, malato, citrato, arginina, agmatina y
muchos ceto acidos (44), pueden sobrevivir a ambientes extremos de pH
alcalino y concentraciones de sal (44, 47). Resisten ademas, las sales biliares,
detergentes, metales pesados, el etanol, azida y la desecacion (44).

Los E. faecalis pueden ser recuperados en medios limitados de nutrientes por
periodos extensos, el niumero de colonias residuales parece ser un factor
significativo en la sobrevivencia de esta bacteria, cantidades >108 cfu/ml
pueden sobrevivir por mas de 4 meses en agua, cantidades <106 cfu/ml resulta
en una pérdida de la viabilidad, aunque puede ser reactivada rapidamente por
suero humano, el cual puede estar presente en el fluido dentinario de los tercios
apicales radiculares. (52, 57)

Se ha demostrado que los E. faecalis en los tubulos dentinarios pueden resistir
apositos intracanal de hidroxido de calcio de mas de 10 dias. (58, 59, 60, 61)
Cabe mencionar que estudios realizados por Haapasalo et al y Portenier et al,
utilizando el modelo de la dentina en polvo han demostrado que la presencia
de la dentina tiene un efecto inhibidor sobre diversas concentraciones de
medicamentos intraconducto incluyendo hidroxido de calcio, hipoclorito de
sodio, clorhexidina, yodo y yoduro de potasio. (62, 63)

Esta bacteria es capaz de compartir sus factores de virulencia, lo que

contribuye a su supervivencia y la capacidad de causar enfermedad. (64).
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Factores de virulencia del Enterococcus faecalis.

e Soporta largos periodos de privacion nutricional

e Se une a la dentina e invade los tubulos dentinarios.
e Altera la respuesta del hospedero.

e Suprime la accién de los linfocitos.

e Posee enzimas liticas, citolisinas, sustancia de
agregacion, feromonas y acido lipoteicoico.

e Utiliza suero como fuente de nutricion.

¢ Resistente a los medicamentos intraconducto. Ej. Ca(OH)2
- Mantiene la homeostasis del pH.
- Las propiedades de dentina disminuyen el efecto del
hidroxido de calcio.

e Compite con otras células.
e Forma un biofilm.

(46)

Estos factores pueden o no contribuir a las caracteristicas innatas de los E.
faecalis para causar enfermedad. Ya que es menos dependiente de factores de
virulencia, se basa mas a su capacidad para sobrevivir y persistir como un

agente patdégeno en el sistema de conductos radiculares (45).

2.3.1.4. E. faecalis y pelicula periapical

La microbiologia se ha basado en el estudio de los microorganismos como
formas unicas, flotando en un medio liquido, sin embargo, estad ampliamente
reconocido que la mayoria de los microorganismos encontrados en la
naturaleza se encuentran asociados entre ellos y con la superficie que los
rodea, formando organizaciones microbianas denominadas biopeliculas (cuyo
término en inglés es Biofilm), donde se establecen interacciones activas entre

sus habitantes y el medio ambiente circundante. (65, 66)
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Se ha demostrado que los enterococos, al igual que otros microorganismos
Gram-positivos, son capaces de adherirse y formar biopeliculas sobre
superficies de plastico. Sin embargo, varios factores responsables de la
formacion de biopeliculas y su mantenimiento son desconocidos. El Biofilm
bacteriano rara vez se elimina totalmente, incluso en individuos con una
competente respuesta inmune innata y adaptativa. (48)

La agregacion de los microorganismos en biopeliculas tiene implicaciones
clinicas distintas desde el punto de vista del tratamiento, por lo que es
importante conocer la susceptibilidad que tiene la misma a las distintas fases
de la terapia endodontica, asi como las nuevas estrategias utilizadas para la
eliminacién de éstas. (65)

E. faecalis es capaz de formar un biofilm que permite a las bacterias ser mil
veces mas resistente a la fagocitosis, anticuerpos y los antimicrobianos (67)
gue otros modos de crecimiento (68), por ejemplo; cuando se halla como
bacteria planctonica (suspendida en un medio liquido y no adherida a ninguna
superficie) (43, 68), esta biopelicula posee una arquitectura compleja y su
desarrollo es modulado por el medio ambiente que hace prevalecer sus
condiciones. (69)

Ademas posee un medio de adhesion cuando contactan célula-célula,
facilitando el intercambio plasmido entre las cepas donantes y receptoras,
donde la sustancia de agregacion desempefa un papel importante. De esta
forma, el material genético, como los de la resistencia a antibioticos se puede
transferir entre las cepas de E. faecalis a otras especies. (48)

El resultado de tales hallazgos puede contribuir enormemente a entender los

mecanismos por los cuales una colonia de diferentes cepas microbianas puede
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resistir el tratamiento quimico-mecanico incluido en la terapia de conductos
radiculares. (18)

La capacidad de los patdogenos para formar biopeliculas depende de los
atributos de la superficie y pueden variar de acuerdo a las condiciones
ambientales y nutricionales prevalecientes. (19, 69)

Cuando los E. faecalis crecen en condiciones de aerobiosis y en un ambiente
rico en nutrientes, se evidencio la formacién de una biopelicula amorfa irregular.
El examen de biopeliculas formadas bajo un ambiente aerobio y limitado de
nutrientes, mostré sefiales de degradacion de la superficie dentinal vy
calcificacion de la biopelicula con células bacterianas viables adheridas a estas
estructuras. Lo mas destacado de estos resultados es la capacidad del E.
faecalis de resistir largos periodos de inanicién y la sugerencia de que la
alteracion en el microambiente del conducto radicular como sucede en el
tratamiento endodontico, puede estimular la calcificacidon de las biopeliculas, lo
que implica que la mineralizacion de la matriz brinda un refugio a los
microorganismos viables. (70)

Hay muchos beneficios para el estilo de vida comunitario de la bacteria en una
biopelicula, por ejemplo, las bacterias funcionando juntas en estas
agregaciones son capaces de degradar nutrientes molecularmente complejos
que no podrian ser eficientemente degradados por una bacteria
individualmente. (71)

Algunas investigaciones han reportado la presencia de biopeliculas (biofilms)
de E. faecalis en el sistema de conductos de dientes monorradiculares
extraidos y que habian sido obturados con cemento a base de Hidréxido de

Calcio (43, 72). La formacion de la biopelicula constituye una evidencia
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contundente de que el E. faecalis puede colonizar los conductos radiculares
medicados. (43, 70, 73, 74)

Si la formacién de biopeliculas que contienen E. faecalis ocurre in vivo, ello
pudiera considerarse como un mecanismo que permite a este microorganismo

resistir al tratamiento antimicrobiano (43).

2.3.2. PERIODONTITIS APICAL PERSISTENTE

La salida de las sustancias irritantes de los conductos radiculares infectados
hacia los tejidos perirradiculares, inicia las lesiones perirradiculares y es causa
de su persistencia. Los principales factores irritantes de estos tejidos se dividen
en biologicos (diversos microorganismos y virus) y no biolégicos (mecéanicos,
térmicos o quimicos). (75, 76, 77)

Las enfermedades perirradiculares de origen pulpar se inician como una
periodontitis apical que puede ser aguda o cronica. Si es aguda habra dolor a
la percusién de la pieza dentaria comprometida y la inflamacion estara
circunscrita a la region apical del ligamento periodontal. Si es crénica
generalmente el paciente no refiere dolor, revelando incluso en las pruebas
clinicas ausencia de sensibilidad a la percusion. Ambas patologias pueden
ocasionar reabsorcion del hueso alveolar, aunque con mayor prevalencia en la
periodontitis apical cronica. (75, 76, 77, 78)

Cabe resaltar que la periodontitis apical cronica puede originarse también por
el tratamiento inadecuado de los conductos radiculares y derivar en granuloma
perirradicular que histolégicamente consta de tejido inflamatorio de granulacion

con capilares pequerios y fibroblastos. Multiples fibras de tejido conjuntivo que
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reemplaza el ligamento periodontal. (76, 77) o quiste perirradicular que
histolégicamente es una cavidad central revestida de epitelio escamoso
estratificado. La luz del quiste contiene un liquido palido eosindfilo y en
ocasiones algunos residuos celulares. (76, 77)

La periodontitis apical aguda puede evolucionar a un absceso apical agudo, asi
como también este puede aparecer como la agudizacién de un granuloma
perirradicular o quiste perirradicular. (79)

El absceso apical agudo es un proceso inflamatorio-infeccioso en los tejidos
perirradiculares de los dientes, que se acompafa de la formacion de exudado
dentro de la lesidbn. Una causa frecuente es una afluencia rapida de
microorganismos o sus productos, desde el sistema de conductos radiculares.
El paciente puede o no mostrar tumefaccion que puede ser localizada o difusa.
Al examen clinico se revela diversos grados de sensibilidad a la percusion y a
la palpacion. (75, 76, 77)

La diseminacién de la respuesta inflamatoria hacia el hueso esponjoso
ocasiona resorcion 0sea apical debido a la presion causada por la acumulacion
de exudado dentro de los tejidos limitantes, el dolor es intenso. Con mayor
frecuencia la tumefaccion permanece localizada, aunque puede tornarse difusa
y diseminarse de forma amplia. (80)

El lugar del area de la tumefaccion es determinado por la relacion del apice del
diente afectado con las inserciones musculares. El proceso de supuracion
busca lineas de menor resistencia y con el tiempo perfora la placa cortical.
Cuando llega a los tejidos blandos, la presion sobre el periostio se libera y por

lo general se reducen los sintomas. (75, 76, 77)
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Provocando a continuacion la aparicion de un absceso apical cronico donde ya
se forma un trayecto fistuloso que drena en forma continua o intermitente. Esto
se manifiesta como una estoma sobre la mucosa bucal o en ocasiones, sobre
la piel de la cara. El exudado también puede drenar a través del surco gingival
del diente afectado, imitando una lesion periodontal con “bolsa”. (76, 77, 78)

Las pruebas de vitalidad son negativas, debido a que la pulpa esta necrosada.
Al examen radiografico revelara pérdida 6sea a nivel del apice del diente

afectado. (75, 76, 77)

2.3.2.1. Evolucién de la Periodontitis Apical Persistente

Muchos microorganismos que se encuentran en los conductos radiculares
infectados pueden haber estado presentes originalmente en la pulpa necroética
y sobrevivir a los procedimientos de limpieza quimico-mecanica. Estos
pudiesen estar localizados en conductos no tratados, ramificaciones, tubulos
dentinarios, irregularidades y areas no instrumentadas del sistema de
conductos radiculares. (81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88)

Las influencias ambientales que operan en los conductos radiculares durante
el tratamiento permiten que ciertos microorganismos sobrevivan y dependiendo
de diversos factores, induzcan al fracaso del mismo. (86)

Ademas es probable que el suministro de nutrientes a las bacterias ubicadas
en las ramificaciones y deltas apicales se mantenga inalterado después del
tratamiento endodontico. Sin embargo, las bacterias presentes en los tubulos
dentinarios e istmos pueden sufrir una drastica reduccién del sustrato. En

algunas regiones anatomicas, las bacterias quedan atrapadas por el material
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de obturacién y generalmente mueren o se evita que proliferen hacia los tejidos
periapicales. (19, 76)

El sistema de conductos radiculares esta en abierta comunicacion con los
tejidos periapicales (ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar) por las
vias del foramen apical, conductos laterales y accesorios. Los metabolitos y
productos toxicos son producidos principalmente por las bacterias presentes
dentro del sistema de conductos radiculares y se difunden a los tejidos
periapicales desencadenando la respuesta inflamatoria (periodontitis apical), la
cual se caracteriza por resorcion del hueso alveolar. (27, 89)

Clinicamente los casos de periodontitis apical persistente pueden presentarse
tanto asintomaticos como sintomaticos. Pinheiro et al. Analizaron la relacion
existente entre los microorganismos involucrados en esta patologia y la
sintomatologia asociada. Estos autores apuntan que de un total de 60 casos,
sé6lo cinco refirieron dolor agudo. El resto no manifesté dolor espontaneo, sin
embargo, veinte de estos resefid historia de dolor. (90)

Desde el punto de vista radiogréfico, para diagnosticar esta patologia, se debe
estar en presencia de un diente tratado endodonticamente, cuyo material de
obturacion pueda ser evidenciado en el espacio de los conductos radiculares
radiograficamente. Esta obturacion puede ser aceptable o inaceptable, lo que
indica que no es indispensable que el tratamiento se aprecie defectuoso para
presentar una periodontitis apical persistente (19)

Las actividades biolégicas de esta enfermedad pueden afectar ligamento
periodontal, lamina dura, hueso esponjoso, hueso cortical y estructura radicular.

(91, 92, 93, 94)
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Los cambios en la mineralizacion y estructura del hueso adyacente al sitio de
inflamacion constituye la base de los procedimientos diagnosticos radiograficos
para la deteccidn y monitorizacion de la periodontitis apical crénica (19, 92, 93)
El ligamento periodontal provee el espacio para el infiltrado celular inicial. Este
sirve como punto de partida de los procesos resortivos asi como de punto final
de los procesos de cicatrizacion. Un ligamento periodontal ensanchado esta
asociado con inflamacion inicial o residual y aparece como signo de inflamacion
cronica (93), en ocasiones, asociado a un ligero exceso de material de
obturacion en casos de dientes endoddnticamente tratados donde persiste la
toxicidad o la colonizacion microbiana. (95)

La superficie radicular también puede ser afectada por resorcion consecuente
a la lesion al cemento. Esto puede ocasionarse tras periodontitis apicales de
larga data, tanto en dientes tratados endodonticamente como no tratados. La
forma del apice radicular quedara permanentemente alterada. (93, 96)

La resorcion Osea apical, identificada radiograficamente como una imagen
radiolicida, es una caracteristica diagnéstica importante de la periodontitis
apical. Las bacterias y sus productos son considerados el principal agente
etiolégico de la necrosis pulpar y las lesiones periapicales. (21, 23, 24, 97)
Sjogren et al. estudiaron el papel de los microorganismos persistentes en el
resultado y pronostico del tratamiento endodontico no quirdrgico. Este trabajo
revelé que el estado microbiolégico del sistema de conductos radiculares al
momento de la obturacion es un factor critico en la determinacion del resultado
del tratamiento. El porcentaje de éxito en casos de obturacion con cultivos
negativos fue de un 94%, lo que se consideré estadisticamente significativo en

comparacion con un 68% de éxito en casos con cultivos positivos. (88)
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En los dientes tratados endoddnticamente que no presentan lesion alguna al
momento de la obturacién, pero se desarrollan posterior al tratamiento, ésta se
presenta generalmente después del primer afio. (19, 93)

La cicatriz apical también puede desarrollarse después del tratamiento de
conductos no quirargico asi como después de la cirugia endodontica, causando
problemas en el diagnostico de la periodontitis apical persistente. (93, 98)

En 1999, Nair et al. publicaron seis casos con diagnosticos presuntivos de
periodontitis apical persistente, de los cuales, tras la evaluacion histolégica,
fueron evidenciados dos de ellos como cicatriz apical. (98)

Las cicatrices apicales post-quirtrgicas, pueden disminuir en tamafio su
apariencia y presentar una o mas de las siguientes -caracteristicas:
identificacion de estructura 6sea dentro de la rarefaccion, la imagen puede ser
irregular e inclusive estar rodeada por un borde de hueso compacto, la lesion
puede estar localizada asimétricamente alrededor del apice y la conexion de la
lesion con respecto al ligamento periodontal puede ser angulada. (19, 93)

El tiempo de evaluacion para la determinacion de la cicatrizacion de la
periodontitis apical cronica es definitivo ya que la cicatrizaciébn es un proceso
dindmico. (99, 100)

Consecuentemente el resultado del tratamiento observado después de un
periodo de tiempo corto, difiere del observado en periodos de tiempo mas
largos. (100, 101)

La evaluacion a un afo aporta informacion significativa. A los dos afios de
evaluacion (99), periodo utilizado en la mayoria de los estudios, se reflejan los

resultados del tratamiento endodontico con suficiente precision (19). Sin
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embargo, se requieren entre 3-4 afios para registrar un resultado estable del

tratamiento. (99, 100, 102)

2.3.3. CAUSAS DE LOS FRACASOS ENDODONTICOS

La literatura sugiere que la infeccion persistente intrarradicular y la infeccién
secundaria son las causas principales del fracaso endoddntico no dando mayor
importancia a factores no microbioldgicos, intrinsecos y extrinsecos. (26)
Problemas comunes que puede conducir al fracaso endoddntico son: el
insuficiente control aséptico, la falta de un disefio apropiado del acceso
endodontico, falta de localizacion de conductos radiculares, la falta de
instrumentacién y la fuga temporal o permanente de cementos de obturacion
(96, 103)

Incluso cuando los mas altos estdndares y el mas minimo cuidado de los
procedimientos se cumplen, las fallas siguen produciéndose, debido a la
complejidad anatomica del sistema de conductos radiculares (96), donde
existen regiones que no se puede debridar ni obturar con los instrumentos
existentes, materiales y técnicas. (35)

Los microorganismos encontrados en la zona intrarradicular son agentes
etiologicos esenciales de la periodontitis apical. (64, 96)

Cuando el tratamiento de conductos se realiza correctamente, la curacion de la
lesion periapical normalmente ocurre con la regeneracion 6sea, que se
caracteriza por la reduccion gradual de la radiolucidez en el area periapical

evidenciada en las radiografias (88, 96, 100, 102, 104, 105, 106, 107, 108); sin

51



embargo, por diversas razones, una completa cicatrizacién del hueso o la
reduccion de la radiolucencia periapical no puede producirse. Estos casos post-
tratamiento son comunmente denominados “fracasos endodénticos”. (96)

Solo unas pocas especies se han encontrado en el conducto radicular de los
dientes que han sido objeto de adecuado tratamiento endododntico pero que,
sobre el seguimiento, puesto de manifiesto la persistencia, la lesion se
evidenciara con una radiolucidez periapical de cuadro clinico asintomatico. Las
bacterias que se encuentran en estos casos son predominantemente cocos
Gram-positivas, varillas y filamentos. (34, 90, 108, 109)

Cabe destacar que la persistencia de la infeccidbn microbiana en la porcion
apical del sistema de conductos radiculares es la causa principal de fracasos
endodonticos en los casos tratados correctamente (110, 111, 112)

El tratamiento de la periodontitis apical, por lo tanto, tienen por objeto la
erradicacion bacteriana. Porque la limpieza y la configuracion de los
procedimientos por si solos no son fiables para eliminar las bacterias (113, 20,
114), por tal razdén es importante colocar un agente antibacteriano como
medicacion intraconducto después de la instrumentacion biomecéanica. (114)
Recientemente, la capacidad del hidroxido de calcio para erradicar por
completo especies bacterianas dentro del sistema de conductos radiculares se
ha cuestionado. Por ejemplo, algunos estudios refieren que la dentina puede
inactivar la actividad antibacteriana del hidréxido de calcio (63, 114, 115) y un
estudio clinico (114, 116) demostro que el nUmero de bacterias gram positivas
aument6 después de su medicacion por la eliminacion eficiente de las bacterias

gram negativas. (116, 117)

52



Hipotéticamente, de acuerdo con estos autores, las bacterias sobrevivientes en
el momento de la obturacion, estarian predestinadas a morir, llevando al éxito
del tratamiento endodontico debido a que el material obturador las confinaria al
interior de los tubulos dentinarios, imposibilitando que alcancen los tejidos
periapicales (88). Sin embargo, varios estudios demostraron que las bacterias
localizadas en el interior de los tubulos dentinarios a nivel del tercio apical del
conducto radicular, en casos de dientes con lesion periapical crénica, logran
alcanzar los tejidos periapicales a través de los tubulos dentinarios y
cementoblastos, siendo el cemento apical de naturaleza celular el que permita
la difusion bacteriana. En los casos de retratamiento fueron encontradas
bacterias en los conductos radiculares, en diversas cantidades y tipos
diferentes. (118)

Considerando que las bacterias y sus productos no son frecuentemente
alcanzados por la accion de la instrumentacion biomecanica; especificamente
aguellas localizadas en los tubulos dentinarios, ramificaciones apicales, areas
de reabsorcién y las que forman parte del biofilm apical, el uso de un
medicamento de accidén prolongada antibacteriano es recomendado para la
completa desinfeccién del sistema de conductos radiculares de dientes con
lesion periapical cronica. (118, 119, 120, 121)

Asi, el control de la infeccion antes de la obturacion debe ser obligatorio,
realizando el tratamiento endodontico por lo menos en dos sesiones, colocando
en el conducto radicular un medicamento de accion prolongada con la finalidad
de combatir no solamente la infeccion remanente en el conducto radicular, sino

principalmente, aquella situada profunda y difusamente en la estructura dental
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interna, areas inaccesibles a la instrumentacion biomecanica y a los antibidticos
administrados sistémicamente.(29, 118, 122, 123)

Frente a este hecho, los investigadores estan en basqueda de un producto que
se difunda por todo el sistema de conductos radiculares, capaz de actuar a
distancia, destruyendo los microorganismos aerobios y anaerobios o dejando
el medio impropio para su desarrollo y que tenga propiedades de maxima
biocompatibilidad. (118)

Aunque el hidroxido de calcio posee una potente accion antibacteriana, este
material es efectivo solamente sobre los microorganismos anaerobios estrictos
(118, 124, 125, 126, 127, 128) y poco eficaz contra aerobios facultativos (E.
faecalis). (61, 118, 129, 130)

Cabe resaltar que en las infecciones primarias el E. faecalis se asocia con
lesiones perirradiculares cronicas significativamente mas a menudo que con
abscesos perirradiculares agudos (45, 46) y que su frecuencia en la
persistencia de las lesiones perirradiculares ha demostrado ser mucho mayor.

(45, 46)

2.3.4. MEDICAMENTOS INTRACONDUCTO

Son agentes con accion farmacoldgica aplicados en el conducto radicular como
coadyuvantes a la antisepsia del sistema de conductos radiculares. Estos
incluyen a las sustancias irrigantes utilizadas durante la instrumentacion y a los
apositos intraconducto. Sin embargo segun @rstavik el término medicamento

intraconducto describe mejor a los apositos intraconducto. (131)
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El uso de un medicamento intraconducto se considera uno de los pasos mas
importantes de la terapia endodontica para obtener y mantener la desinfeccion
del sistema de conductos radiculares después de la instrumentaciéon y antes de
la obturacion, incrementando significativamente las posibilidades de lograr un
tratamiento endodontico exitoso. (31, 132, 133)

Tiene como objetivo principal reducir el nimero de microorganismos, como
parte de la asepsia controlada en conductos radiculares infectados y su rol es
secundario a la limpieza y conformacién del conducto radicular. En este sentido,
se plantea que cuando la instrumentacion biomecéanica es combinada con la
colocacién de un medicamento por un periodo de tiempo apropiado antes de la
obturacion, las bacterias pueden ser eliminadas mas efectivamente. La falta de
una medicacion intraconducto disminuye el porcentaje de éxitos en los dientes
con conductos infectados. (31, 115, 124, 130, 134, 135, 136, 137)

Un medicamento intraconducto ideal debe cumplir con los siguientes requisitos
(138):

» Destruir todos los microorganismos del conducto radicular

* Tener un efecto antimicrobiano duradero

* No ser afectado por el material organico.

* Ayudar a la remocion del tejido organico.

* Penetrar en el sistema de conductos radiculares y los tubulos dentinarios.

* No irritar los tejidos perirradiculares ni tener toxicidad sistémica.

* Tener propiedades inocuas.

* Inducir una barrera de calcificacion en la unidbn con los tejidos

perirradiculares.
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* No tener efecto en las propiedades fisicas del material de obturacion
temporal.

* No difundirse a traves del material de obturacion temporal.

» Facil colocacion y remocion.

» Ser radiopaco.

* No manchar el diente.

Se consideran dos tipos de funciones de los medicamentos intraconductos:
* Funcién principal: Antimicrobiana.

* Funciones secundarias:

Control del dolor y la inflamacion.

Neutralizar el tejido debridado.

Control del exudado.

Formacion de tejido éseo.

Control de la resorcion radicular.

Controlar la filtracion del material de obturacién. (139)

La decision de cuando y qué usar como medicacion intraconducto, depende del
diagnéstico clinico y prondstico a largo plazo. La medicacion intraconducto

puede estar indicada en el tratamiento de dientes infectados por: (75, 140)

1. Anatomia compleja, con multiples zonas inaccesibles a la instrumentacion y
posiblemente, a la irrigacion.

2. Periodontitis con reabsorcion del apice, con crateres en donde anidan
bacterias inaccesibles al tratamiento.

3. Casos de sobreinstrumentacion.
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4. Solucion irrigadora irritante sobre el 1/3 apical.

5. Por razones de comportamiento 6 psicoldgicas del paciente.

Segun el mecanismo de accion los medicamentos intraconducto se dividen en

dos grupos: (124, 131, 141, 142, 143)

Agentes poco especificos, no selectivos

Dentro de este grupo se encuentran los antisépticos y desinfectantes:
Fenoles: Fenol alcanforado, paramonoclorofenol alcanforado,
paramonoclorofenol.

Aldehidos: Formocresol (formaldehido y cresol), glutaraldehido.

Halogenos: Cloro (Hipoclorito de sodio), yodo (yoduro de yodo- potasio).
Bisbiguanidas: Clorhexidina.

Hidroxido de calcio.

Agentes selectivos

Aqui se tiene al grupo de los antibioticos tales como: preparados de sulfas,
penicilinas, nitroimidazoles, tetraciclinas, lincomicinas, macrolidos, quinolonas
y combinaciones entre ellos. También se tienen en este grupo a las
asociaciones antibiético-corticoesteroide.

Antibacterianos naturales.

2.3.4.1. Clorhexidina

Es un antiséptico que pertenece al grupo de compuestos halogenados formado

por dos guanidas unidas a un puente de metileno con seis carbonos, es activa
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contra aerobios y anaerobios, bacterias Gram positivas y Gram negativas asi
como hongos principalmente Candida albicans (144), levaduras y virus. (5, 42,
144, 145, 146, 147, 148)

El gluconato de clorhexidina, actualmente utilizada, ha mostrado ser eficaz
como agente antimicrobiano (149, 150, 151) presenta relativa ausencia de
toxicidad (152) y actia como agente bacteriostatico o bactericida de acuerdo a
la concentracion en que sea utilizada. (60)

Tiene como ventajas: su relativa baja toxicidad en concentraciones hasta 2%,
no provoca efectos colaterales al contrario del hipoclorito de sodio, posee
substantividad, mayor penetracion en los tibulos dentinarios, accidén detergente
y largo espectro antimicrobiano que hacen de ella una buena alternativa para
la medicacion intraconducto. El uso de la clorexidina todavia puede ser de
fundamental importancia en casos de periodontitis apical persistente al
tratamiento endoddntico. (42)

Cabe destacar que el gluconato de clorhexidina al 2% es capaz de eliminar la
mayoria de las peliculas formadas por E. faecalis de 1 a 3 dias (140, 153),
permaneciendo con una actividad antimicrobiana residual hasta 168 horas
después de la preparacion biomecéanica. (132, 154)

Con gluconato de clorhexidina al 2% de concentracion en gel o liquido, es eficaz
para reducir o eliminar completamente al E. faecalis de los conductos
radiculares y tubulos dentinarios (46, 155, 156, 157), adaptandose mejor a las
irregularidades de las paredes del conducto (158). Esto puede atribuirse a su
propiedad de sustantividad (100, 154), que es dependiente de su

concentracion, dosis y pH. (159, 42)
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La dentina del conducto radicular adquiere substantividad antimicrobiana
después de la exposicion al gluconato de clorexidina debido a sus propiedades
cationicas que permiten su adsorcion a la hidroxiapatita (62). Esta parece ser
la razon de tener funcidn potencial como efectivo medicamento intraconducto
(160, 161, 162). La adsorcion del gluconato de clorexidina a dientes humanos
es generalmente lenta, la interaccion prolongada es necesaria para encontrar
la saturacion de la dentina con el medicamento (42, 155, 160, 161, 162, 163,

164)

2.3.4.2. Mecanismo de accion de la Clorhexidina

El mecanismo antimicrobiano de la clorhexidina se relaciona con su estructura
molecular de bisbiguanida catiénica, su disociacion dentro del sistema de
conductos radiculares produce una molécula catidbnica que se une a la
membrana celular bacteriana cargada negativamente, causando alteracion del
equilibrio osmético, dafios a la bomba de sodio y potasio, bloqueo del transporte
de calcio y magnesio, filtracion de sus componentes intracelulares y muerte
celular. En bajas concentraciones es bacteriostatica. En altas concentraciones
causara la coagulacion y precipitacion del citoplasma bacteriano, siendo
bactericida. (132, 165, 166)

El gluconato de clorhexidina también se une a la hidroxiapatita y tejidos
blandos. (42, 159, 160, 167, 168)

Algunos investigadores (42, 44) afirman que el aumento de la permeabilidad
celular causada por la alta afinidad del gluconato de clorhexidina a cargas

negativas de radicales organicos no parece ser el Unico mecanismo de
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citotoxicidad, la sintesis de proteinas también es afectada en diferentes grados

por el aumento de su concentracion. (42)

2.3.5. ANTIBACTERIANOS NATURALES

Simultaneamente al desarrollo tecnoldgico de la industria farmacéutica, se ha
desplegado un gran interés de parte de los investigadores por estudiar
sustancias naturales que poseen algunas propiedades farmacoldgicas con
efecto antimicrobiano.

Se debe destacar que los farmacos a base de derivados de productos naturales
presentan una inmensa ventaja respecto a los tratamientos quimicos. En las
plantas los principios activos siempre estan biolégicamente equilibrados por la
presencia de sustancias complementarias que van a potenciarse
biol6gicamente entre si, de forma tal que en general no se acumulan en el
organismo y sus efectos indeseables estan limitados. (169)

El empleo de plantas como tratamiento de diversos males (Fitoterapia), se
registra, desde tiempos muy remotos, basandose en creencias populares y
conocimientos tradicionales, transmitidos de generacion en generacion. Hoy en
dia, muchas propiedades terapeuticas de diversas plantas han sido
demostradas cientificamente, en base a la extraccion de sus principios activos,
con diversas actividades biologicas. (170, 171, 172)

En el ambito odontoldgico, el importante crecimiento mundial de la fitoterapia
dentro de programas preventivos y curativos ha estimulado la investigacion,
con el fin de avalar la actividad antimicrobiana de distintos derivados de las

plantas (173), entre ellos los aceites esenciales que son denominados esencia
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o aceite volatil, que le da un caracter aromatico a la planta que lo contiene. Son
constituyentes fitoquimicos con predominio volatil y odorifico, de composicion

quimica compleja. (14, 174, 175, 176)

2.3.5.1. MUNA (Minthostachys mollis)

La mufia es una planta arbustiva lefiosa oriunda del Perd su nombre cientifico
es Minthostachys mollis de la familia Lamiaceae (177, 178), constituida por 300
especies distribuidas en 200 géneros de plantas herbaceas como la menta,
hierba buena, matitas como tomillo o arbustos como romero. (179)

Es una especie cuyo cultivo es muy difundido en las regiones andinas,
especialmente en Apurimac, Ayacucho, Cuzco, Huancavelica y Puno, donde
se la conoce como huayco, huaycho, coa, chancua, poleo o ismufia (55, 178),
siendo muy empleada por las comunidades nativas y campesinados de
Sudamérica. Ademas es conocida como peperina en Argentina y orégano en
Colombia, encontrandose también en Venezuela, Brasil, Ecuador y Bolivia,
habita en los diferentes pisos ecoldgicos de nuestra serrania, crece entre 2500
y 3500 m.s.n.m. (178), donde existe en abundancia, pudiendo ser hallada
desde los 500 m.s.n.m. como una simple planta silvestre. (177)

Otros nombres vulgares con los que se le conoce a esta planta son: “Polco

silvestre”, “coz”, “mufia-mufa”, “huycha”, “arash mufa”, “kon” y “orcco-mufia”.

(180)
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2.3.5.1.1. Caracteristicas botanicas de la planta

La mufia es una planta hemicriptofita que alcanza de 0,80 m. a 1,20 m.
frondoso en la parte superior; erecto y pubescente, posee tallos semilefiosos,
con forma prismaética, cuadrilatero y propenso a la lignificacion, ostenta flores
de colores violaceos, purpuras 6 blancas (177). Su fragancia, recuerda al
penetrante olor de la menta. Durante el invierno desaparecen sus hojas para
brotar nuevamente con las primeras lluvias de la primavera. (17)

Sus hojas son opuestas, con peciolos de 0,5-1 cm. de largo y laminas de 1-5
por 1-3 cm., aovadas, agudas, con bordes enteros o irregularmente aserrados
en la mitad superior, cubiertas de una pilosidad breve que se hace mas intensa
en la cara axial. (181, 182, 183)

Inflorescencias plurifloras mas cortas que la hoja axilante. Tiene flores
numerosas actinomorfas por verticilastro, pediceladas, dispuestas en cimas
pedunculadas axilares, con bracteas foliosas, se encuentran reunidas en cortos
racimos. Céliz levemente cigomorfo con 5 dientes agudos, cara externa vellosa
con numerosas glandulas esféricas y cara interna con carpostegio. Corola
blanco-amarillenta, de 3-3,5 mm. de largo, levemente cigomorfa, pubescente
en la cara interior y en el dorso de los labios. Androceo incluso y gineceo con
estilo exerto y dos ramas estigmaticas desiguales, la inferior mayor que la
superior. Fruto formado por 4 clusas elipsoides, pardas, finamente reticuladas.

(181, 182, 183)
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2.3.5.1.2. Composicion quimica

Componentes principales del aceite esencial de la Minthostachys mollis

N° Cantidad
Compuestos
pico relativa (%)
1 p-cimoneno 15,42
2 y-terpineno 16,58
3 Linalool 17,61
4 Acetato de octan-3-ilo 18,31
5 Mentona 19,20
6 Isomentona 19,46
7 Mentol 19,69
8 Pulegona 21,61
9 Trans-pulegol 21,91
10 Acetato de mentilo 22,86
11 Timol 22,97
12 Carvacrol 23,26
13 Trans-acetato de piperitilo 24,51
14 Acetato de timilo 24,62
15 Oxido de piperitenona 24,86
16 o-elemeno 24,95
17 Acetato de carvacrilo 25,16
18 Acetato de geranilo 25,48
19 Trans-B-cariofileno 27,24
20 a-humuleno 28,06
21 Biciclosesquifelandreno 28,69
22 Biciclogermacreno 29,06

Fuente: (Kalemba y Kunicka, 2003) (184)

Chica et al. en el 2006 (185) encontraron 3 compuestos en proporciones
significativas: carvacrol, acetato de carvacrilo y trans-p-cariofileno. De éstos, el
carvacrol ha sido muy estudiado por su potencial actividad antimicrobiana y

antifingica frente a distintos microorganismos. La inhibicién del crecimiento de
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muchos patdégenos por el carvacrol, ha sido reportada en varios articulos.
Asimismo los componentes puros tales como timol, mentol, geraniol, limoneno,
pinenos y 1-8-cineol presentaron una marcada actividad antibacteriana y

antimicética segun estudios realizados.

2.3.5.1.3. Propiedades y usos

Su alto contenido alimenticio y a la vez condimento ha equilibrado durante
milenios la dieta peruana, en chupes y guisos en la culinaria peruana, por su
alto valor proteico. Ademas es un excelente aromatizador, imprescindible en la
cocina andina donde la sopa serrana, un chupe de tubérculos andinos (papas,
ollucos y ocas principalmente) con mufia, es un regalo para el paladar mas
exquisito. (178) Se sabe que es una especie de multiples aplicaciones, muchas
de las cuales permanecen aun en el misterio. Los médicos de una sociedad
agrafa como la Inca, los galenos amautas, se las llevaron por lo visto consigo.
(177)

Sus poderosas propiedades bactericidas (17, 80, 186), han sido utiles, durante
milenios, para conservar nuestro tubérculo bandera, la papa contra las plagas
en la germinacion de sus semillas y también, durante su almacenamiento
porque tiene un fuerte efecto repelente sobre los "gusanos de tierra" que
devoran los tubérculos, tallos, hojas y es antimoho; de igual manera protege al
maiz, col y cebolla. (177)

En algunos lugares de Colombia la emplean como repelente contra las pulgas

y podria igualmente utilizarse para el control del gorgojo del frijol. (185)
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Su aceite esencial se utiliza contra la gusanera de las papas y del maiz, para
combatir piojos y pulgas, la babosa, en los cultivos de hortalizas, los piojos del
repollo y en el campo pecuario es utilizado para controlar los ectoparasitos y
endoparasitos de los animales domésticos y ganado, ademas para curar sarna
en equinos y camélidos. (179)

Es recomendable también para la fumigacion de insectos molestos como
zancudos y moscas. (178)

La medicina popular no podia dejar de beneficiarse con tantas virtudes
curativas y alimenticias. Asi, su empleo como infusiébn o mate (hojas y flores)
es imprescindible para aliviar malestares estomacales, flatulencias, afecciones
diarreicas, vomitos y afecciones reuméticas, ademas posee propiedades
sedantes y hemostéticas (170, 177, 187)

En casos de soroche o mal de altura ayuda a liberar los bronquios y disipar el
mareo. (178)

Estimula la prevencién de la mayoria de problemas respiratorios y ayuda a
descongestionar las vias respiratorias (164), es excelente contra la halitosis
(188) y para combatir jaquecas (179).

Tiene propiedades carminativas por lo que es aconsejable contra las
flatulencias que padecen especialmente los nifilos y bebés, aunque su uso es
para todas las edades. Asimismo ayuda a eliminar los parasitos intestinales.
(178)

Hieronymus en su obra Plantae diaphoricae florae argentinae (1882) menciona
su empleo con éxito contra el coélera, por parte de los serranos de Cordoba.
También se emplea como saborizante y aromatizante en la elaboracion de

licores y bebidas amargas (189)
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Los hueseros logran recuperaciones asombrosas aplicando su aceite esencial
en luxaciones y frotaciones antirreumaticas, en las enfermedades crénicas del
aparato respiratorio. (177)

En recientes investigaciones efectuadas por laboratorios de Austria y Suiza se
ha descubierto que su composicion quimica favorece la curacion de
innumerable afecciones a los ojos, tales como la catarata, degeneracion
macular, la miopia. Y favorece la agudeza en la vision. (177)

Los indigenas del Pera la emplearon como resolutiva de tumores y sus hojas
mezcladas con chilca eran recomendadas en fracturas de huesos. (189)

Es asi como las hojas de mufia contribuyen en la curacion de fracturas,
luxaciones y tumores ocasionados por golpes. (178),

Quizas uno de sus usos menos conocidos, es la fabricacion de la pdlvora
llamada Q'oa Muna; elaborada a partir de sus tallos lefilosos cargados con su
resina. Esta polvora del ande es utilizada en algunas comunidades de

Ayacucho en los fuegos artificiales durante las fiestas patronales. (177)

2.3.5.1.4. Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de los aceites esenciales no se conoce en toda su
extension. Se sabe que protegen a las plantas contra los agentes externos y
que en general tienen una elevada capacidad antioxidante. Observaciones
realizadas al microscopio electronico han mostrado una rotura de la membrana
celular de los microorganismos sensibles a su accion, aunque se desconocen

de momento los procesos que la provocan.
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La actividad de estos productos sobre el desarrollo de los microorganismos se
puede clasificar en dos apartados:

- Actividad antifungica: control del crecimiento de los hongos filamentosos y
levaduras.

- Actividad antibacteriana: control del desarrollo de bacterias. En general, las
dosis precisas para el control antibacteriano son mas elevadas que para el
control antifungico.

Se ha reportado que las bacterias Gram negativas son menos resistentes a la
accion de los aceites que las Gram positivas como resultado de las cadenas
alifaticas como sustituyentes en los anillos fendlicos de los componentes del
aceite (185). Asimismo, este efecto estd asociado con aceites esenciales que
contengan carvacrol y timol los cuales tienen mayor rendimiento antibacterial.
(1, 190, 191)

Se ha reportado en literatura que los compuestos quimicos encontrados en el
aceite esencial de la esta planta tales como los fenoles isoméricos: carvacrol y
el timol pueden tener caracteristicas antimicrobianas similares, el bajo pH de
estas moléculas y su naturaleza hidrofébica posiblemente conducen a una
mejor union a las areas hidrofébicas de las proteinas (192) y la bicapa lipidica
de la membrana citoplasmatica bacteriana que causan la pérdida de su
integridad, salida del material celular tal como iones, Adenosin Trifosfato (ATP)

y acidos nucleicos. (193)
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2.3.5.2. OREGANO (Origanum vulgare)

Origanum vulgare (Labiate) “orégano” es una planta originaria de la region
mediterranea de Europa. Su cultivo es muy difundido en Grecia, Italia, Espafa,
Turquia, Francia, Albania, Yugoslavia y Marruecos. En América, los principales
productores son: México, Brasil, Chile y Costa Rica. En el Peru, los centros de
mayor produccion se encuentran en el departamento de Tacna con 1 091 ha.,
seguido por Moquegua con 328 ha. y Arequipa con 286 ha. En el departamento
de Arequipa, existe un crecimiento considerable de areas agricolas destinadas
a este cultivo, siendo las provincias de mayor produccion Caylloma con 194 ha.;
y Arequipa (Chiguata y Quiscos) con 92 ha. En el departamento de Moquegua,
las principales zonas productoras se encuentran en los distritos de Carumas
con 98 ha., Cuchumbaya con 76 ha., San Cristébal con 53 ha., Torata con 37
ha. y Puquina con 36 ha. (194). Las hojas y sumidades floridas se aplican en el
campo farmacéutico debido a las propiedades ténicas, amargoexcitantes,
antisépticas, diuréticas y antiespasmaédicas. Sobre el poder antiséptico de los
aceites esenciales de plantas pertenecientes especialmente a las familias
Labiadas hay amplia informacion. Todas contienen un compuesto o principio
activo propio pero varios compuestos son comunes a numerosas especies. Las
plantas de uso tradicional ofrecen posibilidades para la busqueda de principios
bioactivos o Etnomedicina siendo una alternativa de uso de antisépticos

estandar. (122)
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2.3.5.2.1. Etimologia

El nombre del género Origanum proviene de los vocablos griegos oros, que
significa montafia y ganos, alegria, en referencia al bello aspecto que esta
planta le da a las regiones donde crece.

Nombres comunes en algunos paises o idiomas:

Espafiol: orégano de Espafa, fluriéngano, mejorana bastarda, mejorana
silvestre.

Inglés: common marjoran. Wild marjoran, oregano. (195)

2.3.5.2.2. Descripcién de la planta

Planta herbacea. Los tallos son erectos, de unos 90 cm 0 mas, generalmente
ramificados. Las hojas son ovaladas. Sus flores estas dispuestas en espiga de
verticilastros. El caliz, punteado de glandulas amarillas, con 5 dientes iguales,
es piloso. La corola de 4-7 mm, es bilabiada, con el labio superior entero o
escotado Yy el inferior trilobulado, blanco o rojo-purpura. Florece desde julio

hasta septiembre. (196)

2.3.5.2.3. Ecologia y corologia

Cameéfito que vive en lugares secos y montafiosos formando pequefias matas
aisladas, suele aparecer en bordes de caminos, bosques poco densos y sus
linderos, hasta los 2,000 m de altitud. Tiene preferencia por los suelos calizos,

es raro encontrarla en terrenos siliceos. (197)
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2.3.5.2.4. Cultivo

El orégano se cultiva con fines comerciales en gran parte del mundo pero, la
mayor parte de la planta destinada al consumo, procede de plantas silvestres
recolectadas en la regidon mediterranea y especialmente, en el sur de ltalia. El
cultivo suele durar de 6 a 8 afios, aunque a partir del primer afio su rendimiento
disminuye. Se multiplica por semillas que germinan facilmente. La siembra
debe hacerse en semillero, previamente abonado, hacia finales de febrero. Se

trasplantara al terreno de asiento hacia finales de marzo. (198)

2.3.5.2.5. Caracteristicas

Caracteristicas morfoldgicas

El caliz tubuloso es de color violaceo. La corola es bilabiada de color rosa o
parpura, con el tubo més largo que el caliz, el labio superior es escotado y el
inferior trilobulado. Las bracteas son alargadas, ovaladas, herbaceas, de color
rojo-violaceo en la superficie externa y mas claras en la interna, con los nervios
prominentes en la superficie externa. Las hojas, de color verde, el tallo es

cuadrangular, de color verde amarillento, con areas rojizas pilosas. (199)

Caracteristicas organolépticas

Olor aromatico. Sabor un poco amargo. (200)
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2.3.5.2.6. Composicidon quimica

Contiene aceite esencial, cuya composicion puede variar segun su
procedencia. Generalmente contiene fenoles (timol y carvacrol); hidrocarburos
monoterpénicos (limoneno, a y b-pineno, pcimeno); sesquiterpénicos (b-
cariofileno y bbisaboleno); linalol y terpinen-4-ol. El orégano procedente del
centro de Europa, produce un aceite esencial pobre, o incluso privado de
fenoles. También podemos encontrar acidos fendlicos (cafeico, rosmarinico y
clorogénico), taninos, principios amargos, flavonoides (luteolol, kaempferol,
diosmetol y derivados del apigenol), triterpenos derivados de los acidos ursolico
y oleanolico. (201, 202)

Se conoce que los componentes activos de plantas, hierbas y especias son
compuestos fendlicos. Estos compuestos son probablemente los componentes
antimicrobianos mayoritarios presentes en aceites esenciales de las especias.
(202)

Algunos aceites esenciales contienen hasta el 85% de componente
antimicrobiano mientras que otros componentes pueden estar presentes solo
en trazas. El orégano tiene un 80% de carvacrol y 64% de timol, por lo que se
determina que tiene mas alta cantidad de componente antimicrobiano que el

cilantro, canela, romero, clavo y tomillo. (203)

2.3.5.2.7. Accion farmacologica
Se considera espasmolitica, digestiva, carminativa, aperitiva, colerética,
expectorante, antiséptica de las vias respiratorias, diurética, tonica. En uso

externo es cicatrizante, analgésica, antiséptica y antifingica. Se reconoce las
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propiedades antisépticas de las vias respiratorias, expectorantes, béquicas,
carminativas, digestivas, aperitivas, coleréticas, espasmoliticas, diuréticas,
antirreumaticas, sedantes y diaforéticas, aunque deja claro que estas acciones
no estan comprobadas y se incluye en la lista negativa. (201)

El aceite de orégano es un antiséptico excepcional y tiene propiedades
calorificas, secantes, y aromaticas. Se utiliza con frecuencia como un
antibiotico con un amplio espectro antibacteriano, asimismo tiene propiedades
antivirales y antimicéticas de alta potencia que no se encuentran en los
antibioticos estandar. Se toma contra resfriados y gripes, candidiasis, hongos
patdgenos microscopicos, dolores musculares incluyendo artritis y fibromialgia,
practicamente todos los microbios nocivos incluyendo antrax y parasitos de
todas clases, aun la espiroqueta de la enfermedad de Lyme (producida por
bacterias que son huéspedes de la garrapata). Para los padecimientos de los
pulmones como por ejemplo asma, tos ferina, pulmonia y tuberculosis, se
puede tomar el aceite oralmente y se puede absorber a través del método de
vapor. Para las enfermedades externas (Acné€, verrugas, soriasis, tifia, caspa,
picaduras de abeja y piquetes venenosos), infecciones de dientes y de encias
(se frota con los dedos) y para el pie de atleta, se puede aplicar el aceite

topicamente asi como también se puede tomar por via oral. (204)

2.3.5.2.8. Indicaciones

Espasmos  gastrointestinales, flatulencia, inapetencia, dispepsias
hiposecretoras, diarreas; afecciones de las vias respiratorias como faringitis,
bronquitis, traqueitis, toses espasmodicas, asma, enfisema; disquinesias

hepatobiliares, colecistitis; amenorreas, dismenorreas. En uso externo esta
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indicado en inflamaciones osteoarticulares, heridas, Ulceras, dermatomicosis,
otitis, sinusitis, odontalgias. Su aceite esencial es utilizado en cosmética por su
accion antioxidante. (199, 201)

Se indica en infecciones y trastornos de las vias respiratorias y de las vias
urinarias, en problemas gastrointestinales y menstruaciones dolorosas.

Advierte que su efectividad no esta demostrada. (202)

2.3.5.3. MECANISMO DE ACCION DEL ACEITE ESENCIAL SOBRE LOS
MICROORGANISMOS

Los mecanismos de accidn de los diversos compuestos organicos de las
plantas son variables; por ejemplo, la toxicidad de los fenoles se atribuye a la
oxidacion de compuestos, los terpenos estan involucrados en el rompimiento
de la membrana, a través de los compuestos lipofilicos; los alcaloides se
intercalan en la doble cadena del ADN, mientras que las lectinas y polipétidos
pueden formar canales i6nicos en la membrana microbiana o causar la
exclusion competitiva por adhesidbn de proteinas microbianas a los
polisacéaridos receptores del hospedero.

Se puede decir que el principal mecanismo de accién antibacteriano es la
disrupcion de la membrana celular bacteriana, mediante tres posibles vias:
Aumentando su permeabilidad a pequefios iones, afectando la estabilidad
estructural y desestabilizando el empaquetamiento de la bicapa lipidica,
produciendo la muerte del Streptococcus mutans. (205)

Ademas, los aceites esenciales al permeabilizar la membrana celular conduce
a la pérdida de iones, al colapso de la bomba de protones y a la disminucion

del ATP lo cual inevitablemente conduce a la muerte celular; también se ha
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encontrado que a nivel citoplasmatico puede actuar sobre lipidos y proteinas

coagulando dichas moléculas (206).

2.4. Formulacion de hipotesis

2.4.1. Hipdtesis general

La CMI del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) y Origanum vulgare
(orégano) presentan mayor efecto inhibidor frente a cepas de Enterococcus
faecalis en comparacion con sustancias antimicrobianas usadas en la terapia
pulpar.

2.4.2. Hipdtesis especificas

Primera Etapa:

1. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de Enterococcus faecalis es al
10%

2. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Origanum

vulgare (orégano) frente a cepas de Enterococcus faecalis es al 30%

Segunda Etapa:
3. La medida del halo de inhibicion formado por la CMI del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de Enterococcus faecalis

disminuye al cabo de 24 y 48 horas.
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4. El efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) frente a cepas de Enterococcus faecalis disminuye al cabo de 24
y 48 horas.

5. La medida del halo de inhibicion formado por el aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100% frente a cepas de Enterococcus
faecalis disminuye al cabo de 24 y 48 horas.

6. El efecto inhibidor del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al
100% frente a cepas de Enterococcus faecalis disminuye al cabo de 24y 48
horas.

7. El efecto inhibidor del Hipoclorito de Sodio al 5% frente a cepas de
Enterococcus faecalis disminuye al cabo de 24 y 48 horas.

8. La medida del halo de inhibicion del Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®) frente
a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas es nula.

9. La medida del halo de inhibicién formado por el Clorhexidina al 2% (gel)
frente a cepas de Enterococcus faecalis se mantiene al cabo de 24 y 48
horas.

10. La medida del halo de inhibicién formado por la Clorhexidina al 2%
(solucion) frente a cepas de Enterococcus faecalis se mantiene al cabo de
24 y 48 horas.

11. El efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) y CMI del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) es
mayor que el Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare (orégano) al 100%, Hidréxido de
Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucion)

frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 horas.
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12. El efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys

mollis (mufia) y CMI del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) es

mayor que el Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de Minthostachys

mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare (orégano) al 100%, Hidréxido de

Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucion)

frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 48 horas.

13. El efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys

mollis (mufia), CMI del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al

cabo de 24 y 48 horas es mayor que el Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite

esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare

(orégano) al 100%, Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2%

(gel) y Clorhexidina al 2% (solucién) frente a cepas de Enterococcus faecalis.

2.5. Operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLE TIPO
Categdrica.
Sustancia Cualitativa
antimicrobiana nominal.

Independiente

INDICADOR

Identificacién
organoléptica
de las

sustancias
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ESCALA VALORES

CMI de aceite esencial de
Minthostachys mollis
(mufia)
CMI de aceite esencial de
Nominal

Origanum vulgare

(orégano)

Aceite esencial de mufa

al 100%



Efecto inhibidor

Tiempo de

exposicion

Numérica.
Cuantitativa.

Dependiente

Categérica
Cualitativa
ordinal.

Interviniente

Diametro del
halo de

inhibicion

Tiempo de

accion

antimicrobiana

2.6. Definicién de términos basicos

Aceites esencial de

orégano al 100%

Hipoclorito de sodio al 5%

Hidréxido de calcio

(Calcifar-P®)

Clorhexidina 2% (gel)

Clorhexidina 2%

(solucién)
Razoén 6,1 a 30 mm

24 horas
Ordinal

48 horas

e Efecto inhibidor: Es el impedimento del crecimiento o destruccion (muerte)

de bacterias por la actividad de un agente antibacteriano natural o sintético.

Su mecanismo de accion depende de la sustancia antibacteriana; puede ser

por aumento de la permeabilidad de la membrana citoplasmatica alterando

los procesos esenciales de la célula bacteriana y finalmente provoca su

muerte o aprovechando la estructura o funcion bioquimica entre el huésped
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y las bacterias, causando por mecanismos especificos la muerte o inhibicion
del crecimiento de la bacteria. Para evaluar in vitro el efecto inhibidor se
empleara el método de difusion en agar por pozos.

Sustancia antimicrobiana: son elementos quimicos que se utilizan en
endodoncia para la antisepsia del sistema de conductos radiculares.

Aceite esencial: También denominada esencia. Producto de las plantas que
comunican a los érganos que las contienen, olor agradable. Quimicamente
son mezclas complejas de sustancias volatiles, generalmente liquidas, que
pueden extraerse por destilacion, por arrastre o por vapor de agua. Tienen
propiedades como: Antisépticos, digestivos, antiespasmaodicos y sedantes.
Inhibicion bacteriana: Se manifiesta con la formacion del halo de inhibicion
bacteriano alrededor de pozos que contienen sustancias antibacterianas en
un agar con cultivos microbiolégicos en placas petri.

Cepa bacteriana: Todos los organismos descendientes de un cultivo puro,
por tanto, con fenotipo y genotipo definidos.

Bacterias anaerobias facultativas: Bacterias que se caracterizan por una
peculiar versatilidad en el aspecto respiratorio, pues se desarrollan tanto en
presencia como en ausencia de oxigeno atmosférico.

Sistema de Conductos Radiculares: Segun la topografia interna de las
piezas dentarias, a nivel de la raiz encontramos no s6lo uno o dos conductos,
de acuerdo a lo afirmado por Hess, Meyer y Robertson, sino que el conducto
puede dividirse en numerosos conductos laterales y accesorios
(ramificaciones). Por lo tanto, el concepto de "sistema de conductos

radiculares", describe mejor esta realidad anatémica.
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Factores de virulencia: Primeramente se explica virulencia como el grado de
patogenecidad, que es la capacidad de un microorganismo de producir dafio.
Por lo tanto, los factores de virulencia bacterianos son las “armas de ataque”
que ayudan a la bacteria a invadir al huésped, causar enfermedad, evadir
las defensas del huésped, un ejemplo es la presencia de capsula en la
bacteria.

Bacteria plancténica: Es la forma o estado en que viven las bacterias en la
naturaleza que se caracteriza por su libre flotacion.

Concentracion Minima Inhibitoria: Es la concentracibn mas baja de un
antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un microorganismo después de
su incubacion.

Potencial 6xido reduccién: También denominado Potencial Redox indica las
relaciones de oxigeno de los microorganismosvivos y puede ser utilizado
para especificar el ambiente en que un microorganismo es capaz de generar
energia y sintetizar nuevas células sin recurrir al oxigeno molecular, por
ejemplo: los microorganismos aerobios requieren valores Redox positivos y
los anaerobios negativos. Cada tipo de microorganismo solo puede vivir en
un estrecho rango de valores Redox.

Cicatriz apical: Es un tejido cicatrizal en el lugar de formacion de hueso,
formado a partir de un tejido conectivo fibroso, con gruesos haces de
colageno vy fibrocitos fusiformes.

Cameéfito: Es una subdivisién principal de los biotipos de plantas terrestres,
gue es su proceso de adaptacion o convergencia al clima y ambientes
diversos, desarrollan una serie de caracteres externos, morfolégicos y

estructurales. Estos caracteres externos predominantes forman categorias
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gue son esenciales para el conocimiento de las formaciones y comunidades
vegetales de la tierra, son los llamados biotipos. Dentro del sistema de
Raunkiaer el biotipo Caméfito es la planta herbacea o lefiosa vivaz cuya
yemas de reemplazo se encuentran en vastagos por debajo de los 50 cm.
de altura, pudiendo variar hasta 20 cm. en climas frios y un metro en los
calidos. Cabe resaltar que sus yemas muchas veces quedan protegidas por
la cubierta nival.

Adsorcion: Es un proceso por el cual &tomos, iones o moléculas de gases,
liquidos o solidos disueltos son atrapados o retenidos en una superficie.
Hemicriptofita: Proviene del griego que literlamente significa “planta medio
escondida”. Son plantas cuyas yemas o brotes apenas asoman sobre el
suelo en la época desfavorable y en las que la mayor parte del volumen de
cada individuo se encuentra bajo tierra.

Béquico: Propiedad de una sustancia o planta medicinal que sirve para

mitigar la tos.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

3.1. Tipo y nivel de la investigacion
El tipo de investigacion fue experimental, prospectivo, longitudinal y analitico.

El nivel de investigacion fue explicativo.

3.2. Disefio de la investigacion
El disefio fue experimental porque se controlaron las variables en un ambiente

de laboratorio con participacion directa del investigador.

3.3. Poblacion y muestra

3.3.1 Poblacion: Bacterias propias de periodontitis apical persistente.

3.3.2 Muestra: Cepas de Enterococcus faecalis empleadas para evaluar el
efecto inhibidor del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) y Origanum
vulgare (orégano) en 56 placas Petri para que exista validez estadistica.

Cabe resaltar que las sustancias antimicrobianas a comparar también fueron
colocadas en las mismas 56 placas Petri segun se explica en técnicas e
instrumentos de recoleccion de datos.

3.3.3 Método de seleccion: Muestreo no probabilistico. Intencional.
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3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

A. Adquisicién de los aceites esenciales

Los aceites esenciales de orégano y mufia fueron comprados en la empresa
Essential Oils Peru de la Bi6loga Georgette Callirgos, quien certifico la pureza
de los mismos. (Ver anexo N° 1)

Cada frasco contenian 10 ml de aceite esencial conservados de acuerdo a un

protocolo de conservacion de la misma empresa. (Ver anexo N° 2)

B. Reactivacion de la cepa bacteriana

El medio caldo tioglicolato de sodio se utiliz6 para la reactivacion de los
Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

La cepa fue reactivada incubandola en el caldo tioglicolato de sodio por 24
horas a 37°C estableciéndose su viabilidad por la turbidez del caldo, luego fue
sembrada en agar sangre por 24 horas a 37°C para la identificacibn mediante
las caracteristicas macroscopicas y la tincion Gram que verificaron la pureza

de las cepas. (Ver anexo N° 3)

C. Concentracion Minima Inhibitoria

Se prepara el agar Muller Hinton y se vierte en las 10 placas petri de 100 mm.
X 15 mm. hasta un espesor de 4 mm. se dividen las zonas de los pozos
rotulandose con las iniciales de las sustancias que seran colocadas;
adicionalmente se colocan 2 placas petri mas en la estufa a 37°C. por 24 horas.
Este procedimiento se realizo para cada aceite esencial, probando diferentes

concentraciones, primero mayores y luego, una vez hallado el intervalo menor,
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se probaron concentraciones minimas también en otras 10 placas Petri por
cada aceite esencial, hallando la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) (Ver

anexo N° 3)

D. Preparacion de los medios de cultivo

Luego de hallar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada aceite
esencial, se preparé nuevamente el medio de cultivo Mueller Hinton segun las
instrucciones del fabricante repartiéndose en 56 placas petri (L00mm x 15mm)
a razon de un espesor de 4 mm. por placa.

Se dejaron solidificar a temperatura de medio ambiente por 15 minutos, se
rotularon las placas en la parte posterior con el nombre de la sustancia a
investigar (aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 100%, mufa al
10%, hipoclorito de sodio, hidroxido de calcio (Calcifar-P), aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano) al 100%, aceite esencial de orégano al 30%,
clorhexidina al 2% gel y solucién, tween 20. Se realiz6 el control de esterilidad

incubando el material a 37°C por 24 horas. (Ver anexo N° 3)

E. Prueba de Sensibilidad

Método de difusién en agar por pozos

Para el ensayo microbiologico se utilizo un método modificado de Kirby- Bauer,
qgue se fundamenta en la inhibicion del crecimiento bacteriano, mediante la
difusion de sustancias activas en un medio soOlido, que se evidencia

posteriormente por la formacion de halos claros. (189, 211)

83



Para lo cual se hicieron pozos en el agar mediante perforaciones de 6 mm. de
diametro utilizando sacabocados estandarizados para agar. Se hicieron pozos
en cada placa petri, sembrandose 100 ul. de suspension bacteriana y luego se
colocaron el aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis) al 100%, aceite
esencial de mufia al 10% (CMI), aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)
al 100%, aceite esencial de orégano al 30% (CMI), hipoclorito de sodio al 5%,
gluconato de clorhexidina al 2%, Calcifar - P ® y Tween 20 como control, la cual
no formao halo de inhibicion en ninguna de las placas petri, manteniéndose como
constante en 0 mm. garantizando la siembra bacteriana y la formacion de halos

de inhibicién por cada sustancia antimicrobiana. (Ver anexo N° 3)

Preparacion del Inoculo

Para estandarizar la densidad del indculo se utilizd6 una suspension de sulfato
de bario (0,5 en la escala de Mac Farland) como estandar de turbidez. Se
tomaron 5 colonias aisladas del agar tripticasa de soya (cultivado 24 horas
antes) y se procedié a ajustar el indculo en caldo tripticasa de soya por
comparacion visual hasta la turbidez (1x106 - 5x106 UFC/ml) equivalente al
tubo N° 0,5 en la escala de Mac Farland. Luego se procedié a tomar 100 ul. de
cada suspension bacteriana y sembrar en placas petri conteniendo agar Mueller
Hinton mediante hisopado uniforme y en todas direcciones girando la placa.

(Ver anexo N° 3)

Inoculacién del principio activo
En cada pozo se colocd 100 ul. de las soluciones a comparar mediante una

micropipeta.
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Las placas se incubaron a 37°C incluyéndose dos placas controles para
comprobar la viabilidad de las bacterias y la esterilidad del medio, después de
las cuales se realizo la medicion de los halos de inhibicion con un calibrador
vernier o regla pie de rey a las 24 y 48 horas. (Ver anexo N° 3)

Las medidas de los diametros formados por los halos de inhibicion fueron
registrados en una ficha de recoleccion de datos, tanto en la primera etapa
como en la segunda etapa del experimento. (Ver anexo N° 4)

Al final del trabajo en laboratorio, se eliminaron las placas Petri, sustancias y
elementos biolégicos segun las normas de eliminacion de residuos comunes y
especiales de los laboratorios de la Universidad Privada Norbert Wiener. (Ver

anexo N° 5)

3.5. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Los halos de inhibicién de cada sustancia se midieron a las 24 horas y se hall6
un promedio para comparar la efectividad antimicrobiana de cada una, lo mismo
se hizo a las 48 horas.

A continuacién se comparé cada promedio encontrados para saber su
eficiencia en el tiempo.

Los datos fueron procesados en una computadora Pentium Core 15, mediante
el programa SPSS. La presentacion de resultados se realizé mediante cuadros
y gréficos. Las pruebas estadisticas de significancia realizadas fueron la T de
student, el analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey utilizando un

nivel de significancia p<0,05.
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CAPITULO IV
PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS
4.1. Procesamiento de datos: Resultados
Tabla N° 1: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de

Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de Enterococcus faecalis.

N° Mufia Mufia Mufia Mufia Mufia Mufia Mufa

5,5% 10% 10,5% 15% 15,5% 20% 20,5%
1 6 6,46 6,51 6,58 6,62 6,63 6,63
2 6 6,48 6,5 6,61 6,64 6,64 6,65
3 6 6,5 6,53 6,64 6,66 6,67 6,67

1.- La Concentracibn Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufa) frente a cepas de Enterococcus faecalis fue al

10%.

Tabla N° 2: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de

Origanum vulgare (orégano) frente a cepas de Enterococcus faecalis.

Orégano H Orégano | Orégano  Orégano A Orégano Orégano | Orégano | Orégano @ Orégano

N® 25,5% 30% 30,5% 35% 35,5% 40% 40,5% 45% 45,5%
1 6 6,46 6,47 6,51 6,53 6,55 6,58 6,61 6,63
2 6 6,43 6,45 6,53 6,53 6,56 6,57 6,6 6,64
3 6 6,47 6,47 6,54 6,54 6,56 6,58 6,58 6,63

2.- La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Origanum

vulgare (orégano) frente a cepas de Enterococcus faecalis fue al 30%.
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Tabla N° 3: Medida del halo de inhibicién formado por la CMI del aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo

de 24 y 48 horas.

. . Desviacion
Tiempo N Media estandar T p
24 horas 56 6,46 1,27 .
48 horas 56 6,08 0,50 2,06 0,04

*p<0,05 existe diferencia significativa

Grafico N° 3: Medida del halo de inhibicion formado por la CMI del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de Enterococcus

faecalis al cabo de 24 y 48 horas.
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3.- La medida del halo de inhibicién formado por la CMI del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufa) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo
de 24 horas fue de 6,46 mm. = 1,27 mm. y a las 48 horas de 6,08 mm. + 0,5

mm. Diferencia que fue estadisticamente significativa (p<0,05).
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Tabla N° 4: Efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Origanum vulgare

(orégano) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.

i q Desviacion
VIS N e estandar T p
24 horas 56 6,45 0,98
*
48 horas 56 6,10 0.36 2,56 0,01

*p<0,05 existe diferencia significativa

Grafico N° 4: Efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Origanum vulgare

(orégano) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.
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4.- El efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 horas fue de
6,45 mm. + 0,98 mm. y a las 48 horas fue 6,10 mm. + 0,36 mm. Diferencia que

fue estadisticamente significativa (p<0,05).
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Tabla N° 5: Medida del halo de inhibicion formado por el aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100% frente a cepas de Enterococcus faecalis

al cabo de 24 y 48 horas.

. . Desviacion
Tiempo N Media estandar T p
24 horas 56 7,12 0,98
2,63 0,01*
48 horas 56 6,58 1,18

*p<0,05 existe diferencia significativa

Gréfico N° 5: Medida del halo de inhibicion formado por el aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100% frente a cepas de Enterococcus faecalis

al cabo de 24 y 48 horas.
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5.- La medida del halo de inhibicibn formado por el aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100% frente a cepas de Enterococcus faecalis
al cabo de 24 horas fue 7,12 mm. = 0,98 mm. y a las 48 horas fue 6,58 mm. +

1,18 mm. Diferencia que fue estadisticamente significativa (p<0,05).
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Tabla N° 6: Efecto inhibidor del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano)

al 100% frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.

. . Desviacion
Tiempo N Media estandar T p
24 horas 56 7,56 1,50
. : 2,01 0,04~
48 horas 56 6,82 2,21

*p<0,05 existe diferencia significativa

Gréfico N° 6: Efecto inhibidor del aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) al 100% frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48

horas.
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6.- El efecto inhibidor del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al
100% frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 horas fue de 7,56
mm. + 1,5 mm. y a las 48 horas fue 6,82 mm. = 2,21 mm. Diferencia que fue

estadisticamente significativa (p<0,05).
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Tabla N° 7: Efecto inhibidor del Hipoclorito de Sodio al 5% frente a cepas de

Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.

: . Desviacién
Tiempo N Media estandar T p
24 horas 56 9,47 1,63 N
48 horas 56 8,57 1,69 2,85 0,04

*p<0,05 existe diferencia significativa

Grafico N° 7: Efecto inhibidor del Hipoclorito de Sodio al 5% frente a cepas de

Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.
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7.- El efecto inhibidor del Hipoclorito de Sodio al 5% frente a cepas de
Enterococcus faecalis al cabo de 24 horas fue 9,47 mm. + 1,63 mm. y a las 48
horas fue 8,57 mm. £ 1,69 mm. Diferencia que fue estadisticamente significativa

(p<0,05).
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Tabla N° 8: Medida del halo de inhibicién del Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®)

frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.

. . Desviacion
Tiempo N Media estandar T p
24 horas 56 6,01 0,11
0,38 0,70*
48 horas 56 6,01 0,06

*p>0,05 no existe diferencia significativa

Grafico N° 8: Medida del halo de inhibicién del Hidréxido de Calcio (Calcifar-

P®) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.
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8.- La medida del halo de inhibicién del Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®) frente
a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 horas fue 6,01 mm. + 0,11 mm.
y a las 48 horas fue 6,01 mm. £ 0,06 mm. Diferencia que no fue

estadisticamente significativa (p>0,05).
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Tabla N° 9: Halo de inhibicién formado por la Clorhexidina al 2% (gel) frente a

cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.

. Desviacion
Grupo N Media estandar T p
24 horas 56 21,98 4,29
0,55 0,57
48 horas 56 21,52 4,25

*p>0,05 no existe diferencia significativa

Grafico N° 9: Halo de inhibicién formado por la Clorhexidina al 2% (gel) frente

a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.
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9.- La medida del halo de inhibicion formado por la Clorhexidina al 2% (gel)
frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 horas fue 21,98 mm. +
4,29 mm. y a las 48 horas fue 21,52 mm. + 4,25 mm. Diferencia que no fue

estadisticamente significativa (p>0,05).

93



Tabla N° 10: Halo de inhibicion formado por la Clorhexidina al 2% (solucién)

frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.

. Desviacion
Grupo N Media estandar T p
24 horas 56 23,05 1,52
0,60 0,54
48 horas 56 22,87 1,64

*p>0,05 no existe diferencia significativa

Grafico N° 10: Halo de inhibicién formado por la Clorhexidina al 2% (solucién)

frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.
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10.- La medida del halo de inhibicibn formado por la Clorhexidina al 2%
(solucién) frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 horas fue de
23,05 mm. + 1,52 mm. y a las 48 horas fue 22,87 mm. + 1,64 mm. Diferencia

gue no fue estadisticamente significativa (p>0,05).
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Tabla N° 11: Efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) y CMI del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) en
comparacion al Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare (orégano) al 100%, Hidroxido de
Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucién)

frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 horas.

. . Desviacion
Sustancia N Media estandar p
antimicrobiana (mm.) (mm.)
Aceite esencial de
Origanum vulgare 56 7,56 1,50
(orégano) al 100%
Aceite esencial de
Origanum vulgare
(orégano) al 30% 56 6.45 0,98
(CMI)
Aceite esencial de
Minthostachys mollis 56 6,46 1,27
(mufia) al 10% (CMI) .
Aceite esencial de 0,000
Minthostachys mollis 56 7,12 0,98
(mufa) al 100%
Hipoclorito de Sodio
al 5% 56 9,47 1,63
Hidréxido de Calcio
(Calcifar-P®) 56 6,01 0,11
Clorhexidina 2% (gel) 56 21,98 4,29
— 5
CIorheX|d.|pa 2% 56 23.05 1,52
(solucién)

ANOVA: p=0,000<0,05 existe diferencia significativa
En la tabla se aprecia que existe diferencias significativas entre las medias de

los halos de inhibicién producidos por las sustancias antimicrobianas.
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Test de comparaciones multiples HSD de Tukey

Sustancia Diferencia
antimicrobiana (1) Crees () ée E?S‘;'as Sig.
Aceite esencial de Origanum vulgare .
(orégano) al 30% (CMI) 1,10661 0,043
Aceite esencial de Minthostachys mollis .
(mufia) al 10% (CMI) 1,10125 0,043
Aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufia) al 100% 0,43875 0,927
Aceite esencial de
Origanum vulgare Hipoclorito de Sodio al 5% -1,90589" 0,000
(orégano) al 100%
Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®) 1,54500" 0,001
Clorhexidina 2% (gel) -14,41839" 0,000
Clorhexidina 2% (solucion) -15,49518" 0,000
Aceite esencial de Origanum vulgare .
(orégano) al 100% -1,10661 0,043
Aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufia) al 10% (CMI) -0,00536 1,000
Aceite esencial Eie Minthostachys mollis -0,66786 0585
. . (mufa) al 100%
Aceite esencial de
Orlganum vulgare Hipoclorito de Sodio al 5% -3,01250" 0,000
(orégano) al 30%
(CMI)
Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®) 0,43839 0,927
Clorhexidina 2% (gel) -15,52500" 0,000
Clorhexidina 2% (solucion) -16,60179" 0,000
Aceite esencial de Origanum vulgare .
(orégano) al 100% -1,10125 0,043
Aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) al 30% (CMI) 0,00536 1,000
Aceite esencial de Minthostachys mollis
Aceite esencial de (mufia) al 100% -0,66250 0,595
Minthostachys mollis
(mufia) al 10% (CMI) Hipoclorito de Sodio al 5% -3,00714" 0,000
Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®) 0,44375 0,923
Clorhexidina 2% (gel) -15,51964" 0,000
Clorhexidina 2% (solucion) -16,59643" 0,000
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Aceite esencial de Origanum vulgare

(orégano) al 100% -0,43875 0,927
Aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) al 30% (CMI) 066786 0,585
Aceite esencial de Aceite esencigl de Minothostachys mollis 0.66250 0.595
Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI)
N 0,
(mufia) al 100% Hipoclorito de Sodio al 5% -2,34464" 0,000
Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®) 1,10625" 0,044
Clorhexidina 2% (gel) -14,85714" 0,000
Clorhexidina 2% (solucion) -15,93393" 0,000
Aceite esencial de Origanum vulgare .
(orégano) al 100% 1,90589 0,000
Aceite esencial de Origanum vulgare .
(orégano) al 30% (CMI) 3,01250 0,000
Aceite esencial de Minthostachys mollis .
o | (mufia) al 10% (CMI) 3,00714 0,000
Hipoclorito de Sodio : : : :
al 5% Aceite esencial cje Minthostachys mollis 2.34464" 0,000
(mufa) al 100%
Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®) 3,45089" 0,000
Clorhexidina 2% (gel) -12,51250" 0,000
Clorhexidina 2% (solucion) -13,58929" 0,000
Aceite esencial de Origanum vulgare "
(orégano) al 100% -1,54500 0,001
Aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) al 30% (CMI) -0,43839 0,927
Aceite esencial de Minthostachys mollis
o _ (mufia) al 10% (CMI) -0,44375 | 0,923
Hidroxido de Calcio : : : :
(Calcifar-P®) Aceite esencial de Minthostachys mollis | .
(mufia) al 100% 1,10625 0,044
Hipoclorito de Sodio al 5% -3,45089" 0,000
Clorhexidina 2% (gel) -15,96339" 0,000
Clorhexidina 2% (solucion) -17,04018" 0,000
Aceite esencial de Origanum vulgare .
(orégano) al 100% 14,41839 0,000
Clorhexidina 2% (gel) Aceite esencial de Origanum vulgare 15 52500" 0.000
°(g (orégano) al 30% (CMI) ' '
Aceite esencial de Minthostachys mollis 15.51964° 0,000

(mufa) al 10% (CMI)
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Aceite esencial de Minthostachys mollis

(mufia) al 100% 14,85714 0,000

Hipoclorito de Sodio al 5% 12,51250° 0,000
Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®) 15,96339" 0,000
Clorhexidina 2% (solucion) -1,07679 0,059

Aceite esencial de Origanum vulgare

(orégano) al 100% 15,49518 0,000

Aceite esencial de Origanum vulgare

(orégano) al 30% (CMI) 16,60179 0,000

Aceite esencial de Minthostachys mollis .
Clorhexidina 2% (mufia) af 10% (CMD oo o
0

(solucién) Aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufa) al 100%

15,93393" 0,000

Hipoclorito de Sodio al 5% 13,58929" 0,000
Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®) 17,04018" 0,000
Clorhexidina 2% (gel) 1,07679 0,059

La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

En la tabla se aprecia que la media de los halos de inhibicién de la Clorhexidina
al 2% (solucién) es mayor significativamente que la media de los halos
producidos por la Clorhexidina al 2% (gel) (p<0,05), Hidréxido de Calcio
(Calcifar-P®) (p<0,05), Hipoclorito de Sodio al 5% (p<0,05), aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100% (p<0,05), aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI) (p<0,05) y el aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) (p<0,05).

Asimismo, el efecto inhibidor del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano)
al 100% es significativamente mayor que el aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) al 30% (CMI) e Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®) (p<0,05);
de igual manera el aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 100% es
significativamente mayor que el Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI) e

Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®).
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También se infiere que los halos de inhibicion formados por el Hipoclorito de
Sodio al 5% es mayor significativamente que la media de los halos del aceite
esencial de Origanum vulgare (orégano) al 100% (p<0,05), aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) (p<0,05), aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI) (p<0,05), aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100% (p<0,05) e Hidréxido de Calcio (Calcifar-
P®) (p<0,05).

Finalmente, el Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®) tuvo menor efecto inhibidor
que el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) y el aceite
esencial de Minthostachys mollis (muia) al 10% (CMI), aunque estas

diferencias no fueron estadisticamente significativas (p>0,05).

Gréfico N° 11: Efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) y CMI del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) en
comparacion al Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare (orégano) al 100%, Hidroxido de
Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucién)

frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 horas.
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30% (CMI) 10% (CMmI) 100% 100%
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11.- El efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufia) y CMI del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) en
comparacion al Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare (orégano) al 100%, Hidroxido de
Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucién)
frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 horas tuvo las siguientes
caracteristicas:

- El aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI) tuvo un efecto
inhibidor mayor que el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30%
(CMI), Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®), aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa (p>0,05).

- El aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI) tuvo un efecto
inhibidor menor que el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 100%,
aceite esencial de Minthostachys mollis (muiia) al 100%, Hipoclorito de Sodio
al 5%, Clorhexidina 2% (gel) y Clorhexidina 2% (solucion). Diferencia que fue
estadisticamente significativa (p<0,05).

- El aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) tuvo un efecto
inhibidor mayor que el Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®), aunque la diferencia
no fue estadisticamente significativa (p>0,05).

- El aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) tuvo un efecto
inhibidor menor que el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 100%,
Hipoclorito de Sodio al 5%, Clorhexidina 2% (gel) y Clorhexidina 2% (solucion).
Diferencia que fue estadisticamente significativa (p<0,05).

- El aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) tuvo un efecto

inhibidor menor que el aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 10%
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(CMI), aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 100%, aunque la

diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0,05).

Tabla N° 12: Efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) y CMI del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) en
comparacion al Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare (orégano) al 100%, Hidroxido de
Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucién)

frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 48 horas.

Sustancia Media Desviacion
antimicrobiana N (mm.) estandar P
j (mm.)

Aceite esencial de
Origanum vulgare 56 6,82 2,21
(orégano) al 100%
Aceite esencial de
Origanum vulgare 56 6,17 0,59
(orégano) al 30% (CMI)
Aceite esencial de
Minthostachys mollis 56 6,08 0,50
(mufa) al 10% (CMI)
Aceite esencial de
Minthostachys mollis 56 6,58 1,18
(muna) al 100%
Hipoclorito de Sodio al

0,000*

5% 56 8,57 1,69
Hidréxido de Calcio
(Calcifar-P®) °6 6,01 0,08
Clorhexidina 2% (gel) 56 21,52 4,25
Clorhexidina 2% 56 22 87 164
(solucién) ' '

ANOVA: p=0,000<0,05 existe diferencia significativa
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Test de comparaciones multiples HSD de Tukey

Sustancia Diferencia
antimicrobiana (1) Crpes () b E?j;j'as Sig.
Aceite esencial de
Origanum vulgare

(orégano) al 30% (CMI) 0.65143 0.645
Aceite esencial de
Minthostachys mollis
(mufa) al 10% (CMI) 0.73714 0,485
Aceite esencial de
Minthostachys mollis
Aceite esencial de (mufia) a|y100% 0.24071 0,998
Origanum vulgare
(orégano) al 100% Hipoclorito de Sodio al
5% -1,75036" 0,000
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®) ,81214 0,354
Clorhexidina 2% (gel) -14,69911° 0,000
Clorhexidina 2%
(solucion) -16,05214" 0,000
Aceite esencial de
Origanum vulgare -0,65143 0,645
(orégano) al 100%
Aceite esencial de
Minthostachys mollis 0,08571 1,000
(mufa) al 10% (CMI)
Aceite esencial de
Minthostachys mollis -0,41071 0,954
Aceite esencial de (mufa) al 100%
Origanum vulgare Hipoclorito de Sodio al .
(orégano) al 30% (CMI) 5% -2,40179 0,000
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®) 0,16071 1,000
Clorhexidina 2% (gel) | -15,35054" 0,000
- 0
CIorheX|d.|r,1a 2% -16,70357" 0,000
(solucidn)
Aceite esencial de
Origanum vulgare -0,73714 0,485
(orégano) al 100%
Aceite esencial de
Aceite esencial de Origanum vulgare -0,08571 1,000
Minthostachys mollis | (orégano) al 30% (CMI)
(mufa) al 10% (CMI) Aceite esencial de
Minthostachys mollis -0,49643 0,881
(mufia) al 100%
Hipoclorito de Sodio al -2.48750° 0,000

5%
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Hidréxido de Calcio

(Calcifar-P®) 07500 1,000
Clorhexidina 2% (gel) | -15,43625 0,000
— 5
ClorheX|d'|r’1a 2% -16,78929° 0,000
(solucion)
Aceite esencial de
Origanum vulgare -0,24071 0,998
(orégano) al 100%
Aceite esencial de
Origanum vulgare 0,41071 0,954
(orégano) al 30% (CMI)
) ) Aceite esencial de
Aceite esencial de | vjinthostachys mollis | 0,49643 0,881
Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI)
(mufa) al 100% : : :
Hipoclorito de Sodio al 11,99107* 0,000
5%
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®) 057143 | 0781
Clorhexidina 2% (gel) | -14,93982" 0,000
— 5
ClorheX|d.|r,1a 2% -16,29286" 0,000
(solucion)
Aceite esencial de
Origanum vulgare 1,75036" 0,000
(orégano) al 100%
Aceite esencial de
Origanum vulgare 2,40179" 0,000
(orégano) al 30% (CMI)
Aceite esencial de
Minthostachys mollis 2,48750 0,000
Hipoclorito de Sodio al | (mufia) al 10% (CMI)
5% Aceite esencial de
Minthostachys mollis 1,99107" 0,000
(mufa) al 100%
Hidréxido de Calcio "
(Calcifar-P®) 2,56250 0,000
Clorhexidina 2% (gel) | -12,94875" 0,000
ClorheX|d_||ja 2% -14.30179" 0,000
(solucién)
Aceite esencial de
Origanum vulgare -0,81214 0,354
(orégano) al 100%
Aceite esencial de
Origanum vulgare -0,16071 1,000
(orégano) al 30% (CMI)
Aceite esencial de
Hidroxido de Calcio Minthostachys mollis -0,07500 1,000
(Calcifar-P®) (mufa) al 10% (CMI)
Aceite esencial de
Minthostachys mollis -0,57143 0,781
(mufia) al 100%
Hipoclorito de Sodio al -2.56250" 0,000
5%
Clorhexidina 2% (gel) | -15,51125" 0,000
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Clorhexidina 2%
(solucion)
Aceite esencial de
Origanum vulgare 14,69911" 0,000
(orégano) al 100%
Aceite esencial de
Origanum vulgare 15,35054" 0,000
(orégano) al 30% (CMI)
Aceite esencial de
Minthostachys mollis 15,43625" 0,000
(mufia) al 10% (CMI)
Aceite esencial de
Minthostachys mollis 14,93982" 0,000
(mufa) al 100%
Hipoclorito de Sodio al
5%
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®)
Clorhexidina 2%
(solucion)
Aceite esencial de
Origanum vulgare 16,05214" 0,000
(orégano) al 100%
Aceite esencial de
Origanum vulgare 16,70357* 0,000
(orégano) al 30% (CMI)
Aceite esencial de
Minthostachys mollis 16,78929" 0,000
Clorhexidina 2% (mufa) al 10% (CMI)
(solucion) Aceite esencial de
Minthostachys mollis 16,29286" 0,000
(mufa) al 100%
Hipoclorito de Sodio al
5%
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®)

Clorhexidina 2% (gel) 1,35304" 0,007

-16,86429" 0,000

Clorhexidina 2% (gel)

12,94875" 0,000

15,51125° 0,000

-1,35304" 0,007

14,30179" 0,000

16,86429" 0,000

La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

En la tabla se aprecia que la media de los halos de inhibicion de la Clorhexidina
al 2% (solucion) es mayor significativamente que la media de los halos
producidos por la Clorhexidina al 2% (gel) (p<0,05), Hidréxido de Calcio
(Calcifar-P®) (p<0,05), Hipoclorito de Sodio al 5% (p<0,05), aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100% (p<0,05), aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI) (p<0,05) y el aceite esencial de

Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) (p<0,05).
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Asimismo, el efecto inhibidor del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano)
al 100% es mayor que el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30%
(CMI) (p>0,05), Aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI)
(p>0,05), Aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 100% (p>0,05) e
Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®) (p>0,05); de igual manera el aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) al 100% posee un efecto inhibidor mayor que
el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) (p>0,05),
Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI) (p>0,05)e Hidréxido de Calcio
(Calcifar-P®) (p>0,05). Diferencias que no fueron estadisticamente

significativas.

También se infiere que los halos de inhibicion formados por el Hipoclorito de
Sodio al 5% es mayor significativamente que la media de los halos formados
por el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 100% (p<0,05), aceite
esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) (p<0,05), aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI) (p<0,05), aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100% (p<0,05) e Hidréxido de Calcio (Calcifar-
P®) (p<0,05).

Finalmente, el Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®) tuvo menor efecto inhibidor
gue el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) y el aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI), aunque estas

diferencias no fueron estadisticamente significativas (p>0,05).
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Gréfico N° 12: Efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) y CMI del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) en
comparacion al Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare (orégano) al 100%, Hidroxido de
Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucién)

frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 48 horas.
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12.- El efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufia) y CMI del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) en
comparacion al Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare (orégano) al 100%, Hidroxido de
Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucién)
frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 48 horas presento las
siguientes caracteristicas:

- El aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI) tuvo un efecto
inhibidor mayor que el Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®), aunque la diferencia

no fue estadisticamente significativa (p>0,05).
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- El aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI) tuvo un efecto
inhibidor menor que el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 100%,
aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) y aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) al 100%. Diferencias que no fueron
estadisticamente significativas (p>0,05).

- El aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 10% (CMI) tuvo un efecto
inhibidor menor que el Hipoclorito de Sodio al 5%, Clorhexidina 2% (gel) y
Clorhexidina 2% (solucion). Diferencia que fue estadisticamente significativa
(p<0,05).

- El aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) tuvo un efecto
inhibidor mayor que el aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 10%
(CMI) e Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®), aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa (p>0,05).

- El aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) tuvo un efecto
inhibidor menor que el Hipoclorito de Sodio al 5%, Clorhexidina 2% (gel) y
Clorhexidina 2% (solucion). Diferencia que fue estadisticamente significativa
(p<0,05).

- El aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 30% (CMI) tuvo un efecto
inhibidor menor que el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 100%,
aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 100% e Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®), aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa

(p>0,05).
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Tabla N° 13: Efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia), CMI del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano),
Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al
100%, Origanum vulgare (orégano) al 100%, Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®),
Clorhexidina al 2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucion) frente a cepas de

Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.

Tiempo de exposicion

24 horas 48 horas
Sustancia antimicrobiana Desviacién Desviacién
Media p Media .
(mm.) estandar (mm.) estandar
’ (mm.) ’ (mm.)
Clorhexidina 2% (solucion) 23,05 1,52 22,87 1,64
Clorhexidina 2% (gel) 21,98 4,29 21,52 4,25
Hipoclorito de Sodio al 5% 9,47 1,63 8,57 1,69
Aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) al 30% 6,45 0,98 6,17 0,59
(CMI)
Aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) al 100% 7,56 L5 6,82 2,21
Aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) 6,46 1,27 6,08 0,5
al 10% (CMI)
Aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) 7,12 0,98 6,58 1,18
al 100%
Hidroxido de;:(;)luo (Calcifar- 6,01 011 6,01 0.06
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Gréfico N° 13: Efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia), CMI del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano),
Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al
100%, Origanum vulgare (orégano) al 100%, Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®),
Clorhexidina al 2% (gel) y Clorhexidina al 2% (solucion) frente a cepas de

Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas.
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24 horas 48 horas

13.- El efecto inhibidor de la clorhexidina al 2% (solucion) fue mayor que la CMI
del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia), CMI del aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano), Hipoclorito de Sodio al 5%, aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100%, Origanum vulgare (orégano) al 100%,
Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2% (gel) frente a cepas de
Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas. Diferencia que fue
estadisticamente significativa (p<0,05).

Asimismo, todas las sustancias antimicrobianas disminuyeron su efecto
inhibidor en el tiempo, a excepcién de la clorhexidina al 2%(solucion),

clorhexidina al 2% (gel) e Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®).
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4.2. Discusion de resultados

En el mundo se realizan muchos estudios con aceites esenciales de plantas
consideradas como medicinales por la tradicién, en la busqueda de sustancias
naturales que inhiban el crecimiento de bacterias, hongos, virus y parasitos.
Asimismo, se tiene conocimiento que la mayor capacidad inhibitoria le confiere
ciertos compuestos presentes en su estructura quimica como: el timol, el
carvacrol, el linalool, el aldehido cindmico, la alicina y el eugenol (208, 209, 210)
El creciente interés por el uso de plantas como alternativa para la prevencion y
tratamiento de enfermedades ha revelado un importante potencial del orégano
y la mufa, asimismo, se ha demostrado por ejemplo que el orégano contiene
sustancias antioxidantes, sino que ademas puede sustituir los aditivos
sintéticos de los alimentos. Los aceites esenciales del orégano son también
inhibidores de la mutagenicidad, propiedad que ha despertado el interés por
este tipo de hierbas, como posible tratamiento contra el cancer, sin embargo
aun existen escasos estudios respecto a sus propiedades antimicrobianas. Por
ello, en la presente tesis no so6lo se busca evaluar la accion inhibidora frente a
Enterococcus faecalis del aceite esencial de Minthostachys mollis (muia) al
100% y Origanum vulgare (orégano) al 100%, sino también el de sus
concentraciones minimas inhibitorias comparandolas con el poder
antimicrobiano de diversas sustancias sintéticas de uso odontolégico de
probada efectividad.

En el presente estudio se encontr6 que la clorhexidina al 2% se mantiene como
una sustancia antimicrobiana de primera eleccion frente a Enterococcus
faecalis tal como lo demuestra Machado, Souza, Rezende y Santos en el 2007

(5), Amorim et al. (2004) (9), Pardina et al. (2004) (10) quien inclusive logré un
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83,3% de efectividad junto con el Hipoclorito de Sodio al 4%, Ferreira et al.
(2002) (11), entre otros. Asimismo, Huari (2014) (12) obtuvo mayor halo de
inhibicion con la Amoxicilina que el aceite esencial de mufia al 100% frente a
Streptococcus mutans.

Al probar los aceites esenciales de Minthostachys mollis (mufia) y Origanum
vulgare (orégano) frente a cepas de Enterococcus faecalis, cocos anaerobios
facultativos, Gram-positivos, que son prevalentes en la periodontitis apical
persistente, se obtuvo efecto inhibidor tal como lo demuestra Huari (2014) (12),
y Diaz (2005) (15), donde evidenciaron que el aceite esencial de mufia presenta
halos de inhibicion frente a Streptococcus mutans, que son bacterias cocos
anaerobios facultativos Gram-positivos al igual que los E. faecalis; coincidiendo
con Inga y Guerra (2000) (17), que utilizé6 Staphylococcus aureus (cocos
anaerobios facultativos, Gram-positivo). En el caso de Oliveira et al. (2009) (2)
demostraron la efectividad inhibitoria del aceite esencial de orégano sobre
bacterias gram positivas, coincidiendo con Toscano J et al (2009) (3), quienes
demostraron su efecto inhibidor en Staphylococcus aureus y Staphylococcus
coagulasa negativo, asi como Pefialver et al (2005) (8) quienes concluyeron
gue el aceite esencial de orégano presentd actividad antimicrobiana en
bacterias patogénicas a nivel intestinal.

El método utilizado para medir cuantitativamente el efecto inhibidor del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) y el aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano), asi como de sus concentraciones minimas inhibitorias y
demas sustancias antimicrobianas testeadas fue el de difusion en agar por
pozos debido a la consistencia de las sustancias, pudiendo emplearse también

este método para otros compuestos como lo podemos observar en los estudios
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realizados por Baldwin et al. (2009) (211), Arashiro y Anzardo (2009) (212),
Cano et al. (2008) (14), Herrera et al. (2008) (4), Ardila et al. (2009) (1), Milos,
Mastelic, Jerkovic (2000) (213) y Medeiros et al. (2005) (6).

Es asi como se ha corroborado que el aceite esencial de mufia y orégano es
efectiva inclusive contra hongos.

Cabe resaltar que la actividad antimicrobiana de las plantas medicinales
depende del tipo, composicion y concentracion de la especie microbiana o del
aceite esencial, el tipo de microorganismo en cuestion, la composicion del
sustrato, las condiciones de procesamiento y almacenamiento de la planta
(214).

Es importante resaltar que no se han encontrado referencias de algun estudio
donde se evalue el efecto inhibidor del aceite aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) y del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano),
considerando sus concentraciones minimas inhibitorias (CMI) frente a
Enterococcus faecalis y comparandolas con Hipoclorito de Sodio al 5%,
Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®), Clorhexidina al 2% (gel) y Clorhexidina al 2%
(solucidn), sustancias de uso odontolégico que tienen una comprobada
propiedad antimicrobiana avalada en diferentes estudios.

Para hallar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de los aceites
esenciales de Minthostachys mollis (mufia) y Origanum vulgare (orégano) se
realizaron diferentes diluciones utilizando como disolvente al Polisorbato 20 o
Tween 20, sustancia que ademas se utilizO6 como control negativo para
garantizar la calidad de la técnica de siembra bacteriana y que la formacion de
los halos inhibitorios alrededor de los pozos con los aceites esenciales de muia

y orégano fueran formados por los mismos, coincidiendo con el estudio de
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Rusenova y Parvanov (2009) (215) y Luque (2013) (216) donde utilizaron el
Tween 20 en las diluciones de aceites esenciales como tomillo (Thymus
vulgaris), clavo de olor (Syzygium aromaticum), canela (Cinnamomum
zeylanicum), menta (Mentha piperita) y orégano (Origanum vulgare), entre
otros, demostrando al igual que la presente investigacion la utlizacion del
Tween 20 como efectivo disolvente en estudios experimentales.

Actualmente se realizan investigaciones con plantas medicinales en diferentes
partes del mundo, en la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para
combatir procesos infecciosos, por ejemplo, en pacientes inmunosuprimidos.
(217)

El uso de plantas medicinales por el hombre viene de tiempos remotos y en
muchos lugares del planeta son usadas como Unico elemento terapéutico para
sus enfermedades, especialmente en zonas pobres donde inclusive las venden
a bajo precio en distintos mercados. La fitoterapia durante siglos se ha aplicado
utilizando solamente un conocimiento empirico de sus beneficios, sin
conocimiento de sus compuestos quimicos. Esta realidad ha despertado el
interés por investigar con rigor cientifico los efectos de las plantas medicinales
- utilizadas desde nuestros ancestros - en diferentes areas como la botanica,
farmacologia y fitoquimica (218) por ello se requieren de estudios
multidisciplinarios.

En los ultimos afos se ha investigado la accion antimicrobiana que las plantas
pueden tener sobre bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, levaduras y
hongos. (217).

Esta busqueda se sustenta en que se ha determinado que a pesar que las

industrias farmacéuticas han creado nuevos antibiéticos en los Ultimos 30 anos,
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también se ha aumentado la resistencia de los microorganismos a estas drogas
y el uso de los medicamentos sintéticos es incierto en el futuro, por ello es
insoslayable elaborar investigaciones dirigidas al descubrimiento de nuevos

medicamentos artificiales o naturales. (217, 219).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones
v' La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) y Origanum vulgare (orégano) presentan
menor efecto inhibidor frente a cepas de Enterococcus faecalis en
comparacion con sustancias antimicrobianas usadas en la terapia pulpar,
excepto con el Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®). Asimismo, se encontré
qgue la Clorhexidina al 2% (solucion) fue la sustancia con mayor efecto

inhibidor frente a cepas de Enterococcus faecalis.

v' La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de Enterococcus faecalis fue

al 10%.

v' La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano) frente a cepas de Enterococcus faecalis fue

al 30%.

v' La medida del halo de inhibicion formado por la CMI del aceite esencial

de Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de Enterococcus faecalis

disminuyo al cabo de 24 y 48 horas.
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El efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) frente a cepas de Enterococcus faecalis disminuy6 al cabo de

24 y 48 horas.

La medida del halo de inhibicion formado por el aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 100% frente a cepas de Enterococcus

faecalis disminuyo al cabo de 24 y 48 horas.

El efecto inhibidor del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al
100% frente a cepas de Enterococcus faecalis disminuy6 al cabo de 24

y 48 horas.

El efecto inhibidor del Hipoclorito de Sodio al 5% frente a cepas de

Enterococcus faecalis disminuy6 al cabo de 24 y 48 horas.

La medida del halo de inhibicién del Hidroxido de Calcio (Calcifar-P®)
frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 y 48 horas fue

practicamente nula.

La medida del halo de inhibicién formado por la Clorhexidina al 2% (gel)

frente a cepas de Enterococcus faecalis se mantuvo al cabo de 24 y 48

horas.
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v' La medida del halo de inhibicion formado por la Clorhexidina al 2%
(solucién) frente a cepas de Enterococcus faecalis se mantuvo al cabo

de 24 y 48 horas.

v’ El efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufia) fue menor que el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano)
al 100%, aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 100%,
Hipoclorito de Sodio al 5%, Clorhexidina 2% (gel) y Clorhexidina 2%
(solucidn). Mientras que el efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial
de Origanum vulgare (orégano) fue menor que el aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano) al 100%, Hipoclorito de Sodio al 5%,
Clorhexidina 2% (gel) y Clorhexidina 2% (solucién). Ambos, frente a

cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24 horas.

v El efecto inhibidor de la CMI del aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufia) fue menor que el Hipoclorito de Sodio al 5%, Clorhexidina 2%
(gel) y Clorhexidina 2% (solucion). Mientras que el efecto inhibidor de la
CMI del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) fue menor que el
Hipoclorito de Sodio al 5%, Clorhexidina 2% (gel) y Clorhexidina 2%
(solucién). Ambos, frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 48

horas.

v’ El efecto inhibidor de la clorhexidina al 2% (solucién) al cabo de 24 y 48
horas fue mayor que la Clorhexidina al 2% (gel), Hipoclorito de Sodio al

5%, Origanum vulgare (orégano) al 100%, aceite esencial de
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Minthostachys mollis (mufia) al 100%, CMI del aceite esencial de
Minthostachys mollis (muiia), CMI del aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) e Hidréxido de Calcio (Calcifar-P®) frente a cepas de

Enterococcus faecalis.

Recomendaciones

1. Segquir con niveles de investigacion superiores como la evaluacion de

citotoxicidad de los aceites esenciales a diferentes concentraciones.

2. En el futuro, luego de investigaciones que validen su uso clinico, las
sustancias antimicrobianas de origen natural podrian aplicarse dentro
del Sistema de Conductos Radiculares (SCR) en forma de pasta, gel o
solucién, mediante la utilizacion de un vehiculo quimico que

potencializaria su efecto antimicrobiano.

3. Se sugiere realizar un estudio de factibilidad de costos, tomando en
cuenta que el frasco con 10 cc. de aceite esencial puro tiene un precio
de 40 soles y 5 cc. de clorhexidina al 2% en gel tiene un valor de 200

soles aproximadamente.
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ANEXOS

ANEXO N° 1
/) ) Essential Oils Peru SAC
U é Calle Los Vifiedos 312 - Camacho
. La Molina - Lima
-— Telf: (051) 736 9840
EO P ventas@eopperu.com
Essential Oils Pern www.AceitesEsenciales-eop.com

Dr. Victo8r Izaguirre Pasquel
Director (e) de la Escuela de Postgrado
Universidad Privada Norbert Wiener

Presente.-

De nuestra consideracion, reciba los saludos cordiales a nombre de
Essential Oils Peru.

Por medio de la presente tenemos a bien cerfificar que el producto ACEITE
ESENCIAL DE MUNA (Minthostachys mollis) es 100% puro, producido utilizando el
método de Destilacion por Arrastre de vapor.

Este certificado es emitido a solicitud de FEDERICO MARTIN MALPARTIDA QUISPE
para su utilizacion  en la  investigacidon  “EFECTO INHIBIDOR DE LAS
CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS (CMI) DE LOS ACEITES ESENCIALES DE
MINTHOSTACHYS MOLLIS (MUNA) Y ORIGANUM VULGARE (OREGANO) EN
COMPARACION A DIFERENTES SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS FRENTE A CEPAS
DEENTEROCOCCUS FAECALIS. ESTUDIO IN VITRO. LIMA 2014."

Atentamente,
La Molina, 11 de Agosto del 2014

g /
i\\ = < -

Ing. Armando Noriega Mangini
Gerente General
Essential Oils Peru
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) Essential Oils Peru SAC
( ( Calle Los Vifiedos 312 - Camacho
La Molina - Lima

Telf: (051) 736 9840
E O P ventas@eopperu.com

Easential Oils Pern www.AceitesEsenciales-eop.com

Dr. Victo8r Izaguirre Pasquel
Director (e) de la Escuela de Postgrado
Universidad Privada Norbert Wiener

Presente.-

De nuestra consideracion, reciba los saludos cordiales a nombre de
Essential Oils Pery.

Por medio de la presente tenemos a bien cerfificar que el producto ACEITE
ESENCIAL DE OREGANO (Origanum vulgare) es 100% puro, producido utilizando el
método de Destilacién por Arrastre de vapor.

Este certificado es emitido a solicitud de FEDERICO MARTIN MALPARTIDA QUISPE
para su utilizacion en la investigacidon “EFECTO INHIBIDOR DE LAS
CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS (CMI) DE LOS ACEITES ESENCIALES DE
MINTHOSTACHYS MOLLIS (MUNA) Y ORIGANUM VULGARE (OREGANO) EN
COMPARACION A DIFERENTES SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS FRENTE A CEPAS
DEENTEROCOCCUS FAECALIS. ESTUDIO IN VITRO. LIMA 2014.”

Atentamente,
La Molina, 11 de Agosto del 2014

Ing. Armando Noriega Mangini
Gerente General
Essential Qils Perd
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ANEXO N° 2

) Essential Oils Peru SAC

Calle Los Vifiedos 312 - Camacho
La Molina - Lima

g Telf: (051) 736 9840
E O P ventas@eopperu.com

Essential Oils Pern www.AceitesEsenciales-eop.com

Protocolo de conservacion de aceites esenciales EOP

Los Aceites Esenciales (AE) EOP son 100% puros y naturales. No contienen en su constitucion

aditivos quimicos ni conservantes. Son producidos por medio de destilacién por arrastre de vapor

y mantenidos en condiciones 6ptimas de almacenamiento pudiendo tener un tiempo de vida util

de hasta 5 afios segun sea el caso.

Recomendaciones de almacenamiento y conservacion:

v
v
v

v

Mantenerlos en frascos de vidrio de color oscuro, ambar de ser posible.

Mantenerlos con tapén y tapa para evitar la entrada constante de aire.

Mantenerlos alejados de la luz natural y en especial de la luz ultravioleta ya que algunos
compuestos son fotosensibles y pueden llegar a oxidarse.

Se deben conservar en lugares frescos, evitando cambios bruscos de temperatura,
enfriamientos y calentamientos continuos.

El tiempo de vida atil promedio es de 5 afios. Sin embargo las caracteristicas aromaticas se

mantienen intactas por un tiempo aproximado de 1 afio en la mayoria de los casos.

Observaciones:

v

Los AE citricos son mas propensos a la oxidacion por lo que tienen un tiempo de vida
menor. Para su mejor conservacidn se sugiere conservarlos a temperaturas entre los 4-
10°C.

Los AE de anis, hinojo y otros de la familia apiaceae, tienden a solidificarse a bajas
temperaturas, no implicando esto su deterioro. Para ellos, es recomendable mantenerlos
a temperatura ambiente.

Los AE de vetiver y algunos maderables tienden a cambiar de aroma con el tiempo,
fendmeno conocido como maduracion.
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ANEXO N° 3

Fotografias

Reactivacion y estandarizacion Identificacion de Enterococcus
de la cepa ATCC 29212. faecalis.

Agar Muller Hinton. Preparacion del Agar Mueller
Hinton.
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Rotulado de pozos en Agar Mueller
Hinton.

Preparacion del Agar Mueller
Hinton.

Toma del in6culo bacteriano
(Enterococcus faecalis).

Elaboracién de pozos con
sacabocado.
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Sembrado del in6culo bacteriano.

Toma de sustancia antimicrobiana.
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Aceites esenciales y diluciones.

Colocacioén de sustancias
antimicrobianas




Colocacion de placas Petri en
estufa a 37°C.

Halo de inhibicion. CMI del aceite
esencial de Munia.

Halo de inhibicion. CMI del aceite
esencial de Orégano.
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Calibrador Vernier o Pie de Rey.
Utilizado para cuantificar los
halos de inhibicion.




ANEXO N° 4

Ficha de Recoleccion de datos (Primera Etapa)

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de aceites esenciales

Halos de inhibicién frente a E. faecalis

NO

Aceite
Esencial

al 100%

Aceite
Esencial

Aceite
Esencial
de

Aceite
Esencial
de

Aceite
Esencial de

Aceite
Esencial
de

10
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Ficha de Recoleccion de datos (Segunda Etapa)

Efectividad de aceites esenciales frente a E. faecalis (medidas de halos de inhibicion)

Aceite Esencial: Mufa ()
Orégano ()

Tiempo de exposicion: 24 horas () 48 horas ()

N° | CMI Aceite | Aceite Hipoclorito | Hidréxido Clorhexi | Clorhex | Twen
Esencial esencial | de sodio de calcio dina 2% | idina 20
(mm.) al 100% | al 5% (Calcifar- gel 2%

(mm) (mm) P®) (mm) (mm) solucié
n (mm)

1

2

3

4

55

56
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ANEXO N° 5

Normas de eliminacién de residuos comunes y especiales de los
laboratorios de la Universidad Privada Norbert Wiener

N W,
by o Ldranwesr e foae b s
w; WIENER @ f
59.6

NORMAS DE ELIMINACION Y DISPOSICION DE RESIDUOS COMUNES Y ESPECIALES.

Normas a cumplir por los usuarios de Laboratorios de ciencias y ambientes afines
.- CLASIFICACION Y ELIMINACION DE RESIDUOS SOLIDOS.

RESIDUOS LiQUIDOS ESPECIALES

Liquidos organicos y otros: Diluir con abundante agua y eliminar directamente al desague.
Solventes (tolueno, éter, benceno, metanol, nitrobenceno, acetona): Colocar los solventes en los frascos
rotulados comespondientes ubicados en los laboralorios para su desecho respeclivo por una empresa
autorizada, no mezclar los reactivos.

Liquidos infecciosos (sangre, secreciones, sobrenadantes de los cultivos: bacterias, hongos,

virus, mohos).- Aimacenar los materiales que contengan Jos microorganismos anteriormente citados en %
un recipiente que conlenga lejia o betagen R82F (4ml en 1 It de agua) por 10 minutos y eliminar el liquido :
contaminado al desagiie, embalar el recipiente con cintas de seguridad y desechar.

g
RESIDUOS SOLIDOS ESPECIALES i i
Material de vidrio roto - Triturar el vidrio hasta 10 cm. de didmetro y colocar en el recipiente habilitado para <. __ -
el desecho de vidrios del almacén de reactivos, asegurar con cinta de embalaje.

Material de vidrio contaminado.- Prolongar el proceso de autoclavado por una hora a 121°Cy 1,5

atmosferas de presion para volver a utilizar.

Agares, caldos: Autoclavar y colocar los desechos en la bolsa roja y colocar al tacho rojo

Sales, 6xidos, hidréxidos - las sales se pueden reciclar, separar los residuos de los dxidos e Hidroxidos,

colocar en una bolsa y colocarlo en la bolsa amarilla y lacho amarillo.

RESIDUOS SOLIDOS COMUNES
Plasticos (venoclisis, volutrol, sondas Foley y similares).- Rolular y almacenar en una bolsa de plastico
para su desecho en bolsa y tacho rojo.

OBJETOS PUNZANTES Y CORTANTES

Jeringas, agujas, lancetas.- Después de su uso colocar la jeringa en una caja de se_uridad tetrapack, ... ,..;?
sacar el capuchon, para su desecho independiente, asegurar la caja llena con agujas para su desecho. i % o

Bt BE
MATERIAL Y TEJIDOS BIOLOGICOS h F ¢£E

P

Piezas y tejidos biol6gicos: Colocar las muestras en frascos de vidrio y tapa hermética ancha con formol al
40 % y después de su uso eliminar a la fosa comun.

Animales menores.- Colocar el animal muerto a una bolsa verde con cal para su disposicion final en la
fosa coman por el personal responsable.

Frascos con heces.- Agregarlos formol sal o formol al 10 % para poder hacer el examen, luego del

Andlisis autoclavar y colocarlo en la bolsa roja y tacho rojo *
Algodones usados.- Después de su uso colocar en un recipiente que contenga lejia o betagen R82F (4 mL en
L de agua) por 10 minutos, colocario en la holsa roja, tacho rojo.

RESIDUOS COMUNES.- Como son las bolsas plasticas, papeles, etc colocar en una bolsa y tacho azul

I1.- DISPOSICION FINAL

- El personal de limpieza recoge los residuos sélidos diariamenle y Io traslada al ambiente de bioseguridad N° S

06 ubicado en el sétano.
- La disposicion de los tachos es la siguiente:

Lado Derecho: Residuos solidos especiales de laboratorios.
Lado frontal: Reactivos organicos y biolégicos (Cafeterias y otros).
Lado lzquierdo: Residuos comunes. Pasadizos, aulas y servicios higiénicos
Los residuos especiales son transportados y tratados por las EPS-ERS
El residuo biocontaminado y téxico es rotulado por el personal especialista antes de ser trasladado a
ala zona de residuos.

VICERRECTORADO
LABORATORIO Y MATERIAL DIDACTICO

: ‘

LABORATORIOS Y MATERIAL DIDACTICO Rev. 3 - Marzo 2012’
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ANEXO N° 6

Cronograma de actividades

ACTIVIDADES PERIODO PRODUCTO

1. Planeamiento
Del 02 de Mayo al 31 de mayo

Elaboracion del de 2014
anteproyecto

Modificaciones del Del 01 de Junio al 13 de Junio
anteproyecto de 2014

Proyecto de Tesis

Presentacion del
Proyecto de Tesis Del 14 de Junio al 21 de Junio

de 2014

A ion del P :
pr0b§1C|0 del Proyecto Hasta el 23 de Junio de 2014
de Tesis

2. Ejecucion
Preparacion del material
y equipos

Del 28 de Junio al 11 de
Agosto de 2014

Estandarizacion del

método 15 de Agosto de 2014

Calibracién, unificacion
| lete e, Lz el 18 de Agosto de 2014

de criterios

Seleccion de muestra 20 de Agosto de 2014 UGS FE S
Recoleccion de Del 22 al 23 de Agosto de

informacion 2014

o Del 24 al 26 de Agosto de
Control y supervision

2014
Presentacion de Del 27 de Agosto al 08 de
informacién Setiembre de 2014
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Andlisis de datos

Conclusiones

3. Comunicacién
Preparacion del Informe
Final de Tesis

Revision y modificacion
del Informe Final de
Tesis

Entrega del Informe
Final de Tesis

Impresién

Publicacién

Del 09 al 19 de Setiembre de
2014

Del 15 al 26 de Agosto de
2016

Del 05 al 12 de Setiembre de
2016

Del 13 al 16 de Setiembre de
2016

Del 26 al 30 de Setiembre de
2016

Del 28 de Febrero de 2017

Del 20 al 30 de Marzo de 2017

158

Publicacion



ANEXO N° 7

Presupuesto
Bienes:
N° Especificacion Cantidad Costo unitario Costo total
1 Cepgs Enterococcus 1 Frasco 500 500
faecalis (ATCC 29212)
2 Aceite esencial de Muila | 2 Frascos 40 80
3 Aceite e,sen0|al de 5 Frascos 40 80
Orégano
4 Set de Gram 1 50 50
5 Caldo tripticasa de soya 1 100 100
6 Placas Petri descartables 110 5 550
(grandes)
7 Agar Mueller Hinton 1 Frasco 700 700
8 Puntas para micropipeta 1 bolsa 20 20
20 ul.
9 Hisopos largos 1 ciento 7 7
(balsa)
10 Algodon 2 libras 25 50
11 Lamina portaobjetos 10 1 10
12 | Gluoconato de clorhexidina | 1 tpo 300 300
al 2% (gel) (Concepsis V)
13 Paramonoclorofenol 1 Frasco 25 25
alcanforado
14 Frasco c,olor caramelo 5 Unidades 5 25
(&dmbar)
15 Agar Tioglicolato 1 Frasco 650 650
16 Regla Pie de Rey digital 1 unidad 100 100
17 Guantes descartables 1 caja 15 15
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18 | Agujas descartables de 18 20 2 40
G
19 Mascarilla descartable 10 4 40
20 Papel Craft 15 pliegos 0,5 7,5
21 Tubos de ensayo 20 4 80
22 Escala de Mc Farland 1 400 400
23 Micropipeta 3 300 900
SUB- TOTAL 4729,5
Servicios:
N° Especificacion Cantidad Costo unitario Costo total
Laboratorio de
1 Ml.crobl-ologla de la 1 300x 4 ,horas X 6 7900
Universidad Norbert dias
Wiener
5 Mlcroblo!(?go(a) y 2 3 300x4 ,horas X 6 7200
auxiliares dias
SUB- TOTAL 14400

BIENES (4729,5) + SERVICIOS (14400) = TOTAL (19129,5) H
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ANEXO N° 8

Matriz de consistencia

TITULO: “EFECTO INHIBIDOR DE LAS CONCENTRACIONES MINIMAS DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA Y OREGANO EN
COMPARACION CON SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS USADAS EN LA TERAPIA PULPAR FRENTE A CEPAS DE Enterococcus

faecalis. ESTUDIO IN VITRO. LIMA 2014”

antimicrobianas usadas
en la terapia pulpar
frente a cepas de
Enterococcus faecalis.
Estudio in vitro. Lima
20147

en la terapia pulpar
frente a cepas de
Enterococcus faecalis.

antimicrobianas usadas
en la terapia pulpar.

Bacterias propias
de periodontitis
apical
persistente.

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA CONCLUSIONES
PROBLEMA OBJETIVO GENERAL | HIPOTESIS GENERAL | INDEPENDIENTE | TIPO DE
GENERAL INVESTIGACION |v La Concentracién
Evaluar el efecto La CMI del aceite Sustancia Minima Inhibitoria
¢, Cual es el efecto inhibidor de las esencial de antimicrobiana Experimental, (CMI)  del aceite
inhibidor de las concentraciones Minthostachys mollis prospectivo, esencial de
concentraciones minimas del aceite (mufia) y Origanum DEPENDIENTE longitudinal, Minthostachys mollis
minimas del aceite esencial de vulgare (orégano) analitico. (mufia) y Origanum
esencial de Minthostachys mollis presentan mayor efecto | Efecto inhibidor vulgare (orégano)
Minthostachys mollis (mufia) y Origanum inhibidor frente a cepas DISENO DE LA presentan menor
(mufia) y Origanum vulgare (orégano) en de Enterococcus INTERVINIENTE INVESTIGACION efecto inhibidor frente
vulgare (orégano) en comparacion con faecalis en a cepas de
comparacion con sustancias comparacion con Tiempo de Experimental Enterococcus faecalis
sustancias antimicrobianas usadas | sustancias exposicion en comparacién con

sustancias
antimicrobianas
usadas en la terapia
pulpar, excepto con el
Hidréxido de Calcio
(Calcifar-P®).
Asimismo, se encontré

gue la Clorhexidina al
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PROBLEMA
ESPECIFICOS:

Primera Etapa:

1.- ¢Cudl es la
Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del
aceite  esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) frente a cepas
de Enterococcus
faecalis?.

2- ¢Cudl es la
Concentraciéon Minima
Inhibitoria (CMI) del
aceite  esencial de
Origanum vulgare
(orégano) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis?.

Segunda Etapa:

3.- ¢, Cuél es la medida
del halo de inhibicién
formado por la CMI del
aceite  esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) frente a cepas
de Enterococcus
faecalis al cabo de 24 y
48 horas?.

OBJETIVOS
ESPECIFICOS:

Primera Etapa:

1.- Determinar la
Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del
aceite esencial de
Minthostachys mollis
(mufa) frente a cepas
de Enterococcus
faecalis.

2.- Determinar la
Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del
aceite esencial de
Origanum vulgare
(orégano) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis.

Segunda Etapa:

3.- Registrar la medida
del halo de inhibicion
formado por la CMI del
aceite esencial de
Minthostachys mollis
(mufa) frente a cepas
de Enterococcus
faecalis al cabo de 24y
48 horas.

HIPOTESIS
ESPECIFICAS

Primera Etapa:

1.- La Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI)
del aceite esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) frente a cepas
de Enterococcus
faecalis es al 10%

2.- La Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI)
del aceite esencial de
Origanum vulgare
(orégano) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis es al 30%.

Segunda Etapa:

3.- La medida del halo
de inhibicion formado
por la CMI del aceite
esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) frente a cepas
de Enterococcus
faecalis disminuye al
cabo de 24 y 48 horas.

MUESTRA:

Cepas de
Enterococcus
faecalis en 56
placas petri para
gue exista validez
estadistica.

Cabe resaltar que
las sustancias
antimicrobianas a
comparar
también fueron
colocadas en las
mismas 56 placas
Petri seglin se
explica en
técnicas e
instrumentos de
recolecciéon de
datos.

2% (solucion) fue la
sustancia con mayor
efecto inhibidor frente
a cepas de
Enterococcus faecalis.

La Concentracion
Minima Inhibitoria
(CMI)  del aceite
esencial de
Minthostachys mollis
(mufia) frente a cepas
de Enterococcus
faecalis fue al 10%.

La Concentracién
Minima Inhibitoria
(CMI)  del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano)
frente a cepas de
Enterococcus faecalis
fue al 30%.

La medida del halo de
inhibicion formado por
la CMI del aceite
esencial de
Minthostachys mollis
(mufa) frente a cepas
de Enterococcus
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4.- ¢;Cual es el efecto
inhibidor de la CMI del
aceite  esencial de
Origanum vulgare
(orégano) frente al
cultivo bacteriano de
Enterococcus faecalis
al cabo de 24 y 48
horas?.

5.- ¢Cuédl es la medida
del halo de inhibicién
formado por el aceite
esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) al 100% frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24 y
48 horas?.

6.- ¢En qué medida se
dara el efecto inhibidor
del aceite esencial de
Origanum vulgare
(orégano) al 100%
frente a cepas de
Enterococcus faecalis
al cabo de 24 y 48
horas?.

7.- ¢Cual es el efecto
inhibidor del Hipoclorito

4.- Determinar el efecto
inhibidor de la CMI del
aceite esencial de
Origanum vulgare
(orégano) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24 y
48 horas.

5.- Registrar la medida
del halo de inhibiciéon
formado el aceite
esencial de
Minthostachys mollis
(mufia) al 100% frente
a cepas de
Enterococcus faecalis
al cabo de 24 y 48
horas.

6.- Cuantificar el efecto
inhibidor del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano) al
100% frente a cepas de
Enterococcus faecalis
al cabo de 24 y 48
horas.

7.- Determinar el efecto
inhibidor del Hipoclorito

4.- El efecto inhibidor de
la CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano) frente
a cepas de
Enterococcus faecalis
disminuye al cabo de 24
y 48 horas.

5.- La medida del halo
de inhibicion formado
por el aceite esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) al 100% frente a
cepas de Enterococcus
faecalis disminuye al
cabo de 24 y 48 horas.

6.- El efecto inhibidor
del aceite esencial de
Origanum vulgare
(orégano) al 100%
frente a cepas de
Enterococcus faecalis
disminuye al cabo de 24
y 48 horas.

7.- El efecto inhibidor
del Hipoclorito de Sodio

faecalis disminuy6 al
cabo de 24 y 48 horas.

El efecto inhibidor de
la CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano)
frente a cepas de
Enterococcus faecalis
disminuy6 al cabo de
24 y 48 horas.

La medida del halo de
inhibicién formado por
el aceite esencial de
Minthostachys mollis
(mufia) al 100% frente
a cepas de
Enterococcus faecalis
disminuyé al cabo de
24 y 48 horas.

El efecto inhibidor del
aceite esencial de
Origanum vulgare
(orégano) al 100%
frente a cepas de
Enterococcus faecalis
disminuy6 al cabo de
24 y 48 horas.
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de Sodio al 5% frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24 y
48 horas?.

8.- ¢Cual es la medida
del halo de inhibicién
del Hidréxido de Calcio
(Calcifar-P®) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24y
48 horas?.

9.- ¢Cudl es la medida
del halo de inhibicién
formado por la
Clorhexidina al 2% (gel)
frente a cepas de
Enterococcus faecalis
al cabo de 24 y 48
horas?.

10.- ¢ Cuadl es la medida
del halo de inhibicién
formado por la
Clorhexidina al 2%
(solucién) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24 y
48 horas?.

11.- ¢Cual es el efecto
inhibidor de la CMI del

de Sodio al 5% frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24 y
48 horas.

8.- Registrar la medida
del halo de inhibicién
del Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24y
48 horas.

9.- Cuantificar el halo de
inhibicién formado por
la Clorhexidina al 2%
(gel) frente a cepas de
Enterococcus faecalis
al cabo de 24 y 48
horas.

10.- Cuantificar el halo
de inhibicion formado
por la Clorhexidina al
2% (solucion) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24 y
48 horas.

11.- Evaluar el efecto
inhibidor de la CMI del

al 5% frente a cepas de
Enterococcus faecalis
disminuye al cabo de 24
y 48 horas.

8.- La medida del halo
de inhibicién del
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24y
48 horas es nula.

9.- La medida del halo
de inhibicibn formado
por el Clorhexidina al
2% (gel) frente a cepas
de Enterococcus
faecalis se mantiene al
cabo de 24 y 48 horas.

10.- La medida del halo
de inhibicion formado
por la Clorhexidina al
2% (solucién) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis se mantiene al
cabo de 24 y 48 horas.

11.- El efecto inhibidor
de la CMI del aceite

v' El efecto inhibidor del
Hipoclorito de Sodio al
5% frente a cepas de
Enterococcus faecalis
disminuyé al cabo de
24 y 48 horas.

v' La medida del halo de
inhibicién del
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®) frente a
cepas de
Enterococcus faecalis
al cabo de 24 y 48
horas fue
practicamente nula.

v' La medida del halo de
inhibicién formado por
la Clorhexidina al 2%
(gel) frente a cepas de
Enterococcus faecalis
se mantuvo al cabo de
24 y 48 horas.

v' La medida del halo de
inhibicion formado por
la Clorhexidina al 2%
(solucién) frente a
cepas de
Enterococcus faecalis
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aceite  esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) y CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano) en
comparacion al
Hipoclorito de Sodio al
5%, aceite esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) al 100%,
Origanum vulgare
(orégano) al 100%,
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®),
Clorhexidina al 2% (gel)
y Clorhexidina al 2%
(solucién) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24
horas?.

12.- ;Cudl es el efecto
inhibidor de la CMI del
aceite  esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) y CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano) en

aceite  esencial de
Minthostachys  mollis
(mufna) y CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano) en
comparacion al
Hipoclorito de Sodio al
5%, aceite esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) al 100%,
Origanum vulgare
(orégano) al 100%,
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®),
Clorhexidina al 2% (gel)
y Clorhexidina al 2%
(solucién) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24
horas.

12.- Evaluar el efecto
inhibidor de la CMI del
aceite  esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) y CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano) en

esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) y CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano) es
mayor que el Hipoclorito
de Sodio al 5%, aceite
esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) al 100%,
Origanum vulgare
(orégano) al 100%,
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®),
Clorhexidina al 2% (gel)
y Clorhexidina al 2%
(solucién) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24
horas.

12.- El efecto inhibidor
de la CMI del aceite
esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) y CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano) es

se mantuvo al cabo de
24 y 48 horas.

El efecto inhibidor de
la CMI del aceite
esencial de
Minthostachys mollis
(mufia) fue menor que
el aceite esencial de
Origanum vulgare
(orégano) al 100%,
aceite esencial de
Minthostachys mollis
(mufia) al  100%,
Hipoclorito de Sodio al
5%, Clorhexidina 2%
(gel) y Clorhexidina
2% (solucion).
Mientras que el efecto
inhibidor de la CMI del
aceite esencial de
Origanum vulgare
(orégano) fue menor
gue el aceite esencial
de Origanum vulgare
(orégano) al 100%,
Hipoclorito de Sodio al
5%, Clorhexidina 2%
(gel) y Clorhexidina
2% (solucion). Ambos,
frente a cepas de
Enterococcus faecalis
al cabo de 24 horas.
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comparacion al
Hipoclorito de Sodio al
5%, aceite esencial de
Minthostachys ~ mollis
(muha) al 100%,
Origanum vulgare
(orégano) al 100%,
Hidréxido de Calcio
(Calcifar-P®),
Clorhexidina al 2% (gel)
y Clorhexidina al 2%
(solucion) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 48
horas?.

13.- ¢ Cudl es el efecto
inhibidor de la CMI del
aceite esencial de
Minthostachys mollis
(mufa), CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano),
Hipoclorito de Sodio al
5%, aceite esencial de
Minthostachys mollis
(mufia) al 100%,
Origanum vulgare
(orégano) al 100%,
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®),
Clorhexidina al 2% (gel)
y Clorhexidina al 2%
(solucién) frente a

comparacion al
Hipoclorito de Sodio al
5%, aceite esencial de
Minthostachys  mollis
(muha) al 100%,
Origanum vulgare
(orégano) al 100%,
Hidréxido de Calcio
(Calcifar-P®),
Clorhexidina al 2% (gel)
y Clorhexidina al 2%
(solucién) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 48
horas.

13.- Comparar el efecto
inhibidor de la CMI del
aceite  esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia), CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano),
Hipoclorito de Sodio al
5%, aceite esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) al 100%,
Origanum vulgare
(orégano) al 100%,
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®),

Clorhexidina al 2% (gel)
y Clorhexidina al 2%
(solucién) frente a

mayor que el Hipoclorito
de Sodio al 5%, aceite
esencial de
Minthostachys  mollis
(muha) al 100%,
Origanum vulgare
(orégano) al 100%,
Hidréxido de Calcio
(Calcifar-P®),
Clorhexidina al 2% (gel)
y Clorhexidina al 2%
(solucion) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 48
horas.

13.- El efecto inhibidor
de la CMI del aceite
esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia), CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano) al
cabo de 24 y 48 horas
es mayor que el
Hipoclorito de Sodio al
5%, aceite esencial de
Minthostachys  mollis
(mufia) al 100%,
Origanum vulgare
(orégano) al 100%,
Hidroxido de Calcio
(Calcifar-P®),

Clorhexidina al 2% (gel)

v El efecto inhibidor de
la CMI del aceite
esencial de
Minthostachys mollis
(mufia) fue menor que
el Hipoclorito de Sodio
al 5%, Clorhexidina
2% (gel) y
Clorhexidina 2%
(solucién).  Mientras
gue el efecto inhibidor
de la CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano) fue
menor que el
Hipoclorito de Sodio al
5%, Clorhexidina 2%
(gel) y Clorhexidina
2% (solucion). Ambos,
frente a cepas de
Enterococcus faecalis
al cabo de 48 horas.

v El efecto inhibidor de
la clorhexidina al 2%
(solucién) al cabo de
24 y 48 horas fue
mayor que la
Clorhexidina al 2%
(gel), Hipoclorito de
Sodio al 5%,
Origanum vulgare
(orégano) al 100%,
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cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24 y
48 horas?.

cepas de Enterococcus
faecalis al cabo de 24 y
48 horas.

y Clorhexidina al 2%
(solucion) frente a
cepas de Enterococcus
faecalis.

aceite esencial de
Minthostachys mollis
(mufia) al 100%, CMI
del aceite esencial de
Minthostachys mollis
(mufia), CMI del aceite
esencial de Origanum
vulgare (orégano) e
Hidréxido de Calcio
(Calcifar-P®) frente a
cepas de
Enterococcus faecalis.
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