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RESUMEN.

El presente trabajo de investigacion, es de tipo experimental, enfoque cuantitativo y se
realizd con el objetivo de evaluar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
hojas de Minthostachys mollis (mufia) frente a Escherichia coli comparado con
norfloxacino. Se trabajé con 20 placas divididas en 4 grupos que contenian cultivos de
Escherichia coli, a los cuales se realizd los siguientes tratamientos: grupo control
negativo con dimetilsulfoxido, grupo farmacoldgico con norfloxacino 10ug, grupo
experimental 1 con aceite esencial Minthostachys mollis 25% y grupo experimental 2
con aceite esencial de Minthostachys mollis 50%, llevandose los cultivos a 37 °C
durante 24 horas. Se evaluo el efecto antimicrobiano a través de los halos de inhibicion,
obteniendo los promedios de los halos de inhibicion bacteriana para el grupo control
negativo, grupo farmacologico, grupos experimental 1 y 2 con valores de 6; 1.24; 3.38;
1.93mm respectivamente diferenciandose significativamente entre ellos (p<0.00)
mediante la prueba de ANOVA. Se concluye que el aceite esencial Minthostachys mollis
(mufa) presenta actividad antibacteriana frente a Escherichia coli, sin embargo, fue

superado de manera significativa por el estandar farmacolégico.

Palabras clave: Aceite esencial, Escherichia coli, efecto antibacteriano, Minthostachys

mollis, Norfloxacino.



ABSTRACT

The present research work is the experimental type, the quantitative approach and was
carried out with the objective of evaluating the in vitro antibacterial effect of the
essential leaf oil of Minthostachys mollis (mufia) against Escherichia coli compared
with norfloxacin. We worked with 20 plates divided into 4 groups containing cultures
of Escherichia coli, which are reviewed the following methods: negative control group
with dimethylsulfoxide, pharmacological group with norfloxacin 10 ug, experimental
group 1 with essential oil Minthostachys mollis 25% and group experimental 2 with
Minthostachys mollis 50% essential oil, taking the cultures at 37 ° C for 24 hours. The
antimicrobial effect was evaluated through the halos of inhibition, obtaining the
averages of the halos of bacterial inhibition for the negative control group,
pharmacological group, experimental groups 1 and 2 with values of 6; 1.24; 3.38;
1.93mm respectively, differentiating between them (p <0.00) using the ANOVA test. It
is concluded that the essential oil Minthostachys mollis (mufia) has antibacterial activity
against Escherichia coli, however, it was significantly exceeded by the pharmacological

standard.

Key words: Essential oil, Echericha coli antibacterial effect, Minthostachys mollis,

Norfloxacin.
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l. INTRODUCCION.

El uso de las plantas en diferentes areas de nuestra cultura tiene aceptacion cientifica y
lo mas importante, aportado el oxigeno para la supervivencia de nuestra especie y la
vida en el planeta. Existen pruebas empiricas y cientificas que avalan los beneficios de
diversas plantas medicinales en diversas afecciones crénicas o leves. Los tratamientos
con plantas medicinales, son la forma mas popular de medicina tradicional,

prevaleciendo a lo largo del tiempo gracias a la transmision oral @,

“La Organizacion Mundial de la Salud ha informado que 80% de las personas en los
paises en crecimiento emplean la medicina tradicional herbolaria para resolver sus
problemas de salud”. Tomando en cuenta que 80 % de la poblacidon mundial habita en
paises en desarrollo, se puede calcular que 64 % hace uso en forma no industrializada

de las plantas medicinales que se emplean dentro de las terapéuticas tradicionales .

Las plantas cumplen un papel esencial en los avances de las culturas andinas. Con la
presencia de los seres humanos en los andes, han empleado técnicas para que los
vegetales sean fuente de medicina, combustible, alimento, etc. Las plantas tienen un

valor primordial en las culturas andinas como son sus costumbres, creencias y ritos @

Nuestro Perl muestra un enriquecimiento y megadiversidad de plantas medicinales
oriundas, que es el sostén de la etnofarmacologia y la medicina antigua, desde la era del
incanato hasta ahora. Siendo estas empleadas de modo practico por sus beneficios
terapéuticos en la proteccién y recuperacion de la salud por sus excelentes resultados,

debido a sus constituyentes quimicos @,

Es asi que las personas han ido desarrollando distintas habilidades para seleccionar las

plantas medicinales mediante, la observacion, la experiencia y entendimiento amplio



del entorno. Transmitido de generacion en generacion y prosperar por la unificacion
cultural del pueblo oriundo y migrantes, este conocimiento ha devenido en la medicina
tradicional y la herboristeria actual. Estos entendimientos, son organizados, para ayudar
a solucionar las preocupaciones de salud de los lugares con incidencia desfavorable y
olvidada de la civilizacion, cuyas probabilidades de sanarse son, actualmente escasos

por su elevado precio de los medicamentos modernos ®.

A hablar de las enfermedades contagiosas en el Pert son un serio dilema de salud
nacional debido a la permuta demografica a la diversidad geografico climatica,
ecoldgica, socioeconomica y alimentacion existentes que entorpecen un mejor control
y otorgar a un nimero mayor de muertes. “La Organizacion Mundial de la Salud publicé
una relacion porcentual de causales de muerte donde las enfermedades infecciosas
ocupan el primer lugar con el 33% de defunciones, le siguen las enfermedades

cardiovasculares con el 29% y el cancer con el 12%.” ©

Las principales enfermedades causadas por bacterias son una preocupacion de salud
publica en paises sub desarrollados. Se contagian, por via fecal oral, o bien por el uso
de agua y alimentos infectados. Causan especialmente a la poblacién infantil y a su
incidencia como su prevalencia acaten del nivel socioeconémico de los pacientes. Los
agentes patdgenos comprometidos son virus, parasitos y bacterias. La investigacion,
identificacion de éstos en los laboratorios clinicos, se concentran principalmente en

infecciones tradicionales como: “Salmonella, Shigella, escherichia ©.

La resistencia antibacteriana es una maravilla bioldgica innata debido a las mutaciones
y a la gran extension de las bacterias de ceder horizontalmente su material genético,

encontrarse una clara relacién entre la utilizacion de antibidticos y la resistencia



bacteriana. Se establece asi en una cuestion a nivel mundial que crece mayor sufrimiento
humano, olvido en la productividad y mortalidad. La relacion antibiético bacteria se ve
dafiado por multiples complicaciones como “la farmacocinética de la droga, la dosis, la
permanencia del tratamiento, el tamafio de indculo bacteriano, etc. por lo que se para
optimice la utilizacion de estos farmacos”, se desarrollan supervisiones habituales de la

resistencia como parte importante del régimen de control de la resistencia antibidtica -

La produccion de betalactamasas son la causa principal de mecanismo de resistencia,
tiene un amplio espectro de actividad antibiotica frente a microorganismos patdgenos
aerobios gram-negativos. El atomo de fldor en la posicion 6, aumenta su potencia contra
organismos gram-negativos y el radical de piperacina en la posicion 7 es responsable de
la actividad antipseudomonas. El principal mecanismo de resistencia se realiza a traves

de mutaciones en los genes que codifican para ADN girasa y la topoisomerasa ®

Hoy en dia la resistencia bacteriana en el Perd, es una de las causas principales de
enfermedades infecciosas debido a que las bacterias tienen la capacidad de adaptarse
con rapidez a diversas condiciones para sobre vivir, se toman muy virulentas haciendo
resistencia a diversos antibioticos, debido al uso irracional de estos como consecuencia
afectado la salud, por este motivo se busca alternativas como el aceite esencial de mufia

que sirva como tratamiento adyuvante.

La diversidad vegetal peruana presenta aproximadamente unas 50 000 especies
identificadas, entretanto el continente europeo posee 12 000 especies. Razones nos
sobran para maximizar el aprovechamiento sostenible de nuestros recursos naturales,
previamente validados tecnoldgicamente y cientificamente con los respectivos estudios.

En cuanto a plantas aromaticas nativas estas son numerosas, como es la “mufa”



Minthostachys mollis, de la que se reportan eficacia terapéutica en enfermedades
gastrointestinales y del aparato digestivo, ademés de cualidades bactericidas y

fungicidas ©.

Minthostachys mollis es de la familia lamiceae conocida como la mufia que previene del
término quechua, que es utilizado como una medicina tradicional en las regiones
andinas. Esté planta es arbusto lefioso que alcanza hasta “8 a 12 cm de altura es frondosa
en la parte superior, su tallo es ramificado desde la base y posee hojas pequefias sus
flores son blancas y se encuentran reunidas en cortos racimos”. Crece entre los 2500 y
3500 m.s.n.m. su cultivo es muy fundido en las zonas andinas especialmente en
Arequipa, Apurimac, Tarma, Huancavelica, puno y la sierra libertefia donde se le conoce

con diversos nombres tales como huayco, coa, y chancas ©.

En los Gltimos afios estamos contribuyendo al aumento de la incidencia del contagio
causadas por bacterias Gram-negativas resistentes a multiples farmacos incluyendo
enterobacterias multirresistente. Estos microorganismos generalmente estan
comprometidos en infecciones graves, lo que actualmente suponen un gran dilema de
salud publica mundial. Las infecciones que causan tienen una mala prediccion que las
debidas a patdgenos susceptibles, debido en parte a que los tratamientos antimicrobianos
saturados antes de conocer datos microbioldgicos que orienten o confirmen la etiologia

del proceso no son efectivos en un importante nimero de casos ©.

Este incremento de resistencias antimicrobianas, incorporado al poco interés de
desarrollo de nuevos antibidticos frente a gramnegativos hace que cada vez accedamos

de menos a alternativas terapéuticas para mejorar de dichas enfermedades infecciosas

(10)



Escherichia coli es una bacteria que se localiza principalmente en el tracto
gastrointestinal de los seres humanos y animales. Requerido por su numerosa existencia
en el tracto gastrointestinal y en las heces, Escherichia coli se utiliza como el cuadro
principal de contagio por heces en la evaluacion de la inocuidad de los alimentos vy el
agua. La emancipacion de las Escherichia coli son organismos comensales inofensivos

cuando se localiza en su inoculo intestinal natural 2.

Diferentes cepas de Escherichia coli son patdgenos gastrointestinales graves para los
seres humanos, diferenciados de otras, por su desplazamiento de provocar enfermedades
mediante mecanismos genéticamente controlados, como la elaboracion de toxinas, la
adhesion e invasion de células huéspedes, el cruce con el metabolismo celular y la
devastacion de tejidos. Teniendo espacio de intercambiar material genético por medio
de elementos genéticos mdviles tales como plasmidos y bacteriéfagos, como respuesta
de acomodacion a entornos nuevos y desfavorables. Se cree que estos elementos
genéticos cooperan a la aparicion de agentes patdgenos con mayor violencia,

supervivencia ambiental y perseverancia en los sistemas alimentarios -

Escherichia coli es la principal causa de infeccion nosocomial y la segunda comunitaria,
se ha convertido en un patdgeno susceptible frente a multiples antibioticos, poseyendo
niveles elevados de multirresistencia antimicrobiana. EI uso inapropiado de antibioticos
en las infecciones urinarias y mucho mas en la bacteriuria asintomatica ha provocado,
que Escherichia coli haya aumentado una serie de mecanismos de resistencia

antimicrobiana que hoy preocupan a la poblacion en general @Y.

Lo que se tratd de buscar en esta investigacion fue alternativas naturales para poder

disminuir el indice de enfermedades causadas por bacterias gran negativas Escherichia



coli. Como fuente de estudio, estuvo enfocado, en evaluar el efecto antibacteriano del
aceite esencial de hojas Minthostachys mollis (mufia). Como coadyuvante al tratamiento
de esta manera permitira a los especialistas de la salud mejorar la calidad de vida del

paciente.

En el ambito clinico dicha investigacién seria de aporte cientifico que ayude a mejorar
a las personas con problemas de cuadros infecciosos con una gran probabilidad de
éxitos, teniendo también un valor social muy elevado al disminuir el indice de
infecciones mas prevalentes. También un valor economico aceptable por la poblacion
peruana, siendo las razones de llevar a cabo dicho estudio utilizar como alternativa al

tratamiento productos naturales.

Sabiendo que hoy en dia las ventajas que nos ofrece la naturaleza como parte medicinal
y teniendo el conocimiento que existen pocos estudios sobre las propiedades
antibacteriano de la mufia se convirtidé para esta investigacion gran reto de saber si
efectivamente, la mufia con todos sus efectos terapéuticos, ayuda a combatir las
enfermedades bacterianas, producidas por bacterias gran negativas. Por todo lo expuesto
en la realidad problematica y existiendo informacion sobre la resistencia bacteriana
comparado con norfloxacino me planteo la siguiente pregunta: ¢Cual es el efecto
antibacteriano del aceite esencial de hojas Minthostachys mollis (mufia) frente a

Escherichia coli comparado con norfloxacino?



OBJETIVOS.

Objetivo general.

» Evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas Minthostachys

mollis (mufia) frente a Escherichia coli comparado con norfloxacino.

Obijetivos especificos.

» Comparar el efecto antibacteriano de dos concentraciones del aceite esencial de

hojas de Minthostachys mollis (25% y 50%) en cultivo de Escherichia coli.

» Comparar el efecto antibacteriano de dos concentraciones del aceite esencial de
hojas de Minthostachys mollis (25% y 50%) y norfloxacino con cultivo de

Escherichia coli.



1. REVISION DE LA LITERATURA.

2.1. Antecedentes.

Aigaje et al, en el 2016, realizé un estudio en Quito — Ecuador, sobre la efectividad
antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys mollis al 25, 50, 100 % frente a
Porphyromonas gingivalis. Se utilizaron las hojas para la extraccion de aceites
esenciales de Minthostachys mollis y luego se diluyo para obtener las siguientes
concentraciones 100, 50, 25 %. Se utilizé clorhexidina al 0,12%, ampicilina de 10ug
como control positivo y agua como control negativo. Como resultado a una
concentracion del 100% mostro mayor efectividad con un halo de 13.6 mm. Donde
concluyeron tanto la clorhexidina al 0,12 y la ampicilina de 10 ug, presentan una mejor

actividad antimicrobiana que el aceite esencial de Minthostachys mollis ¢2),

Torrenegra et al, en el 2016, realiz6 un estudio en Colombia; sobre la composicion
quimica y actividad antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis. La
actividad se realizd sobre tres bacterias: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis y Escherichia coli. Para determinar la sensibilidad antibacteriana y la
concentracion minima inhibitoria, los aceites se diluyeron hasta la concentracion
deseada (1000-50 pg/mL). Los resultados de la prueba de sensibilidad mostraron que
las bacterias fueron sensibles al aceite esencial de Minthostachys mollis; ademas, este
aceite presentd un elevado contenido de monoterpenos oxigenados con reconocida
actividad antibacteriana, como son el carvacrol y el timol. En funcién de los resultados
obtenidos, concluimos que la especie vegetal evaluada es promisoria para el control del

componente bacteriano @3,



Huari et al, en el 2014, realiz6 un estudio en la ciudad de Lima — Peru sobre el efecto
antibacteriano in vitro del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) en
Streptococcus mutans. Se trabajo con las hojas para extraer el aceite esencial utilizando
arrastre de vapor, posteriormente se compard a distintas concentraciones frente a
amoxicilina se concluyé que el aceite esencial a 100% present6 efecto antibacteriano
con un halo de 10.79 mm. El control con amoxicilina presenté mayor halo de inhibicién
de 43.3 mm. Donde al compararlo con el control positivo presentd menor efecto

inhibitorio 4,

Quichca et al, en el 2017, realiz6 un estudio en Lima — Perd, para determinar el grado
de eficacia del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) y clorhexidina al 0.12%
en la inhibicion del crecimiento de Porphyromonas gingivalis. El aceite esencial se
trabajo a concentraciones de 50%,100% asi como clorhexidina al 0.12% y agua
destilada. obteniendo como resultado que las concentraciones al 50% y 100% del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) presentaron un halo de inhibicion de 6.72 +
0.37mmy 10.81 £ 0.79mm respectivamente a las 24 horas, mientras que 5.83 + 0.51mm
y 8.24 £ 0.75mm a las 48 horas respectivamente, mientras que la clorhexidina mostré
un halo de inhibicion de 15.8 £ 0.73mm a las 24 horas y 15.98 + 0.80mm a las 48 horas
frente a cepas de Porphyromonas gingivalis. Concluyendo que el aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 50 %, 100% son menos eficaces que la clorhexidina al

0.12% en la inhibicion del crecimiento de Porphyromonas gingivalis a las 24 y 48 horas

(15)



Abanto et al, en el 2016, realizd un estudio en Cajamarca - Per( sobre efecto
antibacteriano in vitro del aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis
Griseb“muiia” en cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. El aceite esencial,
fueron diluidos con etanol de 70° (diluciones de 10%, 50% y 100%), 5 ug de
ciprofloxacino y 30 ug de cloranfenicol para la cepa de Escherichia coli y 30 ug de
eritromicina y 5 pg de clindamicina para la cepa de Staphylococcus aureus. Los
resultados obtuvieron un valor de p=0,025 para Escherichia coli y para Staphylococcus
aureus p=0,034, por el método de los discos de sensibilidad. Segun los resultados se
concluye que el aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis, Griseb “mufa”,

tiene efecto antibacteriano sobre las cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus

(16).

Gonzéles et al, en el 2013, realizd un estudio en Trujillo - Peru sobre el efecto
antibacteriano in vitro del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) frente a
Streptococcus mutans, su investigacion tuvo como proposito determinar el efecto
antibacteriano in vitro del aceite esencial de Minthostachys mollis frente a Streptococcus
mutans " .Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI), y la concentracion
minima bactericida (CMB), para establecer el efecto antibacteriano frente a S. mutans.
Los resultados nos permiten concluir que el aceite esencial de M. mollis presenta efecto
antibacteriano in vitro frente a S. mutans, siendo la CMI de 0.31 pL/mL y la CMB, de
0.62 uL/mL a 0.75 pL/mL. Se recomienda realizar ensayos de campo, incorporando esta
planta en colutorios y/o pastas dentales, y asi determinar su efecto en la prevencién de

la caries dental 7).

Alaba et al, en el 2015, realiz6 un estudio en Trujillo — Pert sobre el efecto inhibitorio

in vitro del aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis (mufia) sobre colonias

10



de Enterococcus faecalis ATCC 29212. El método de difusion de discos o Kirby-Bauer.
Se utilizd 7 placas Petri con agar Muller-Hinton donde se sembraron las cepas del E.
faecalis y se colocaron los discos con el IKI al 2 % o con el aceite esencial de muiia al
100% y en dilucion etanolica al 50 %. Las placas se incubaron a 37°C en estufa, se
evallo las placas midiendo el halo de inhibicion de cada disco a las 24, 48 y 72 horas
utilizando una regla milimetrada. Los resultados al 100% fue mayor a 24 horas y a las
72 horas disminuyo. Como conclusion el aceite esencial de mufia al 100% presento
mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento del E. faecalis que el IKI al 2% y la

dilucion etandlica de aceite esencial al 50% @9,

Bejarano et al, en el 2018, realiz6 un estudio en Trujillo. Sobre el efecto antibacteriano
del aceite esencial de Minthostachys mollis sobre cepas de Escherichia coli ATCC
25922 comparado con furazolidona, Se utilizd placas petri conteniendo cepas de
Escherichia coli, aceite esencial de Minthostachys mollis y furazolidona, se aplico el
método Kirby Bauer en 10 placas petri. EI grupo experimental fue tratado con aceite
esencial de Minthostachys mollis, teniendo como grupo control la furazolidona.
Obteniéndose que el efecto antibacteriano del aceite esencial de Minthostachys mollis
al 75% obtuvo un halo inhibitorio promedio de 16mm y al 50% de 12.7mm. Ademas, la
furazolidona, con 100mg obtuvo un promedio de 27.1mm de efecto antibacteriano. Se
concluyd que el aceite esencial de Minthostachys mollis tiene menor efecto

antibacteriano que la furazolidona sobre cepas de Escherichia coli t9),
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2.2. Bases teoricas.
Fitoterapia.

Se define a la fitoterapia como la ciencia que estudia la utilizacién de los géneros de
procedencia vegetal con una finalidad terapéutica, ya sea para evitar, mitigar o curar una
fase patoldgica. Si bien la sociedad ha empleado las plantas para curarse durante toda
su historia, al incurrir en los de origen vegetal en el tratamiento ha modificado a lo largo
de los tiempos, de acuerdo con los avances del conocimiento cientifico tanto sobre estos

productos como sobre las demas herramientas terapéuticas @9,
Fitoterapia en la actualidad.

Para localizarlos limites del tratamiento en la terapéutica actual, y por lo tanto requerir

una idea moderna de la misma, se debe partir de tres premisas:

o Si bien los frutos fitoterapicos suelen tener bordes de confianza al tratamiento
mas grande y suelen tener pocos efectos adversos que los farmacos sintéticos,
cabe siempre recordar que natural no es sinénimo de inocuo @9,

o Actualmente existe un origen cientifico que puede sostener la eficacia de muchos
frutos fitoterapicos para determinadas indicaciones. Establece  alternativas
fuertemente deseables para muchas enfermedades menores, enfermedades
cronicas y practicas higiénicas 9.

o La efectividad se alcanza solamente con la utilizacion apropiado de los
preparados fitoterapicos, como se refiere a las indicaciones, como con la forma
de administracién y la dosificacion. La obligacion del profesional sanitario en
este aspecto, y por ende de su preparacion curricular, es insoslayable. También

se requiere una legislacion adecuada @9,
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Plantas medicinales.

En la actualidad existen una variedad de plantas medicinales las cuales son
aprovechadas para la elaboracion de productos naturales, es por ello que una planta
medicinal tiene que contener principios activos de caracter medicinal, porque de ello
dependera su efecto farmacoldgico para curar o aliviar una dolencia de un ser vivo, para
poder emplearlo en una determinada enfermedad de un individuo, se tiene que
identificar en que parte especifica de la planta se puede obtener los principios activos y
evaluar cual o cudles de los principios activos encontrados es el que mas sobresale
determinandose en porcentaje ya que de ello dependera su uso terapéutico, en los
altimos arios las plantas se viene empleando como medicina complementaria debido a
sus numerosos beneficios que proporciona al organismo es por ello que ha resurgido el
interés por el regreso de la naturaleza a nuestras vidas y asi optar por lo natural y evitar

lo artificial V).
Droga vegetal.

Es todo sustancia de origen natural o sintético, que tiene propiedades medicinales, ya

sea compuesta por un elemento quimico o varios @9,
Principio activo.

Son los constituyentes encargados de la accion farmacoldgica. La fitoterapia emplea
drogas vegetales y preparaciones de dichas drogas en la forma farmacéutica mas

adecuada para su administracion. @9,

Thompson refiere que el valor medicinal de las plantas curativas, se debe a la presencia

de una sustancia quimica principio activo que produce un efecto fisiolégico. Mucho de
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los principios activos son sumamente complejos, desconociéndose ain su naturaleza
quimica; otros han sido purificados, sintetizados o imitados. Por lo general pertenecen
a una de estas categorias: aceites esenciales, alcaloides, glicidos, taninos, sapogeninas,

fenoles, quinonas, terpenos, carotenoides, cumarinas, flavonoides, resinas 9,
Aceites esenciales.

Los aceites esenciales en las plantas pueden encontrarse en diferentes células oleiferas
(jengibre, curcuma, vainilla), en los canales secretorio (pino, artemisia, anis, angélica),
estan presentes en las glandulas (citricos, eucaliptos), o en los tricomas (muchas plantas
de las familias Labiadas, Asteraceas, Solanaceas, Geraniaceas). EI material vegetal
(planta aromatica), al ser sometido al vapor de agua libera una mezcla odirifera liquida
(aceite esencial) de una gran variedad de sustancias volatiles, que recuerdan el olor, en

forma muy concentrada @2,

Se encuentran muy difundidos “en el reino vegetal, de las 295 familias de plantas, de 60
a 80 producen aceites esenciales. Sus propiedades fisicas, Los aceites esenciales son de
apariencia oleoso, altamente volatiles, solubles en aceites, alcohol, éter de petroleo,
tetracloruro de carbono y demas solventes organicos; insolubles en agua, aunque le
transmiten su perfume; son inflamables, responsables del aroma de las plantas, 7 colores

y sabores, a veces dulces o amargos, con densidad generalmente inferior a la del agua

(23),

“Estan compuestos en su mayor parte por hidrocarburos de la serie polimetilénica del
grupo de los terpenos que se encuentran con otros compuestos, casi siempre oxigenados
23) Los aceites esenciales estan contenidos en semillas, glandulas, pelos glandulares,

sacos, 0 venas de diversas piezas de la planta. El rendimiento de los aceites esenciales
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se encuentra en La mayoria de plantas contienen de 0,01 a 10% de contenido de aceite

esencial” @3,

El numero media que se encuentra en la mayoria de las plantas aromaticas es alrededor
de 1 a2%. Regularmente el contenido de aceites esenciales aumenta después de la lluvia
y alrededor del mediodia, cuando se ha eliminado el agua de rocio depositada sobre la

planta, y ha comenzado una deshidratacion antes de la humedad relativa alta de la noche

(23)

Composicion quimica.

Los componentes mayoritarios son hidrocarburos terpenicos (sin aroma o con poca
distribucién de aroma global) y los minoritarios (pero no por ello menos
importantes) son los responsables del aroma caracteristico del aceite esencial y

quedan englobados en distintas familias quimicas 4.

o Hidrocarburos terpénicos: terpenos y terpenoides.

o Aldehidos: aldehido benzoico, aldehido cinamico, butanal, propanal.
o Acidos: acético, palmitico.

o Alcoholes: linalol, geraniol, mentol.

o Fenoles: anetol, eugenol.

o Esteres: acetato de linalilo, acetato de geranilo.

o Cetonas.

o Otros ésteres, derivados nitrogenados, sulfuros, tioéteres, tioésteres (415),
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Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales, son constituyentes separados de diversos prototipos de
plantas y utilizados para conservar alimentos y bebidas, tiene la capacidad de inhibir

el crecimiento de microorganismos @4,
Extraccion de aceites esenciales.

La destilacion es el principal método para extraer los aceites esenciales de las
plantas aromaticas, puede ser directo o con vapor de agua. La eleccion del método
depende de la cantidad o caracteristicas del aceite (volatilidad, punto de ebullicion
de los -componentes, etc.), como de la planta o su parte de la cual se va a extraer el

aceite esencial 14,

Hidrodestilacion, destilacion con agua y vapor, destilacion por arrastre de vapor,
hidrodetilacion asistida por la radiacion de microondas, expresion, extraccion por

enflorado y extraccion por fluidos supercriticos 4.

Minthostachys mollis (MUNA).
Minthostachys mollis.

“Se nombra en la lengua quechua mufa, y en aymara tiene dos nombres: Coa y
Huaycha. Por sus caracteristicas similares al poleo y orégano, los espafioles le
Ilamaban poleo silvestre. Otros nombres vulgares con los que se le conoce a esta
planta son: mufia negra, polco silvestre, coz, mufia-mufia, arash mufa, kon

orccomufia y chancas” ¢4,
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Habitat.

Esta planta generalmente se cultiva entre los 2500 — 3500 m.s.n.m. Habita entre los
diferentes pisos ecoldgicos de nuestra serrania, comportandose como tal existe en
gran abundancia. Asi como es una planta hemicriptéfila que durante la época méas
fria del invierno y seco desaparecen sus 6rganos aéreos para brotar nuevamente con
las primeras lluvias de la primavera. Alcanza una altura de 0.80 a 1.50 m,
desarrollandose en forma difusa y muy ramificada, crece en lugares cercanos de las

acequias, manantiales 4

Taxonomia 4,

e Division: Fanerégama
e Subdivision: Angiosperma
e Clase: Dicotileddonea
e Subclase: Gamopétala

e Orden: Tubiflorales

e Familia: Lamiaceae

e (Geénero: Minthostachys

e Nombre vulgar: mufia

Descripcion boténica.

Minthostachys mollis (mufia) es una planta arbustiva, erecta y rastrera generalmente
de 0.03 cm. A 1.250 m; de raiz pivotante y de fuerte consistencia, que a partir de la

corona emerge un gran nimero de tallos con abundante poblacion foliar entre
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anchas y angostas alternas y simples, es decir sin brécteas de tallo cuadrangular con
ritidomas de color marrdn inflorescencia racimosa dicotémica de 10 a 30 flores ya

sean de formas solitarias o asociadas formando glomérulos @4,
Composicion quimica.

El aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia), al igual que otros aceites
esenciales, presenta una estructura aldehidica, cetdnica, alcohdlica (mentol y
mentona, pulegona), ésteres, éteres y terpenos en mayor porcentaje. Realiz6 la
desterpenacion del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) determinado el
10.20 % para la parte desterpenada (compuestos oxigenados) y 89.80 % para la
fraccion terpénica. Se determind la presencia de carvacril acetato, carvacrol,

pulegona y mentona ¢4,

La composicion de la mufia es: aceite esencial, glucosidos, mucilagos, saponinas,
taninos, alcaloides y esteroles. Ademas, contiene carbohidratos, calcio, fésforo,

fierro, trazas de vitamina B1, esencias y mentol %),
Propiedades terapéuticas.

La mufia es famosa por la poblacion en general por sus propiedades digestivas
contra cdlicos, flatulencias (carminativo), vomitos, diarreas, antitusigenas,
antiasmatico,  expectorante  antiespasmodico,  antiséptico,  analgésico,
antiinflamatorio, febrifugas, en tratamiento de tumores y mezclandola con chilca se
emplea en fracturas. Es excelente contra la halitosis y para combatir jaquecas y

soroche 14,
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Toxicidad.

Uno de los constituyentes con mayor toxicidad de muchos aceites Minthostachys
es Pulegona, o como poleo (Mentha pulegium). El consumo de altas dosis es muy

toxico ocasionando dafio en el higado y en gestantes puede provocar el aborto ),

Escherichia coli.

La Escherichia coli pertenece a la familia de las enterobacterias que son bacilos gram
negativos que se encuentran en suelo, agua, vegetacion y la flora intestinal normal del
hombre y de los animales. Su pared esta compuesta por peptidoglucano, un fosfolipido
doble, ademas de lipopolisacaridos, lipoproteinas, purinas y otras, contando con unos
apéndices u organelas que se irradian hacia el exterior y que le sirven como aparato de

locomoci6n 425,

Son cilindricas con 1,1 — 1,5 um de didmetro por 2,0 — 6,0 um de largo que se disponen
aisladas o en parejas. Son bacterias quimioheterotrofas facultativas teniendo los
metabolismos fermentativo y respiratorio, no forman esporas, estan desprovistas de
oxidasa, producen catalasa y 3-galactosidasa, pueden ser moviles por flagelos peritricos

o0 inmodviles y normalmente reducen nitrato a nitrito ¢®

Como todas las bacterias gram negativas, la cubierta de Escherichia coli consta de tres
elementos: la membrana citoplasmatica, la membrana externa y, entre ambas, un espacio
periplasmico constituido por péptido glucano. Esta ultima estructura confiere a la
bacteria su forma y rigidez, y le permite resistir presiones osmdticas ambientales

relativamente elevadas 6)
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Escherichia coli presenta multiples caracteristicas y facetas, y constituye el taxon

bacteriano mejor estudiado, aunque el conocimiento de las cepas salvajes es aln parcial.

Parece, que las facultades de adaptacion de esta bacteria son poco comunes, debido a la

adquisicion de nuevos genotipos a partir de plasmidos, bacteriéfagos, y otros elementos

que transmiten su material genético. Ademas, su conocida capacidad de ubicuidad

favorece la aparicion reiterada de cepas con nuevas propiedades, incluyendo

capacidades patdgenas no facilmente reconocibles 9,

Clasificacion cientifica 29,

e Nombre cientifico:

e Categoria:

e Clasificacion superior:

e Filo:
e [Especie:
e Familia:

Genoma de la bacteria.

Escherichia coli
Especie
Escherichia
Proteobacteria
E. coli

Enterobacteriaceae

Los microorganismos se clasifican gracias a la expresion de su genoma material

genético. Desde tiempo atras se usa la clasificacion bioquimica o fisiologica y

también, la seroldgica para diferenciar las distintas especies y diferentes

serovariedades de una misma especie .
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El procedimiento serolégico se basa en las diferencias antigénicas capacidad de
producir anticuerpos diferentes por la superficie cuerpo de la bacteria que
constituye el antigeno O y los flagelos son los antigenos H de bacterias de una

misma especie. Asi, se establecen las serovariedades ).
Etiopatogenia.

Se han podido identificar por lo menos seis categorias de E. coli que provocan
diarreas en el humano, E. coli enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAEC), adherentedifusa (DAEC) y
enteropatogena (EPEC). Cada una de ellas tiene codificado a nivel cromosomal y

plasmidico diferentes grupos de genes que participan directamente en la virulencia

(24)

La E. coli infectante se considera enterotoxigena y produce severas diarreas
especialmente en menores, ancianos e inmunocomprometidos. La enterotoxina
favorece la secrecion masiva de liquido y el diagndstico de la misma que no se
confirma facilmente porque Unicamente estd basada en identificar la toxina
termolabil que es codificada por diversos genes y la toxina termoestable, lesionan
la mucosa causando pérdida de vellosidades. Su patogenia tiene tres pasos,
adherencia a los enterocitos, induccion de sefiales transductivas en enterocitos y el
desarrollo de adherencia a éstos. Solo es posible realizar un diagnostico de
infecciones por E. coli cuando se detecta los genes codificadores de la virulencia

mediante sondas de ADN @),
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La totalidad de las cepas intestinales de E. coli no son patégenas y conviven en
armonia con el hospedador, algunas incluso lo benefician sintetizando cofactores y

hasta lo protegen de la invasion por microorganismos patogenos ),

No obstante, varias cepas son patdgenas y pueden producir infecciones entéricas
diarrea, disenteria, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico o extra
intestinales infecciones urinarias, bacteriemias 0 septicemias, meningitis,

peritonitis, abscesos, mastitis, infecciones pulmonares y de heridas ¢®
Mecanismos de virulencia.

La capacidad de las cepas patogenas de Escherichia coli para causar los distintos
tipos enfermedades intestinales y extraintestinales procede de la manifestacion de
multiples causas de virulencia incluyendo adhesinas, toxinas, sideréforos y

sistemas de secrecidn entre otros ),

La virulencia bacteriana en un prodigio multifactorial. Las cepas patogenas de E.
coli tienen diferentes tipos de factores de virulencia que aportan coincidentemente
a potenciar su patogenicidad ©®. La manifestacion de factores de virulencia
especificos confiere una progresiva capacidad de adaptacion a nuevos nichos y

permite causar un largo espectro de enfermedades ).
Inmunidad contra.

Una relacion elevada 40 a 90% de las cepas de E. coli son resistentes a la ampicilina,
estreptomicina, tetraciclinas y sulfamidas. También son muchas 15 a 30% las cepas
resistentes a las cefalosporinas de 12 generacion, neomicina, kanamicina,

cloranfenicol y quinolonas. Entre los antibioticos que presentan menores tasas de
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resistencias se dispone de amoxicilina-acido clavulénico, cefalosporinas de 22 y 32

generacion, gentamicina, tobramicina, amicacina, colistina y polimixina B 529,

El norfloxacino es un medicamento de eleccién para el tratamiento de infecciones
por E. coli antibiético bactericida de amplio espectro, actia sobre el ADN
bacteriano inhibiendo la enzima ADN girasa enzima que sintetiza el ADN y se

encarga del enrollamiento de este ?52),

Infeccidon Bacteriana.

E. coli es la causa del 70 a 95% de las ITU, especialmente de cistitis no complicadas
y de pielonefritis agudas. Los grupos de riesgo para ITU incluyen neonatos, nifias

en edad preescolar, mujeres sexualmente activas y ancianos de ambos sexos ),

Tradicionalmente las estrategias terapéuticas y preventivas dependen del uso de
antimicrobianos con el objetivo de inhibir el crecimiento bacteriano, pero urgen
alternativas a estos compuestos debido al drastico aumento de resistencia maltiple
a los antimicrobianos. Ademas, recientemente se ha demostrado que
concentraciones subinhibitorias de antibioticos aminoglucésidos inducen a la

formacion de biopelicula por E. coli ¢>27,
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Etapas de la infeccién.
Dentro de las etapas de la infeccion bacteriana tenemos las siguientes:

Colonizacién: es la presencia de una bacteria sobre una superficie del cuerpo
humano, sin que a nuestro organismo le afecte, ni siquiera trata de deshacerse de
ellas, es decir no se echan a andar los mecanismos de defensa del cuerpo y no se
forman anticuerpos. Muchas superficies de nuestro cuerpo estan cubiertas de

bacterias como piel y mucosas (piel, intestinos, boca, vagina, etc) @,

Invasion: es la penetracion de una bacteria a un tejido u 6rgano donde es reconocida
como extrafia, para ello debi6 haber superado los primeros mecanismos de defensa

del organismo como lo son las barreras fisicas como piel y mucosas 9.

Infeccion: una vez que la bacteria ha traspasado las barreras naturales y se
encuentra alojada en un sitio donde usualmente no deberia haber bacterias, nuestro
cuerpo la reconoce como extrafia y echa a andar mecanismos de defensa para
eliminarlas. En este caso la bacteria despierta a nuestro sistema inmune y se forman
anticuerpos. De aqui pueden derivarse 2 situaciones: a) Que los mecanismos de
defensa de nuestro organismo controlen a la bacteria sin que esta nos provoque un
dafo, y b) que la bacteria supere a nuestros mecanismos de defensa provocandonos

una “ENFERMEDAD” con un dafio sobre los tejidos u 6rganos invadidos @2,

Para el diagnostico de infeccion se utiliza el ECEH 0157:H7 pues estas cepas
fermentan el solitol y forman colonias en placas de agar Mkconkey Sorbitos, el
tratamiento de infeccion se hace empleando medidas de soportes. Las cepas
especificas de E. coli enteroinvasivas son detectadas cultivandolas y obteniendo

como resultado unas colonias que son negativas a lactosa 9.
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Mecanismo de accion de Minthostachys mollis frente a cepas Escherichia coli.

El aceite de Minthostachys mollis, presenta una estructura aldehidica, cetdnica,
alcohdlica, con ésteres, éteres y terpenos en mayor porcentaje. La caracteristica
lipofilica del aceite le permite traspasar membranas e inducir fugas en la permeabilidad
de cada uno de los componentes estructurales generando pérdidas idnicas. Al producir
dafio en la estructura esto conllevara a una cascada de alteraciones en otros organulos
por lo cual no solo habré afectacion localizada sino difusa en los microorganismos. En
casos singulares el utilizar de manera pura los compuestos puede favorecer a una mayor

accion frente a patogenos al compararlo con los aceites extraidos 1929,

Por otra parte, el carvacol es uno de los componentes mas importantes del aceite y de
actividad méas notables, pues basa su mecanismo en desintegrar los precursores grasos,
enlenteciendo el intercambio de sustancias a través de la membrana. Este compuesto
acaba las reservas ATP bacterianas ocasionando un pésimo metabolismo. Otro
componente, el cinaldehido, inhibe enzimas como carboxilasa y proteasas al bloquear
la via respiratoria de las bacterias impidiendo el transito normal del potasio y
modificando el pH. Pero, el dato méas relevante en torno a su accion se basa en la
existencia por parte de la bacteria de una diversidad de posibilidades de accionar frente

a los tratamientos ©033),
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1.  HIPOTESIS.

Hipdtesis alterna (H1)

El aceite esencial de hojas de Minthostachys mollis (mufia) si tiene efecto

antibacteriano frente a Escherichia coli comparado con norfloxacino.

Hipotesis nula (HO)

El aceite esencial de hojas Minthostachys mollis (mufia) no tiene efecto

antibacteriano frente a Escherichia coli comparado con norfloxacino.
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IV. METODOLOGIA.

4.1. Diseiio de la investigacion.

El presente trabajo investigacion fue un estudio experimental, in vitro, aplicado y de
nivel explicativo de enfoque cuantitativo. La técnica utilizada fue la prueba de

sensibilidad antimicrobiana aplicando el método de discos de Kirby-Bauer.
Grupo Control Negativo.

Formado por 5 placas petri conteniendo agar Mueller Hinton (20 ml) sembrado
Escherichia coli, (1,5 x10% UFC por ml) el cual se realizé utilizando el tubo 0.5 de la
turbidez de Mc Farland, en ellas se colocaron discos hechos con papel whattman grado
41 con un didmetro de 6 mm, sobre estos discos se colocaron 20 ul del solvente de

dilucion del aceite esencial (dimetilsulfoxido - DMSO al 10%). Por 24 horas.
Grupo Estandar Farmacologico:

Formado por 5 placas Petri conteniendo agar Mueller Hinton (20 ml), sembrado de
Escherichia coli, (1,5 x10® UFC por ml) el cual se realizé utilizando el tubo 0.5 de la

turbidez de Mc Farland, en ellas se colocaron discos de norfloxacino 10ug en solucion.
Grupo Experimental 1.

Formado por 5 placas petri conteniendo agar Mueller Hinton (20 ml), sembrado
Escherichia coli, (1,5 x10® UFC por ml) el cual se realizo utilizando el tubo 0.5 de la
turbidez de Mc Farland, en ellas se colocaron discos hechos con papel whattman grado
41 con un diametro de 6 mm, sobre estos discos se colocaron 25 ul de aceite esencial de

Minthostachys mollis 25%.
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Grupo experimental 2.

Formado por 5 placas petri conteniendo agar Mueller Hinton (20 ml), sembrado de
Escherichia coli, (1,5 x10% UFC por ml) el cual se realizo utilizando el tubo 0.5 de la
turbidez de Mc Farland, en ellas se colocaron discos hechos con papel whattman grado
41 con un diametro de 6 mm, sobre estos discos se colocaron 25 ul de aceite esencial de

Minthostachys mollis 50%.

4.2. Poblacion y muestra.

Estuvo constituida por el conjunto de placas petri con agar Mueller Hinton con
diferentes concentraciones de aceites esenciales de Minthostachys mollis (mufia) con
siembra adecuada de cepas Escherichia coli, se ejecuté en el laboratorio de

microbiologia de la Universidad Catolica Los Angeles de Chimbote filial Trujillo
a) Poblacion vegetal.

La poblacion estuvo constituida por las plantas completas (raiz, tallo, hojas y flor) de

Minthostachys mollis (mufia)
Muestra vegetal.

La muestra estuvo constituida por 1.650 kg hojas frescas de Minthostachys mollis

(muha).
Criterios inclusién

o Hojas frescas de Minthostachys mollis mufia en buenas condiciones organolépticas

libres de microorganismos Yy pesticidas.
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Criterios de exclusion:

o Se rechaz6 aquellas plantas demasiado jovenes, pequefias o envejecidas, y también
aquellas que hubieran estado expuestas a pesticidas u otros factores que podrian
afectar la composicién quimica de la misma y asi puedan afectar su poder

antibacteriano.

b) Poblacion microbioldgica:

Escherichia coli fue obtenida de la Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote filial
Trujillo se traté de un microorganismo silvestre, el cual fue aislado y tratado con ayuda

de un docente tutor de microbiologia.
Criterios de inclusion:

o Cultivos de 24 horas después de la inoculacion

Criterios de exclusion:

o No se utilizé cultivos de Escherichia coli que se encuentren contaminados.
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4.3.Definicion y operacionalizacion de variables

VARIABLES

DEFINICION

CONCEPTUAL

DEFINICION

OPERACIONAL

INDICADORES

ESCALA DE MEDICION

Independiente:

Aceite esencial de las hojas

minthostachys mollis (mufia)

Pequefia porcion concentrada de
compuestos quimicos denominado
aceite esencial adquirido de las

hojas de Minthostachys mollis

destilacion de arrastre a vapor
empleando el destilador y se

utilizé dos concentraciones para el

Se realiz6 el método de

tratamiento bacteriano

Tratamientos

25% viv

50% v/v

Control DMSO

10% v/v

Cualitativo

nominal

dependiente:

Efecto antibacteriano in vitro
de Minthostachys  mollis
mufia frente a cepas de

Escherichia coli

Valoracion de efecto antibacteriano
capaz de impedir el crecimiento de

la bacteria al cabo de 18-24 h de

incubacion

Se determiné a través de la

medicion de los halos de

inhibicién

Sensibilidad en

(mm)

Cuantitativo

de razon
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

Material vegetal y obtencion del aceite esencial.

a) Recolecciéon de Minthostachys mollis (mufia)

Las hojas frescas de la planta, se recolectaron de la provincia de Gran Chimu distrito
de Cascas Sayapullo, Cruz pampa en el Departamento de La Libertad 2,357 m.s.n.m.
Se certificd en el Herbarium Truxillense HUT, luego fueron llevadas al centro de
atencion en medicina complementaria Essalud (CAMEC), donde se seleccionaron los
ejemplares con buenas condiciones de este modo se obtuvo la muestra fresca (MF). La
MF se lavo con agua destilada clorada, se colocé sobre una bandeja de cartulina y se

llevé a la estufa a 40-45°C por 3 hora luego se realizd extraccion.

Extraccion de aceites esenciales:

El aceite esencial se obtuvo por el método de arrastre a vapor de agua, a través del uso
del clevenger GLASSCO con capacidad para 4 L. Empleandose 1.650 kg del material
vegetal, el cual selecciono, se agregd en el balon de extraccion, conteniendo 500 mL
de agua destilada, el aceite esencial se recolecto en una pera de decantacion, se dejo
en reposo hasta observar la separacion del agua y del aceite, el tiempo de extraccion
duro 3 horas, el aceite esencial se deposito en frasco ambar y se cerré herméticamente

luego se almaceno en refrigeracion para su uso.

Preparacion de las concentraciones de aceite esencial

Una vez obtenida el aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia), se utiliz6 aceite
esencial de mufia puro (100%) trabajandose a 2 concentraciones 25% y 50%. para eso

se procedid a realizar las diluciones utilizando como solvente el dimetilsulfoxido
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(DMSO). Las concentraciones obtenidas se colocaron en tubos de ensayo protegidos
con papel aluminio para evitar la exposicion a la luz, lo cual puede alterar la

composicién quimica del aceite esencial.
Formula para obtener la concentracion de Aceites esenciales.

CONCENTRACION FINAL DE LOS ACEITES ESENCIALES

Volumen aceite  Volumen DMSO Volumen final Concentracion %

esencial
1.25 ml 3.75ml 5mi 25%
2.50 mi 2.50 ml 5ml 50%

DMSO: Dimetilsulfoxido

b) Material Bacterioldgico:

Aislamiento del microorganismo.

Para el aislamiento del cultivo de Escherichia coli, en la placa se aplicé el método de

estrias cruzadas se procedi6 a la siguiente forma.

o Se desinfecto por completo el &rea de trabajo con hipoclorito de sodio, se
prendio el mechero para eliminar microorganismos dispersos en el ambiente.
o Se realizo el trabajo cerca al mechero, se marco la base de la placa Petri,

especificando concentraciones, fecha y hora de trabajo.
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o Se esterilizo el asa bacteriologica por método de flameo hasta llevar al rojo
Vivo.

o Se dejo enfriar el asa contando de 20 a 30 segundos, para luego proceder con
el sembrado de la muestra Escherichia coli. Se incubo la placa petri, La

incubacion se realiz6 a 35+2 °C por 24 horas.

Preparacion del inoculo para Escherichia coli:

El indculo bacteriano se prepard de acuerdo a las indicaciones establecidas por el
Instituto de estandares clinicos y de laboratorio (CLSI, 2011), tomando entre 1-2
colonias bien diferenciadas y morfologicamente similares de las bacterias previamente
sembradas en placas petri, y luego suspendiéndolas en tubos de ensayo en caldo
homologo estéril, (solucion salina estéril). para la comparacion de patron de turbidez
de Mac Farland 0.5 se realiz6 en papel blanco con lineas negras para visualizar mejor

la turbidez 1

Método de difusién de discos.

El método mas comdn en la evaluacion de la actividad antimicrobiana es el ensayo
Kirby — Bauer. Los discos empleados son impregnados del extracto de Minthostachys
mollis en diferentes concentraciones para colocarlas en cada placa a una distancia
establecida (2 cm). Al ser sometidos a un grado de incubacion de 37°C en 24 h. Para
Escherichia coli, el extracto difunde radialmente desde el disco a través del agar, la

cual la concentracion disminuye al extenderse y alejarse desde el punto de disco. Llega
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a un punto en que el extracto con actividad antibacteriana no ejerce dicho efecto frente

a la cepa. Al medir el didmetro del area de inhibicion alrededor del disco, este puede

clasificarse en diferentes categorias de sensible, intermedio o resistente G,

Siembra de la muestra:

>

Se utiliz6 un asa bacterioldgica estéril, para obtener el in6culo de la solucién
preparada para tomar Escherichia coli.

Se coloco el aplicador por encima del nivel del contenido o la muestra del tubo y
se gira por las paredes del mismo para remover el exceso del indculo.

En la superficie de la placa con el medio de cultivo, se sembro el inoculo de manera
uniforme, en estrias en 3 direccione, dejando la placa tapada entre 5 a 10 minutos
para que la superficie del medio se seque.

Después del sembrado de la bacteria en estudio, se coloco los discos en la
superficie del agar dentro de la placa usando pinzas estériles, presionar los discos
suavemente sobre el medio de cultivo para asegurar la adherencia al medio v el
contacto sea uniforme.

En la superficie de la placa se colocaron 4 discos en la periferia, con una medida
de 2 cm de distancia entre disco y disco, para evitar que el halo de inhibicién quede
sobrepuesto.

Finalmente se incubaron las placas con el sembrado inmediatamente a una

temperatura 37°C.
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Técnica de medicién de halos de inhibicién:

Para la lectura de los halos de inhibicion se utilizo la regla de vernier después de 24
horas de incubacion de los cultivos de Escherichia coli, referidos por el Instituto

Nacional de Salud (INS) Ver anexo ©b.

4.5. Plan de analisis

Para el analisis y tabulacion de datos recolectados se utilizo el programa Excel 2013
los cuales fueron procesados a través del paquete estadistico IBM-SPSS-version 20,
donde se encuentran las pruebas estadisticas T-Student para dos grupos y el analisis
de varianza ANOVA para la comparacion de varios grupos (grado de confianza 95%
- a < 0.5). Los resultados que se obtuvieron de los grupos de estudios fueron

presentados en tablas.

35



4.6.Matriz de consistencia

Titulo de la Formulaci- Tipo de Definicion  Indicado- Plan de
investigacion on del Obijetivos Hipotesis investigacion Variables operacional res analisis
problema /escala de
medicién
Obijetivo general. (HO) Independiente  Concentracion A.EM
EFECTO de AEM
ANTIBACTERIANO ¢Cuél es el Evaluar el efecto antibacteriano del aceite EIl aceite esencial de Tipo de Aceite esencial - Mollis T-
. . i . ) ) Mollis 25% y 25%
IN VITRO DEL efecto esencial de hojas Minthostachys mollis hojas de Minthostachys investigacion. e 50 STUDENT
A ichi i i A i . 0
ACEITE ESENCIAL  antibacteriano (mufia) frente a Escherichia coli mollis (mufia) NO tiene Minthostachys AEM y
de hoi comparado con norfloxacino. efecto  antibacteriano Cuantitativo
€ nojas Mollis (Mufi .
DE HOJAS  DE _ J o _ frente a Escherichia coli ollis (Mufia) MOIJIS 50 ANOVA
Minthostachys mollis Minthostachys — Objetivos especificos. comparado con %
MUNA) FRENTE A  mollis (mufia) - .
( ) -Comparar el efecto antibacteriano de las norfloxacino. dependiente Variable
Escherichia coli, frente a - . . ., cualitativa
distintas  concentraciones del aceite (H1) Ef Se determino inal
ichi ecto nomina
COMPARADO CON Escherichia esencial de hojas de Minthostachys mollis diante |
i . . mediante la
NORFLOXACINO coli (mufia) frente a Escherichia coli. El aceite esencial de Antibacteriano
comparado _ _ hojas de Minthostachys Disefio de In vitro de medicion de
con -Comparar el efecto antibacteriano de las mollis (mufia) SI tiene investigacion tos halos ( "|Y|mt
isti i i i o0s halos de milimetro
norfloxacino? dlsunfas con-centracu-mes del acelt-e efecto  antibacteriano _ Minthostachys 5)
esencial de hojas de Minthostachys mollis frente a Escherichia coli Experimental mollis (mufie inhibicion Variable
(mufia) frente a Escherichia coli, con comparado con cuantltat,lv
norfloxacino. E. coli a de razon

norfloxacino
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4.7. Principios éticos.

El presente trabajo de investigacion se realiz respetando la normativa legal y los
principios éticos, cumpliendo los procesos establecidos de acuerdo a las normas de

bioseguridad, de la universidad catdlica Los Angeles de Chimbote.

Proteccidn a las personas: La persona en toda investigacion es el fin y no el medio,
por ello necesitan cierto grado de proteccion, el cual se determinard de acuerdo al

riesgo en que incurran y la probabilidad de que obtengan un beneficio ¢,

Justicia: El investigador debe ejercer un juicio razonable, ponderable y tomar las
precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos, Yy las limitaciones de sus
capacidades y conocimiento, no den lugar o toleren practicas injustas. El investigador
estd también obligado a tratar equitativamente a quienes participan en los procesos,

procedimientos y servicios asociados a la investigacion ¢2,

Integridad cientifica: Alude al correcto procedimiento de la practica de la ciencia, y
connota honestidad, transparencia, justicia y responsabilidad. Por tanto, transmite las

ideas de totalidad y consistencia morales G2

Consentimiento informado y expreso: En toda investigacion se debe contar con la
manifestacion de voluntad, informada, libre, inequivoca y especifica; mediante la cual
las personas como sujetos investigadores o titular de los datos consienten el uso de la

informacion para los fines especificos establecidos en el proyecto ©2)
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V. RESULTADOS.

5.1.RESULTADOS.

TABLA 1. Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de Minthostachys
mollis (mufia) a concentraciones de 25% y 50% frente a Escherichia coli comparado

con norfloxacino a las 24 horas.

PROMEDIOS DESVICION SIG
GRUPOQOS DE HALOS DE ESTANDAR (P)**
INHIBICION
DMSO 6mm +0.00
Norfloxacino 10 36.3 mm +1.24
ug
0.000
A.E. Minthostachys 29.45mm +3.38
mollis 25%
A.E. Minthostachys 32.35mm +1.93
mollis 50%

**P (<0.05); PRUEBA ANOVA.

A.E: Aceite Esencial

DMSO: Dimetilsulfoxido
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TABLA 2. Comparacion del efecto antibacteriano in vitro de dos concentraciones del

aceite esencial de hojas de Minthostachys mollis (25% y 50%) y norfloxacino en

cultivo de Escherichia coli.

SIGNIFICANCIA

GRUPOS COMPARADOS (p) *

A.E Minthostachys mollis al 25% vs Norfloxacino (10 Ug) 0.040
A.E Minthostachys mollis al 50 % vs Norfloxacino (10 Ug) 0.011
A.E Minthostachys mollis al 25% vs A.E Minthostachys 0.135

mollis al 50 %

*P (<0.05); PRUEBA T-STUDENT.

A.E: Aceite Esencial
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5.2.Andlisis de resultados

Teniendo como objetivo evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas
Minthostachys mollis sobre cepas de Escherichia coli comparado con norfloxaino. Se
obtuvo como resultado que el efecto antibacteriano del aceite esencial Minthostachys

mollis es menor que el norfloxacino, pero si tiene efecto frente a la bacteria estudiada.

Aunque no se encontraron muchos estudios previos que determinen el efecto
antibacteriano del aceite de Minthostachys mollis frente a Escherichia coli, si se
obtuvieron referencias a nivel internacional y nacional que muestran efecto
antibacteriano por parte del aceite esencial de la planta frente a Escherichia coli. Estas
investigaciones coinciden con los resultados obtenidos, por ejemplo, Bejarano
Meléndez . Demuestra en su estudio que el aceite esencial de Minthostachys mollis

inhibe el crecimiento de cepas Escherichia coli ATCC 25922.

Un aporte importante fueron los resultados del estudio de Torrenegra M, quien
demostro que el aceite de Minthostachys mollis tuvo efecto antibacteriano importante
frente a Escherichia coli y otras bacterias como Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis, a una concentracion inhibitoria minima de 500 ug/ml y
600 ug/ml respectivamente. Concluyendo que el efecto antibacteriano de la planta se
debia a su gran contenido de monoterpenos oxigenados con reconocida actividad

antibacteriana, como son el carvacrol y el timol (333,

Para Aigaje A 2. Demuestra que al evaluar la actividad antimicrobiana que poseen
los aceites esenciales en un su estudio observo un alto efecto antibacteriano frente a
cepa Porphyromonas gingivales donde se obtuvo mayor eficacia con la concentracion

al 25 y 100%. concordando con esta investigacion ya que los halos de inhibicion
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presentaron los siguientes promedios: 29.45 mm y 32.35mm correspondientes a las
concentraciones 25%, 50% del aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis

(muna) en Escherichia coli comparado con norfloxacino.

En la tabla 01, se observa que la prueba ANOVA para comparar los grupos indican un
nivel de significancia de 0.000 es decir el Valor P es menor que el alfa (0.000) es decir
existe diferencia estadistica altamente significativa en los resultados obtenidos entre
los grupos de experimentacion. se acepta la hipdtesis afirmativa de la investigacion.
Que el aceite esencial de Minthostachys mollis si tiene efecto antibacteriano frente a

Escherichia coli.

En la tabla 02, se muestra la comparacion con la prueba T — Student; a las 24 horas
donde el valor de la significancia es de (0.011) por lo que lo que significa que los
valores obtenidos entre el grupo experimental 02 Minthostachys mollis (mufia) al 50
% muestran una diferencia significativa no muy lejana en comparacion con el estandar
(norfloxacino). Para los valores obtenidos en el grupo experimental 01 Minthostachys
mollis (mufia) al 25 % con un valor de significancia es de (0.040) muestran una
diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el estandar

(norfloxacino).

La comparacion de los 2 grupos de estudio con la prueba T — Student; a las 24 horas
donde el valor de la significancia es de (0.135) por lo que lo que significa que los
valores obtenidos entre el grupo experimental 01 Minthostachys mollis (mufia) al 25
% no muestran una diferencia estadisticamente significativa en comparacion con

experimental 02 Minthostachys mollis (mufia) al 50 %.
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Finalmente, los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el aceite esencial
de Minthostachys mollis inhibe el crecimiento de cepas Escherichia coli esta actividad
antimicrobiana, de la Minthostachys mollis (mufia) son propiedades apreciables debido
a que los aceites esenciales pueden actuar como desacopladores, los cuales interfieren
en la translocacion de los protones sobre la membrana y consecuentemente interrumpir
la fosforilacion del ADP. Los compuestos terpenoides pueden servir como un ejemplo
de agentes liposolubles las cuales afectan la actividad enzimatica catalizadoras a nivel
de la membrana 233),

El carvacol es uno de los componentes mas importantes de esta actividad mas notables,
pues basa su mecanismo en desintegrar los precursores grasos, enlenteciendo el
intercambio de sustancias a través de la membrana. Este compuesto acaba las reservas
ATP bacterianas ocasionando un pesimo metabolismo. Otro componente, el
cinaldehido, inhibe enzimas como carboxilasa y proteasas al bloquear la via
respiratoria de las bacterias impidiendo el transito normal del potasio y modificando
el ph. Carvacrol es capaz de desintegrar la membrana externa de las bacterias gram
negativas De esta manera se sigue evidenciando sosteniendo que el aceite esencia de
Minthostachys mollis son una buena fuente natural y disponible que posibilitara

desarrollar diferentes formas farmacéuticas con actividad farmacolégico (933,
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VI. CONCLUSIONES.

o Elaceite esencial de hojas de Minthostachys mollis (mufia) a concentraciones
de 25 % y 50 %, tiene efecto antibacteriano frente a Escherichia coli

comparado con norfloxacino.

e El aceite esencial de hojas de Minthostachys mollis (mufia) al 50 % presento6
mayor efecto antibacteriano, comparado con el aceite esencial de hojas de

Minthostachys mollis (mufia) al 25 % frente a Escherichia coli.

e El control farmacologico norfloxacino 10 ug, fue quien presentd mayor efecto

antibacteriano comparado con las concentraciones 25% y 50% del aceite

esencial de hojas Minthostachys mollis (mufia) frente a Escherichia coli.
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6.1. RECOMENDACIONES.

e Continuar en futuras investigaciones con el estudio de la planta Minthostachys

mollis ya que demostro tener actividad antibacteriana.

e Realizar estudios de composicion quimica del aceite esencial de aceite de
Minthostachys mollis de diferentes regiones del Peru para determinar el
componente que produzca efecto antibacteriano en cepas puras de Escherichia

coli.

e Utilizar este recurso fitoquimico como producto complementario a los

tratamientos antibacterianos de enfermedades originadas por Escherichia coli
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ANEXOS.

TABLA 03: Determinacion de la significancia utilizando PRUEBA T — STUDENT

de muestras independientes entre los grupos estandar y experimental 01 a las 24 horas

T- Gl Sig. (bilateral)
STUDENT
H24 3.924 8 0.040

FUENTE: SOFTWARE ESTADISTICO IBM SPSS 20.0 SOBRE LOS DATOS
OBTENIDOS EN LA INVESTIGACION

TABLA 04: Determinacion de la significancia utilizando PRUEBA T — STUDENT

de muestras entre los grupos estandar y experimental 02 a las 24 horas

T- o] Sig. (bilateral)
STUDEN
T
H24 3.305 8 0.011

FUENTE: SOFTWARE ESTADISTICO IBM SPSS 20.0 SOBRE LOS DATOS
OBTENIDOS EN LA INVESTIGACION.
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TABLA 05: Determinacion de la significancia utilizando PRUEBA T — STUDENT

de muestras independientes entre los grupos experimental 01 y experimental 02 a las

24 horas
T- Gl Sig.
STUDE (bilateral)
NT
H24 1.664 8 0.135

FUENTE: SOFTWARE ESTADISTICO IBM SPSS 20.0 SOBRE LOS DATOS
OBTENIDOS EN LA INVESTIGACION

TABLA 06: Prueba ANOVA para encontrar la significancia de los grupos de estudio.

H24 F Sig.

Inter-grupos 214..076 0.000

Intra-grupos

FUENTE: SOFTWARE ESTADISTICO IBM SPSS 20.0 SOBRE LOS DATOS
OBTENIDOS EN LA INVESTIGACION
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CUADRO 01: Grupo control (negativo) del efecto antibacteriano in vitro de hojas

Minthostachys mollis (mufia) en E coli. comparado con norfloxacino.

Grupo control Negativo DIMETIL SULFXIDO (DMSO)

Dimetil  Discol Disco2 Disco 3 Disco 4 Media  Desviacion
Sulfoxido Estandar
Placa 01 6 6 6 6 6 0
Placa 02 6 6 6 6 6 0
Placa 03 6 6 6 6 6 0
Placa 04 6 6 6 6 6 0
Placa 05 6 6 6 6 6 0

FUENTE: DATOS OBTENIDOS POR LA INVESTIGADORA

En el grupo control negativo los halos de inhibicidn corresponden al tamafio del disco
(6mm) es decir el solvente de dilucion del aceite esencial (DMSO), la bacteria tuvo un
crecimiento normal, no presenta efecto antibacteriano frente a la cepa de Escherichia

coli utilizada en la presente investigacion.

CUADRO 02: Grupo farmacolégico (norfloxacino) del efecto antibacteriano in
vitro de hojas Minthostachys mollis (mufia) en E coli. comparado con

norfloxacino.

Grupo Farmacolégico (NORFLOXACINO)

Desviacion
NORFLOXACINO Discol Disco2 Disco3 Media Estandar
Placa 01 33 37 34 34.67 2.08
Placa 02 36 36 36 36 0
Placa 03 34 41 38 37.67 3.51
Placa 04 37 34 32 34.33 2.52
Placa 05 39 37 34 36.67 2.52

FUENTE: DATOS OBTENIDOS POR LA INVESTIGADORA
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En el estandar farmacolégico se muestran un promedio entre 34 y 37 mm en el halo de

inhibicién (Sensidiscos de Norfloxacino 10mg/disco) que segln el reporte del Instituto

Nacional de Salud (INS) para ser considerado sensible el cultivo debe tener un rango

de inhibicion de 28 — 35 mm que en este caso se encuentra dentro de dicho rango ¢

CUADRO 03: Grupo experimental 01 Minthostachys mollis (mufia) al 25 % del

efecto antibacteriano in vitro de hojas Minthostachys mollis (mufia) en E. coli.

comparado con norfloxacino.

Control experimental 01 Minthostachys mollis (mufia) 25 %

Experimental 1 (mufia) 50 Desviacion
% Disco 1 D.2 Disco3 Disco4 Media Estandar
Placa 01 21 27 21 26 23.75 3.43
Placa 02 30 30 28 28 29 1.41
Placa 03 32 32 31 31 315 0.80
Placa 04 32 32 30 30 31 0.93
Placa 05 32 32 32 32 32 0

FUENTE: DATOS OBTENIDOS POR LA INVESTIGADORA
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CUADRO 04: Grupo experimental 02 Minthostachys mollis (mufia) al 50 % del
efecto antibacteriano in vitro de hojas Minthostachys mollis (mufia) en E. coli.

comparado con norfloxacino.

Control experimental 02 Minthostachys Mollis (Mufia) 50 %

Desviacion
Experimental 02 (Muia) 50 % Disco1l Disco2 Disco3 Disco4 Media Estandar
Placa 01 32 32 32 32 32 0
Placa 02 33 33 30 30 315 1.73
Placa 3 33 33 33 20 29.75 6.5
Placa 04 35 35 34 32 34 1.4
Placa 05 34 34 35 35 34.5 0.57

FUENTE: DATOS OBTENIDOS POR LA INVESTIGADORA

En el caso de los halos de inhibicion reportados para los grupos experimentales
experimental 01 Minthostachys mollis (mufia) AL 25 % Yy experimental 02
Minthostachys mollis (mufia) AL 50 % los promedios de halos de inhibicion se
encuentran entre 24-32 mm y 30-34mm respectivamente valores que se encuentran
dentro del rango establecido como sensible en comparacién con Norfloxacino segun

el INS ©3 para esta cepa.
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CUADRO 05: Resumen de los promedios de los grupos que forman la
investigacion del efecto antibacteriano in vitro de hojas Minthostachys mollis

(mufia) en E. coli. comparado con norfloxacino.

RESUMEN DE LOS PROMEDIOS DE LAS PLACAS

Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
Total Placa 1(mm) Placa 2(mm) Placa 3(mm) Placa4(mm) Placa 5(mm) Media
Negativo 6 6 6 6 6 6
Farmacolégico 36.67 36 37.67 34.33 36.67 36.3
Control
experimental 1 23.75 29 315 31 32 29.45
Control
experimental 2 32 31.5 29.75 34 34.5 32.35

FUENTE: DATOS OBTENIDOS POR LA INVESTIGADORA

En el caso de los halos de inhibicion reportados en la Tabla de resumen los promedios
de halos de inhibicién por grupos experimentales siendo el de mayor tamafo el
correspondiente al estdndar farmacoldgico seguido por el Experimental 02
Minthostachys mollis (mufia) al 50 % los promedios de halos de inhibicion se
encuentran dentro del rango establecido como sensible en comparacién con

Norfloxacino segun el INS para E. coli
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Imagen 01: limites de los didmetros de los halos de inhibicion para el control de

calidad de INS.

Tabla 13 Limites acqptabies (mm) de los édmatros de fos Habs oo infibician — Limites de Contral an Pruabas de Disco Difusido

ANTIMICROBIAND CONTENIDO Eschantiia Sigpimiococcus FPrapdomongs  Eschencss Ef arococous

DEL DISCO ol SLFAUS IO ST coll B0 Cals
ATCC 25622  ATCC 25923 ATCC 27853  ATCCS21B  ATCC 25212
Amikacina 30 'mp 19-26 20-26 18-26 - -
AmoxiciinalAcido 2010 =q 19-25 28-36 - 18-22 -
clavulanico
Ampiciing 10'my 16-22 271-35 - - -
Ampciina/sulbactam 10110 =g 20-24 20-37 - 1319 -
Azlromicia 15 mg . 21-26 . - .
AzIreonam 30 mp 28-36 - 23-29 - -
Cefacior 30'mg 23-21 21-1 . - -
Cefalotna 30'mg 15-21 20-37 - - -
Cefazolna 30 mp 23-29 20-35 - - -
Cefapime 30 m{ 29-35 23-29 24-30 - -
Ceftdma 5mg 23-27 - - - -
Cefoparazona 75 mp 28-34 24-33 23-20 - -
Ceflamma 30 mf 29-35 25-31 18-22 - -
Cefaxiting 30 mp 23-29 23-29 - - -
Cefazioma 30'my 25-32 15-20 22-29 - -
Cefirlanona 30'mg 79-35 22-28 17-23 . .
Cefuradma 30 mp 20-26 21-35 - - -
ChNarsericol 30'mp 21-21 19-26 - - -
CimofioEacing 5m{ 30-40 22-30 25-33 . .
Cindamicing 2 mg - 24-30 - - -
Doxlcichng 30 mg 18-24 23-29 - - -
Eriromicing 15mg - 22-30 - - -
Esparlioxacing 5 mg 30-38 2733 21-29 - -
Estregtomicing 10'mg 12-20 14-22 . - -
Esireptomicing 300 mg - - - - 14-19
Genkamicing 0 10 mp 19-26 19-27 16-21 - -
Gentamicina 120 mg - - . - 16-22
Imipenem 10'my 26-32 - 20-28 - -
Kanamicina 30'my 17-25 19-26 - - -
Levoaaxacing 5m{ 29-37 25-30 19-26 . .
Maropenam 10'mp 28-34 20-37 27-33 - -
Acido Nalldixico 30'mg 22-28 - - - -
MEroirantoing 300 mg M-25 18-22 - - -
(CMoicxacina 10 mg 2335 ) 17-28 22-29 - -
T ] 24-28 17-21 - -
Oxacna 1mg - 18-24 - - -
Peniclina 10 unidates - 26-37 - - -
REampicina 5m{ 810 26-34 - - -
Estreqtomicing O 10 mg 12-20 14-22 - - -
Teicoplaning 30'my - 15-21 - - -
Terackina 30mg 18-25 24-30 . . .
ThmemSulanamemd 1.25723.75 my = 24-32 24-32 - - -
Vancomicng 30 mg - 17-21 - - -
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Imagen 02: Certificacion de la planta Minthostachys mollis (mufia), en el herbarium

truxillense (HUT)
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Procedimientos de la extraccion del aceite esencial de las hojas de Minthostachys

mollis (Mufia), y cultivo de Escherichia coli.

Imagen 03: Recoleccion de la Imagen 04: Seleccion de las hojas

muestra vegetal mufia, provincia de
en buen estado, para luego ser

Gran CHimu en el distrito de Cascas
lavadas y secadas

sayapullo, cruz pampa

Imagen 06: el aceite esencial se

Imagen 05: Extraccion del

depositd en frasco ambar y se

aceite esencial en el equipo de ) .
cerrd herméticamente luego se

clevenger . .
9 almaceno en refrigeracién para

Su uso.
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Imagen 08: Cepa E. Coli

Imagen 07: Materiales e comparado con la escala de Mac

instrumentos de laboratorio Farland 0.5

Imagen 09: Preparacién de agar Imagen 10: Agregado de agar

Mueller Hinton Mueller Hinton 20 ml a cada

placa para el sembrado de E. Coli
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Imagen 11: las 20 placas Imagen 12: las 20 placas fueron
divididos en 4 grupos listos para llevadas a la incubadora a 37 °
llevar a la incubadora a 37 ° por 24 horas

Imagen 13: Retiro de las placas Imagen 14: Halos de inhibicién
de la incubadora después de las de los grupos
24 horas
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Imagen 14: Lectura de los halos inhibicion con el

vernier

64



