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2 Titulo

Eficacia antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) contra

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.



3 Resumen

Este estudio de investigacion se realizé con el objetivo de determinar la eficacia
antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

El disefio de investigacion es experimental in vitro, El aceite esencial fue obtenido con
la técnica de arrastre a vapor de agua, el efecto antibacteriano se realiz6 con el método
de Kirby-Bauer (método de difusién en agar) a las concentraciones de 50%, 75% y
100%. Los halos de inhibicion fueron medidos y comparados con el efecto del
Cotrimoxazol (control positivo), para establecer su eficacia antibacteriana, a través de
pruebas estadisticas inferenciales de ANOVA y HSD Tukey, encontrando un nivel de
sig. = 0.130 para S. Aureus y un nivel de sig. = 0.00 para E. Coli.

La concentracion del 50% de aceite esencial de Mufia presenta un halo de inhibicion
(10.13mm) por ende no es sensible para la bacteria de Staphylococcus aureus, la
concentracion 75% (14.40mm) y 100% (15.11mm) tienen sensibilidad Intermedia
segun el CLSI. Para Escherichia coli la concentracion del 50% (13.87mm) tiene
sensibilidad Intermedia, el 75% (17.33mm) y 100% (19.20mm) son sensible.

Por lo tanto, puedo confirmar que el aceite esencial de Mufa tiene efecto
antibacteriano contra Staphylococcus aureus moderadamente sin embargo para

Escherichia Coli es eficaz, Considerando los criterios del estandar M100 del CLSI.

Palabra clave: Aceite esencial, Antibacteriano, S. Aureus y E. Coli.



4  Abstract

This research study was carried out with the objective of determining the antibacterial
efficacy of the essential oil of Minthostachys mollis (Mufia) against Staphylococcus
aureus and Escherichia coli.

The research design is experimental in vitro, the essential oil was obtained with the
water vapor drag technique, the antibacterial effect was carried out with the Kirby-
Bauer method (agar death method) at concentrations of 50%, 75% and 100%. The
inhibition halos were measured and compared with the effect of Cotrimoxazole
(positive control), to establish its antibacterial efficacy, through inferential statistical
tests of ANOVA and HSD Tukey, finding a level of sig. = 0.130 for S. aureus and a
level of sig. = 0.00 for E. coli.

The 50% concentration of essential oil of Mufia presents an inhibition halo (10.13mm)
therefore it is not sensitive for the Staphylococcus aureus bacteria, the concentration
75% (14.40mm) and 100% (15.11mm) have Intermediate sensitivity according to the
CLSI. For Escherichia coli the concentration of 50% (13.87mm) has Intermediate
sensitivity, 75% (17.33mm) and 100% (19.20mm) are sensitive.

Therefore, | can confirm that the essential oil of Mufia has a moderate antibacterial
effect against Staphylococcus aureus, however for Escherichia Coli it is effective,
considering the criteria of the CLSI M100 standard.

Key word: Essential oil, Antibacterial, S. Aureus and E. Coli.



5 Introduccion

Antecedentes y fundamentacion cientifica.
Antecedentes.

El estudio de las plantas como antimicrobianos, es un tema que esta siendo
investigado desde hace muchos afios atras hasta la actualidad, por la poblacion cientica
a nivel mundial, quienes estan descubriendo diferentes propiedades terapéuticas
presentes en las plantas. Los estudios afirman que el aceite esencial de muchas plantas,
tienen actividad antibacteriana contra microorganismos patégenos en humanos, en este
caso estudiaremos la eficacia antibacteriana de la mufia contra dos microorganimos
Staphylococcus aureus y Eschericha Coli. Hoy en dia, son los microorganismos mas
frecuentes y muy resistentes en la poblacion. A continuacion, algunos estudios nos

confirman.

Antecedentes Internacionales.

Mercedes, Campo y Fernandez (2019) evaluaron la actividad antibacteriana in
vitro y su composicion quimica del aceite esencial de Minthostachys mollis contra
Staphylococcus en Ecuador. El aceite fue obtenido por el método de hidrodestilacién
de hojas y flores (Mp1) y de la parte aérea (Mp 2) de la planta, la evaluacion se realiz6
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). La
actividad antibacteriana mediante evaluacion preliminar sobre cepa S. aureus. Los
resultados para hojas y flores es 0.41% y la parte aérea 0.21%. La evolucién por CG —
EM nos permite ver los monoterpénos y terpenoides encontrando mayor cantidad en
Mp1l (hojas y flores). En conclusién, se demostré el efecto antibacteriano del aceite

esencial de mufia sobre Staphylococcus aureus y su composicion quimica.

Paucar (2020) determind la actividad antibacteriana y antifingica del aceite
esencial de Minthostachys mollis, en la cavidad oral comparado con ciprofloxacino
frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans. Quien prepard 360 pocillos en
total y para evaluar la actividad inhibitoria mediante el método de Kirby-Bauer, trabajo
con el aceite puro es decir al 100% a las 24, 48 y 72 horas frente a los Staphylococcus
aureus. Los resultados fueron a las 24 horas (10,4 mm), 48 horas (9,7 mm) y a las 72
horas (9,4 mm) y frente a Candida albicans a las 24 horas (9,8 mm), 48 horas (8,9 mm)

y 72 horas (8,5 mm) respectivamente. En conclusion, el aceite esencial presentd mayor



actividad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus que a Candida albicans.

Pellegrini y Alvarez (2018) investigaron las propiedades antimicrobianas de los
aceites esenciales de 6 plantas, entre ellas Minthostachys mollis. Su objetivo fue
determinar la accion antibacteriana de los aceites esenciales sobre Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, con el método de disco, difusion y microdilucion en caldos.
Donde Minthostachys mollis mostré actividad antibacteriana formando halos de
inhibicién 6 = 0.1 mm de diametro y una concentracion inhibitoria minima de
3.2mg/ml para E. Coli y S. aureus. En conclusion, el aceite esencial de mufia seria un

buen candidato para tratamientos de enfermedades bacterianas.

Antecedentes Nacionales

Paucar, Peltroche y Rojas (2021) quienes determinaron el efecto inhibitorio del
aceite de Muiia (Minthostachys mollis) en diferentes tiempos comparado con el efecto
de la doxiciclina y fluconazol sobre Staphylococcus aureus y Candida albicans en la
ciudad de Lima — Per0. El estudio fue experimental in vitroy longitudinal, La
actividad del aceite se realiz6 con el método de Kirby-Bauer en Agar Columbiay Agar
Muller Hinton, el analisis estadistico mediante ANOVA 'y Tukey.
Los halos de inhibicion sobre Staphylococcus aureus fue 10,4mm (24horas), 9,7mm
(48horas) y 9,4mm (72horas) con respecto a Candida albicans midieron: 9,8mm (24
horas), 8,9mm (48 horas) y 8,5mm (72 horas) es decir el efecto sobre los
Staphylococcus aureus es mayor que Candida albicans, pero si se compara con la
doxiciclina y fluconazol es menor, demostrando el mayor efecto inhibitorio a las 24
horas. Concluyendo que si hay efecto antimicrobiano dependiendo a la concentracion

y tiempo.

Culquipoma y Ramirez (2021), elaboraron una crema con aceite esencial de
Muria (Minthostachys mollis) para determinar su efecto contra Staphylococcus aureus
ATCC N° 25923 en Huancayo — Peru. Obtuvieron el aceite esencial con la técnica
arrastre a vapor y el efecto antibacteriano con la técnica difusion en pozo. Logrando
obtener 13.62mm al 10% y 16.89mm al 20% del aceite esencial puro los resultados de
la crema elaborada al 10% tiene halos de inhibicion de 10.92mm y 13.55mm al 20%.
En conclusion, el aceite esencial a las dos concentraciones tiene mayor efecto

antibacteriano que la crema.



Lily y Mayorga (2020) realizaron un gel de Minthostachys mollis (Mufa) para
ver su efecto antiinflamatorio y antibacteriano en la Universidad Nacional de San
Agustin de Arequipa. El aceite esencial fue obtenido por el método de arrastre a vapor,
el gel fue elaborado con la Norma Técnica de Salud (NTS) que son utilizados para las
preparaciones farmacéuticas. La evaluacion del efecto, se realiz6 llevando un
tratamiento farmacoldgico en edema de pata, y la dosis utilizada fue de 5ml y 20ml.
El efecto inhibitorio para Staphylococcus aureus y Escherichia coli se realizd con
método de disco y difusion de Kirby- Bauer. En conclusion, el gel en su elaboracion
correcta si es antiinflamatorio y antibacteriano, demostrando un nuevo tratamiento

dérmico para la poblacion.

Yomar y Cristian (2021) demostraron que el aceite esencial de Mufia
(Minthostachys mollis) tiene eficacia antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus
aureus en Huancayo — PerQ. El estudio experimental con un control negativo y un
positivo, el aceite se obtuvo con la técnica de arrastre a vapor, la eficacia antibacteriana
por la técnica de difusion en pozo. La concentracion al 50% fue (6,02 + 0,21mm), para
el 75% (11,57mm + 0,26mm) y el 100% (14,20 + 0,35mm) respectivamente, el
ciprofloxacino que es el control positivo (31,88 + 0,31mm) y el (DMS) que es el
control negativo un halo promedio de (6,10 +0.27mm).

Concluyendo que, si hay efecto antibacteriano en la concentracion de 70% y 100%

mas no, al 50%.

Jestis y Marlid (2021) realizaron una crema de aceite esencial de Mufia
(Minthostachys mollis) para ver la actividad antibacteriana sobre Staphylococcus
aureus. El estudio experimental, el aceite obtenido con la técnica de arrates a vapor, la
crema fue elaborada segun la técnica del Formulario Nacional a dos concentraciones
una a 10% y otra al 20%, el efecto antibacteriano se realizé con la técnica difusion en
pozo. Los resultados fueron sensibles al 10% y muy sensibles al 20%. Concluyendo

que si hay actividad antibacteriana del aceite contra S. aureus.

Infantes (2019), en su estudio de investigacion realizo, el efecto antibacteriano
in vitro del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) contra Escherichia coli,

comparado con norfloxacino en la Universidad Catélica los Angeles de Chimbote.
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Trabajo con 4 grupos de cultivos, utilizando dos concentraciones de aceite esencial al
25% y 50% con un control positivo (norfloxacino) y un negativo (DMS), el estudio
fue experimental, analiz6 la actividad antimicrobiana mediante la prueba de ANOVA,
obteniendo los didmetros promedios del 25% (29.45mm + 3.38) y el 50% (32.35 +
1.93mm), respectivamente, estableciendo diferencias significativas entre ellos de (p <
0.00). Logrando obtener eficacia antibacteriana significativa contra el

microorganismo, pero no mayor al efecto del farmaco.

Antecedentes regionales

Espinoza (2018) en su trabajo de investigacion del efecto antibacteriano del
aceite esencial de Mufia sobre las cepas de Escherichia coli comparado con el
ciprofloxacino. Aplicé la técnica de difusion de Kirby Bauer en agar Mueller Hinton,
el efecto antibacteriano con ANOVA y Tukey. Las diluciones que trabajo fueron al
100%, 75%, 50% y 25%, el ciprofloxacino se utiliz6 (5 pg/disco) que es el control
positivo y para el control negativo se trabajé con (DMSO). Los resultados fueron halos
de inhibicion (23.21mm) en la dilucién del 100%, (21.86mm) al 75%, (12.86mm) al
50% y (11.98mm) 25% Se concluye que, si hay, efecto inhibitorio sobre de
Escherichia coli, pero no supera al ciprofloxacino.

Bejarano (2018) determin6 que el aceite esencial de Mufia (Minthostachys
mollis) tiene efecto inhibitorio sobre cepas de Escherichia coli ATCC25922
comparado con Furazolidona, el estudio fue experimental, con método de Kirby -
Baguer y como grupo control fue la Furazolidona. Los resultados fueron 16mm al
(70%), 12.7mm al (50%) y 27.1mm la furazolidona. En conclusion, la furazolidona

tiene mayor efecto inhibitorio que el aceite esencial.

Mantilla S y Yupanqui E (2018), evaluaron las propiedades antibacterianas del
aceite esencial de Minthostachys mollis “mufa” sobre Staphylococcus aureus. El
aceite obtenido de toda la planta utilizando el método de arrastre con vapor de agua.
Prepararon las diluciones para identificar la concentracion inhibitoria considerando el
método de microdilucion en caldo de cultivo, las concentraciones fueron 320, 160, 80,
40, 20, 10 pg/mL de aceite de Muiia, se realizo tres veces por seguridad. Encontraron
el 40 y 80 pg/ml son concentraciones mas bajas.  Concluyendo que si hay efecto

sobre este microorganismo.



Fundamentacion cientifica.

El Staphylococcus aureus es una bacteria anaerobia facultativa Gram positiva,
descubierta en 1880 por el cirujano Escoces Alexander quien encontrd pus en las
heridas de sus pacientes, lo llevo al microscopio y se dio cuenta que era provoca por
esta bacteria, en el afio 1882 y le dio el nombre de “Staphylococcus”, del griego
“Staphylo” que significa “racimo de uva”. En el afio 1884, el cirujano aleman Anton
Rosenbach identifico 2 cepas de Staphylococcus y los nombro de acuerdo a la
pigmentacion que producian. Staphylococcus aureus para el color oro y

Staphylococcus epidermidis al color blanco.

El S. aureus es una bacteria que forma parte de la flora normal de los seres vivos
por su agrupacion en racimos B hemolitico, catalasa y coagulasa positivo, se encuentra
en la piel, faringe, pliegues inguinales y axilas. Pero es la causante de enfermedades
infecciosas de la piel, tejidos y las enfermedades provocadas por dispositivos médicos
(2019)

Provoca muchas infecciones debido a sus factores de virulencia y mecanismos
de resistencia en cortos periodos de incubacion (1 a 8 horas) ademas produce una
enterotoxina causante de una intoxicacion alimentaria que provoca nduseas severas,

vomito y diarreas (Curacachi Cardenas, 2020)

Aproximadamente el 30% de la poblacion humana sana son portadores de dicha
bacteria, la forma de contagiarse es atraves de la piel, faringe, el perineo. Causando
infecciones invasivas en la comunidad y el entorno sanitario, teniendo un amplio
espectro de sindromes clinicos, que van desde infecciones bastante benignas (por
ejemplo, foliculitis) hasta infecciones potencialmente mortales (por ejemplo, infeccién

del torrente sanguineo). (Troeman, 2019).

Staphylococcus aureus es un organismo muy resistente y puede sobrevivir en
superficies secas durante un largo periodo de tiempo y puede sobrevivir a un alto nivel
de concentracion de sal como base para la seleccion en medios de crecimiento de otras
bacterias. La bacteria puede crecer en un rango variable de temperatura de 15 a 45 °C.
Al ser un anaerobio facultativo, son capaces de fermentacion oxidativa para producir

energia y acido lactico. (Bitrus, Peter, Abbas y Goni, 2018)



Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a esta bacteria dentro de

los patdégenos con mayor resistencia a los antibidticos en 2017.

Por eso, se recomienda evaluar cuidadosamente los determinantes claves para la
penetracion del tejido como el peso molecular, la lipdfila, la relacion de penetracion
de tejido a plasma, la unién a proteinas plasmaticas y el volumen de distribucion de un
antibidtico (Leong et al, 2018)

En nuestro Pais y en otros Paises de Latinoamérica son escasos los estudios sobre
prevalencia e incidencia de enfermedades provocada por Staphylococcus aureus. Pero
la Universidad Cayetano Heredia reportd un estudio sobre la mortalidad por
bacteriemia en el hospital de Lima. Trabajé con 150 casos entre ellos el 54.7% eran
resistentes a meticilina (SARM) y el 45.3% sensibles a meticilina (SAMS),
demostrando un alto nivel de resistencia (MRSA).

La mayoria de S. aureus, tanto MSSA (S. aureus sensibles a meticilina) como
MRSA (S. aureus resistente a meticilina), aislados de infecciones humanas son
resistentes a la penicilina. Para la terapia empirica o dirigida para la MSSA, la opcion
mas adecuada es un farmaco antiesfilocdcico de pB-lactamicos, generalmente
administrado durante 10 dias. Estos medicamentos incluyen agentes orales como
cloxacilina, dicloxacilina o cefalexina u otra cefalosporina oral. Para una infeccién de
piel y tejidos blandos no complicada, en el que se sospecha o se prueba la presencia
de MRSA y una alergia a los medicamentos B-lactamicos, la terapia recomendada
incluye clindamicina, TMP-SMX (Trimetoprim-Sulfametoxazol), doxiciclina o, con
menos frecuencia, una oxazolidinona que se dirige al ribosoma bacteriano (David y
Daum, 2017).

La resistencia bacteriana es una preocupacion para el sistema de salud en todo
el mundo, ya que no hay tratamientos farmacologicos eficaz, por ende, se tiene que
buscar medidas de prevencién inmediatamente. Los aislamientos de S. aureus
resistentes a los antimicrobianos constituye un desafio global para el tratamiento de
infecciones causadas por estas bacterias. Las bacterias resistentes causadas un aumento
significativo en las tasas de morbilidad y mortalidad, la resistencia lo realizan por
diferentes mecanismos como la absorcion limitante del farmaco, la modificacion del

objetivo, la inactivacion enzimatica y el flujo de salida activo del farmaco.



Dependiendo del antimicrobiano involucrado, la bacteria puede usar uno o varios de
estos mecanismos de resistencia. En los tltimos 30 afios, se han introducido muy pocos
antibidticos que representen nuevas formulas quimicas; por ello, es necesario nuevos
medicamentos con nuevos mecanismos de accion para combatir las infecciones por

Staphylococcus Aureus (Yilmaz y Aslantas, 2017; Foster, 2017)

Otro microorganismo de gran importancia es Escherichia coli, esta bacteria
anaerobia facultativa comensal nos permite tener un buen funcionamiento digestivo
junto con otros microorganismos, es la productora de la vitamina B y K sin embargo
hay clonas que han adquirido elementos genéticos 0 mutaciones que funcionan como
factores de virulencia, esto determina la patogenicidad y virulencia de las cepas en
diferentes tipos de enfermedades. Las cepas asociadas a las infecciones
gastrointestinales, son denominadas E. coli Diarreogénicas o Intestinales, mientras que
las asociadas a infecciones en otra parte del organismo, por ejemplo, el tracto urinario,
sanguineo y nervioso, son denominadas E. coli Patogénicas Extraintestinales.
(Poolman, 2017).

Estas bacterias indican contaminacién fecal en agua, alimentos y fémites, por eso es
importante evitar la contaminacion de este patdgeno a los alimentos, el suelo y el gua
(Jang et al, 2017).

La Organizacion Mundial de la Salud clasificé a E. coli como un patdégeno
prioritario debido a su resistencia generalizada a los antibidticos, la E. coli encontrada
en personas y animales se considera un reservorio potencial para los genes de
resistencia a los antimicrobianos y estos rasgos genéticos pueden transferirse a E. coli
u otras bacterias que se encuentran en personas, animales y en el medio ambiente.
Presumiblemente, las fuentes de agua contaminada con las bacterias que tienen
resistencia a los antibioticos. Es un factor que contribuye mayor incidencia de
resistencia los antibidticos de las personas que viven en los paises de bajos recursos
(Buzay Call, 2016)

La evolucion de la resistencia a los antimicrobianos debe ser detenida y esto solo
puede ser eficaz mediante enfoques novedosos, que podria ser un agente modificador
de la resistencia y para calificar como un modificador de resistencia requiere la

administracion conjunta del agente con un inhibidor que desactiva el mecanismo de
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resistencia bacteriana, restaurando su efectividad original. Los extractos de plantas
medicinales y los aceites esenciales se han visto como un grupo privilegiado para la
investigacion de sus funciones potenciales para combatir la resistencia a los

antibidticos, debido a sus compuestos quimicos activos (Yap, Kai, Lai y Lim, 2017)

La mufa (Minthostachys mollis) o menta de los andes es una planta arbustiva
que alcanza a medir de 80 a 120 cm de altura, es ramificada desde el tronco con hojas
pequefias y flores blancas, crese en la serrania del Peri como Puno, Cuzco, Cajamarca.
Es del Reino (vegetal), de clase (Magnoliopsida), Especie (Minthostachys mollis) de
la Familia (Lamiaceae), deriva del quechua, “muna”, que significa ternura y amor, un
amor sin limites, que fluye libremente y cura, por eso la gente lo utiliza para tratar
problemas de vomitos, diarrea, resfrios, gastritis etc. Sus propiedades bioactivas, le
confieren atributos antibacterianos, antivirales, antifingicos, insecticidas,
antioxidantes y son utilizados en las Farmacias, Industrias Textiles entre otros, los
cientificos confirman que estos aceites estan libres de contraindicaciones, efectos
adversos y tienen la ventaja de inhibir el crecimiento de los agentes patdgenos,
mientras influyen moderadamente en los miembros beneficiosos de la microbiana
intestinal y son obtenidos mediante destilacion por arrastre a vapor de agua, que
consiste en colocar agua en un matraz para llevarlo a ebullicion, cuando hierba pasa el
vapor al balon que tiene la planta y rompe sus estructuras de la Mufia para sacar el
aceite esencial, una vez que estan en vapor salen por el conducto hasta llegar al
condensador el cual estd rodeado de hielo y lo va a condensar para luego llegar a un
matraz recolector (Herman y Wang, 2019)

El aceite esencial de Mufa estd compuesto por Pulegonas, Mentonas,
Isomentonas, Neomentol, Limonenos y Taninos que son los que ejecutan las proteinas
al tener contacto con las bacterias, estos metabolitos actian sobre la bacteria
degradando su pared celular, posteriormente destruyen la membrana citoplasmatica es
aqui donde actlian los taninos, degradando las proteinas, haciendo gque haya una
permeabilidad de membrana y un mayor paso de nutrientes entre el aceite de mufia y
la bacteria, esto va a producir un dafio en la proteina de la membrana, produciendo una
alteracion de permeabilidad por ende habra un paso libre al citoplasma y finalmente

muerte celular.



El aceite esencial de Mufia es muy reconocido como antibacteriano asi lo
confirman diversos estudios realizados en Perd. Asi como Jesus, Marlid (2021),
realizaron una crema de aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis) para ver la
actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, Bejarano (2018) determino el
efecto antibacteriano del aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis) sobre cepas
de Escherichia coli ATCC25922, Yomar y Cristian (2021), demostraron que el aceite
esencial de mufia tiene efecto bacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus

Justificacion de la investigacion

Esta investigacion se genera como necesidad inherente a la busqueda de mayor
conocimiento sobre agentes alternativos y/o complementarios para el control de la
creciente resistencia antibacteriana. Por ende, la realizacion de este estudio se justifica
por el hecho de estar orientado a la pesquisa de informacion relevante y la
experimentacién de agentes fitoquimicos que sean Utiles para controlar el crecimiento

de bacterias patdgenas Gram positivas y Gram negativas.

La importancia de esta investigacién se basa en la identificacion de las
propiedades antibacterianas del aceite esencial de Minthostachys mollis “mufa” e
instauracion de su eficacia respecto al Cotrimoxazol (Trimetoprim-Sulfametoxazol),
uno de los agentes farmacoldgicos mas utilizados como tratamiento para las
infecciones ocasionadas por 2 de los agentes etioldgicos que mas ocasionan patologias
infecciosas en diferentes regiones del organismo del ser humano, S. aureus y E. coli.
Los resultados son confiables, porque segui estrictamente el método cientifico y todos
los métodos utilizados fueron validados por el Instituto de Estandares para la Clinica
y el Laboratorio (CLSI), aportaron conocimientos para ser considerados y sometidos
a evaluacion como parte de la Farmacognosia, y como agente antibacteriano en la
Medicina Alternativa y Complementaria, lo cual repercutird en beneficio de la
comunidad.

Esta investigacion busca aplicar la teoria y los conceptos basicos del aceite
esencial como tratamiento alternativo y/o complementario para el control de la
creciente resistencia antibacteriana, ya que, el uso indiscriminado de antibioticos cada
dia es mas resistentes, al llegar obtener los resultados se podria implementar para tratar

infeccion bacterianas Gram positivas y Gram negativas.



Justificacion practica, los resultados son confiables, porque segui estrictamente

el método cientifico y todas las técnicas utilizadas fueron validados por el CLSI.

Justificacion Metodologica, para lograr los objetivos se utilizd métodos y
técnicas de investigacion utilizando instrumentos validados por el Instituto de

Estandares para la Clinica y el Laboratorio para obtener resultados confiables.

Se justifica de manera social, ya que se considera como un problema de salud
publica el uso del aceite esencial como tratamiento alternativo y/o complementario
para el control de la creciente resistencia antibacteriana, que esta llevando al uso
indiscriminado de antibidticos cada dia es mas resistentes, pues su uso frecuente
debido al mal conocimiento sobre su uso y efectos a los cuales esta expuesta la persona,
los resultados encontrados van a servir para adecuar estrategias en beneficio de la

comunidad.

Problema

¢Es eficaz como antibacteriano el aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia)

contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli?
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Conceptuacion y operacionalizacion de variables.

Variable independiente 1: Aceite esencial de Minthostachys mollis.

cada uno con diferentes modos
de accion por los cuales actuan
para suprimir la infeccion.
(Barzic y loan, 2015)

CLSI. (CLSI, 2018)
Sensible: > 16 mm
Intermedio: 11-15 mm

Resistente: < 10 mm

Definicion Conceptual Definicion Operacional Indicador | Escala
El aceite esencial de mufia. Es Se preparara el aceite
una mescla compleja obtenida esencial de mufiaa 3
por destilacion de origen concentraciones, usando
vegetal, que contiene Dimetil sulfoxido
compuestos aromaticos (DMSO) como solvente,
altamente volatiles, sintetizados | que determinaré 3 grupos Aceite de Cualitativa
por las células y se encuentran de estudio. mufa al nominal
en todo el cuerpo de la planta, Grupo 1 (G1) 100%
pero en mayor cantidad en las Grupo 2 (G2) 75%
hojas y flores (Naeem, 2018) Grupo 3 (G3) 50%

Variable dependiente: Actividad antibacteriana.

Definicion conceptual Definicion operacional Indicador Escala
Se refiere al proceso de matar o | Se hara la medicién de la
inhibir a las bacterias que causan | accion ejercida por los Cualitativa
la enfermedad, utilizando aceites esenciales, Es eficaz nominal
diversos agentes antibacterianos | estableciendo la eficacia > 16 mm
para este propdsito. El respecto a Cotrimoxazol,
antibacteriano puede ser considerando los criterios | No es eficaz
bactericida o bacteriostatico, del estandar M100 del <16 mm

CLSL.: Clinical and Laboratory Standars Institute
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Hipotesis
El aceite esencial de Minthostachys mollis tiene sustancias fitoquimicas con
propiedades antibacterianas, comprobado en diversos estudios, que pueden inhibir el

crecimiento de Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Por ende, se plantea las
Hipotesis estadisticas siguientes:

H1: El aceite esencial de Minthostachys mollis es eficaz como antibacteriano contra

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

H2: El aceite esencial de Minthostachys mollis no es eficaz como antibacteriano contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Objetivos

Objetivo general:

Evaluar la eficacia antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis contra

Staphylococcus aureus y Escherichia coli
Objetivos especificos:

1. Obtener el aceite esencial de las hojas y flores de Mufia.

2. Demostrar la eficacia antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis

(Muna) al 50%, 75% y 100% contra Staphylococcus aureus.

3. Demostrar la eficacia antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis
(Muha) al 50%, 75% y 100% contra la bacteria Eschericha coli.

12



6 Metodologia

a) Tipo y disefio de investigacion.

Tipo de investigacion:

Este estudio es basica cuantitativa y experimental que busca incrementar y/o
mejorar el conocimiento de las propiedades antibacterianas del aceite esencial de
Minthostachys mollis “mufna” mediante el método empirico — analitico para
generar nuevos conocimientos con fundamento hipotético — deductivo (cabezas et
al., 2018)

Disefio de la investigacion:
Es experimental, en donde se realiza ensayos con repeticiones multiples, y s6lo
con post test. Ademads, tendra un control positivo y un control negativo.

(Hernéndez, Ferndndez y Baptista, 2014)

RG1 RG2 RGz RG4
X1 X2 X3 X4
01 o)) O3 O4

En donde:
RG1s5: Grupos de cepas de bacterias (Staphylococcus aureus o
Escherichia coli) elegidos aleatoriamente.
X1: Aceite esencial de Minthostachys mollis al 100%
Xa: Aceite esencial de Minthostachys mollis al 75%
Xs: Aceite esencial de Minthostachys mollis al 50%
Xa: Cotrimoxazol (control positivo)
Xs: Dimetil Sulféxido — DMSO (control negativo)

O1.5 Efecto antibacteriano (zonas de inhibicion)

13



b) Poblacion y muestra.

Poblacion: Por ser una investigacion experimental y se utilizd cepas no es

necesario tener una poblacion.

Muestra: Fue considerada todas las bacterias derivadas de las cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922.

Criterios de inclusién: Se tomd en cuenta a todos los cultivos de S. aureus y
E. coli, que fueron sembrados con 20 horas de anticipaciéon y provenientes de

las cepas certificadas.

Criterios de exclusion: No se tomara en cuenta aquellos cultivos de S. aureus

y E. coli que resulten contaminados después de la siembra.

C) Técnicas e instrumentos de investigacion
Técnicas.
Arrastre con vapor de agua: Técnica que nos permite extraer el aceite

esencial de la mufia.

Difusion en pozo: Nos permite ver la inhibicion del aceite esencial sobre los

microorganismos.

Medicién de los halos de inhibicion: Es el proceso que nos permite obtener el

tamafo del halo de inhibicion provocado por el efecto del aceite.

d) Procesamiento y analisis de la informacion

Preparacion del medio de cultivo.

Para el presente estudio se prepar6 500 ml de medio de cultivo, se utilizé Agar
Mueller Hinton, en “primer lugar se pesa 19g de Mueller Hinton luego medi
medio litro de agua destilada, agregué en un matraz el agua con el agar, se
disuelve y se lleva a hervir por 1 minuto. Luego, se esteriliza por 15 minutos

en la autoclave a 121°C.

Preparacion del inéculo.
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Para la preparacion del indculo se agrego 4ml de suero fisiologico en un tubo
de ensayo, luego se adiciona alicuotas de S. aureus y E. coli, cultivados desde
24 horas antes, hasta que se observo una turbidez.

Siembra en placa por estriado de S. aureus y E. coli.
Se sembro los microorganismos S. aureus y E. Coli, humedeciendo un hisopo
en el inéculo para flotarlo sobre todo el cultivo que estd en placa Petri

Quedando como una capa el microorganismo en toda la superficie del cultivo.

Preparacion de los discos de sensibilidad.
Se utilizé papel filtro Whatman N° 1 de 6mm de didmetro, esterilizados con
anticipacion se esparce toda la placa dejando 1cm del borde de la Placa Petri

dejando en forma de cruz.

Preparacion de las concentraciones del Aceite Esencial.

Una vez obtenido el aceite esencial se preparan las 3 concentraciones (50%,
75% y 100%) para los S. Aureus y E. Coli respectivamente, se utilizd6 como
solvente Dimetil Sulfoxido (DMSO); en primer lugar, se rotulan tres tubos de
ensayos de 13 x 100mm para las tres concentraciones. Se agregé 500 ml de
aceite esencial mas 500 ml de DMSO para la concentracion 50%, 750 ml de
aceite esencial mas 250 ml de DMSO para 75% y 100 ml del aceite esencial

puro para la concentracién del 100%.

Preparacion de los discos de sensibilidad con el aceite esencial.
Se esparce los discos y se agrega 10 pL de aceite esencial de cada
concentracion a cada microorganismo respectivamente. Este procedimiento

se repitio por 15 veces para cada concentracion.

Prueba de sensibilidad con el aceite esencial.

Los discos de sensibilidad ya preparados con cada concentracién de aceite
esencial se agregan en la superficie de agar sembrado con los
microorganismos (S. Aureus y E. Coli) utilizando una pinza estéril metélica a
1 cm del borde de la placa, en forma equidistante (en forma de cruz), al final

se agrega el disco con Cotrimoxazol 10 pug como control positivo para luego
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dejar en reposo por 15 minutos para luego colocarlo en una estufa a 37°c x 48

horas.

Lectura final de cada uno de los cultivos.

Al terminar el proceso de incubacion se procede a medir los halos de
inhibicidn, utilizando un vernier, se mide desde donde esta el disco hasta
donde se inhibe el crecimiento. La interpretacion es sensible o resistente,
segun el Estandar M100 del CLSI.

Anélisis de la informacion.

La informacion obtenida de los resultados (diametros de zonas de inhibiciéon),
registrados en la ficha, fueron analizadas con pruebas paramétricas, utilizando
andlisis de varianza ANOVA, asumiendo medias diferentes con la prueba
post hoc HSD Tukey. (Guerra, 2014)
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Resultados.

Tabla 1

Analisis de varianza (ANOVA) de las zonas de inhibicion de las tres

concentraciones del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) para

Staphylococcus aureus.

ANOVA
Staphylococcus aureus
Suma de Media i
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Tratamiento 13333.733 3 4444578  3897.125 0.000
Error experimental 63.867 56 1.140

Total 13397.600 59

Tabla 1: Se muestra que el valor calculado de la prueba estadistica Fisher es F =

3897.125 con nivel de significancia (Sig.) p = 0.000 por ende es menor al 5% (p

<0.05), de la prueba de anélisis de varianza (ANOVA) demostrandose que existe

diferencia significativa sobre el estudio.
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Tabla 2

Comparaciones multiples de las zonas de inhibicion de las tres concentraciones

del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) para Staphylococcus aureus.

Comparaciones multiples

Variable dependiente:

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
(1) Grupo Difer_encia de Error Sig. 95%
medias (1-J) estandar Limite Limite
inferior superior
Aceite 75% 0.866667 0.390 0.130 -0.166 1.899
Aceite 100%  Aceite 50% 5,13333* 0.390 0.000 4.101 6.166
CTR -32,13333* 0.390 0.000 -33.166 -31.101
Aceite 100% -0.866667 0.390 0.130 -1.899 0.166
Aceite 75% Aceite 50% 4,26667* 0.390 0.000 3.234 5.299
CTR -33,00000* 0.390 0.000 -34.033 -31.967
Aceite 100% -5,13333* 0.390 0.000 -6.166 -4.101
Aceite 50% Aceite 75% -4,26667* 0.390 0.000 -5.299 -3.234
CTR -37,26667* 0.390 0.000 -38.299 -36.234
Aceite 100% 32,13333* 0.390 0.000 31.101 33.166
CTR Aceite 75% 33,00000* 0.390 0.000 31.967 34.033
Aceite 50% 37,26667* 0.390 0.000 36.234 38.299

Tabla 2: Si comparamos el aceite esencial 100% con la concentracion del 75% no hay

diferencia significativa, porque el nivel de significancia es 0.130 el cual es mayor 0,05,

pero si compramos el 75% con 50% y el CTR si tienen diferencia significativa ya que

el nivel de significancia (Sig.) es 0.000 y es menor al 5% (p < 0.05), demostrdndose

que existe diferencia significativa en todas las concentraciones menos en el 100% y

75%.
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Tabla 3

Prueba de Tukey de las zonas de inhibicién a las diferentes concentraciones del
Aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) para los Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus

HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
Grupo N
1 2 3
Aceite 50% 15 10.13
Aceite 75% 15 14.40
Aceite 100% 15 15.27
CTR 15 47.40
Sig. 1.00 0.13 1.00

Tabla 3: Se observa que la prueba de Tukey distribuye a cada uno de las zonas de
inhibicidn a grupos diferentes, a diferencia del 75% y 100% que los une a un solo
grupo, ademas nos muestra que el Cotrimoxazol (CTR) tiene mayor efecto que
todas las concentraciones, pero si comparamos entre las diferentes concentraciones

del aceite, se deduce que las concentraciones del 75% y 100% es el mas efectivo.
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Aceite 50% Aceite 75% Aceite 100% CTR

Aceite esencial de Minthostachys mollis
Staphylococcus aureus

Promedio

Figura 1: Valores promedios de los halos de inhibicion al determinar la actividad antibacteriana del
aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) inhibiendo las bacterias de Staphylococcus aureus.

Se puede observar que el aceite esencial de mufia a la concentracion de 50% presenta
un halo de inhibicion (10.13mm) demostrando que no es sensible segin el CLSI, la
concentracion 75% presenta un halo de inhibicion (14.40mm) y 100% (15.11mm) por

ende tienen sensibilidad intermedia y el Cotrimoxazol es sensible segun el CLSI.
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Tabla 4
Analisis de varianza (ANOVA) de las zonas de inhibicién del Aceite esencial

Minthostachys mollis (mufia) sobre Escherichia coli.

ANOVA

Escherichia Coli

cﬁggnraagc(js Gl cu';/(ljercggca F Sig.
Tratamiento 1038.933 3 346.311  353.895 0.000
Error experimental 54.800 56 0.979
Total 1093.733 59

Tabla 4: Muestra que el valor calculado de la prueba estadistica Fisher es F =
353.895 con nivel de significancia sig. = 0,000 es menor al 5% (p < 0.05),
demostrando que existe inhibicion antibacteriana significativa del aceite esencial
sobre Escherichia coli.
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Tabla 5

Comparaciones multiples de zonas de inhibicion de todas las concentraciones del

Aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) sobre Escherichia coli.

Comparaciones multiples

Variable dependiente:

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
Diferencia de Error . 95%
(1) Grupo . . Sig.
medias (1-J) estandar Limite Limite
inferior superior
Aceite 75% 1,86667" 0.361 0.000 0.910 2.823
Aceite 100%  Aceite 50% 5,33333" 0.361 0.000 4.377 6.290
CTR -6,13333" 0.361 0.000 -7.090 -5.177
Aceite 100% -1,86667" 0.361 0.000 -2.823 -0.910
Aceite 75% Aceite 50% 3,46667" 0.361 0.000 2.510 4.423
CTR -8,00000" 0.361 0.000 -8.956 -7.044
Aceite 100% -5,33333" 0.361 0.000 -6.290 -4.377
Aceite 50% Aceite 75% -3,46667" 0.361 0.000 -4.423 -2.510
CTR -11,46667" 0.361 0.000 -12.423 -10.510
Aceite 100% 6,13333" 0.361 0.000 5.177 7.090
CTR Aceite 75% 8,00000" 0.361 0.000 7.044 8.956
Aceite 50% 11,46667" 0.361 0.000 10.510 12.423
Tabla 5: Se observa que los niveles de significancia (Sig.) de todas las

comparaciones son p = 0.000 es menores al 5% (p < 0.05), demostrando efecto

inhibitorio en todas las concentraciones.
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Tabla 6
Prueba de Tukey de zonas de inhibicion para todas las concentraciones del Aceite

esencial Minthostachys mollis sobre Escherichia coli.

Escherichia Coli

HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05

Grupo N

1 2 3 4
Aceite 50% 15 13.87
Aceite 75% 15 17.33
Aceite 100% 15 19.20
CTR 15 25.33
Sig. 1.00 1.00 1.00 1.00

Tabla 6: Se puede ver la prueba de Tukey distribuyendo a cada uno de las zonas
de inhibicion a grupos diferentes, demostrando que el Cotrimoxazol (CTR) es méas
efectivo, pero si comparamos entre las diferentes concentraciones del aceite, se

deduce que la concentracion del 100% es el mas efectivo.
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Figura 2: Valores promedios de halos de inhibicién del aceite esencial de Mufia inhibiendo la bacteria
Escherichia Coli.

Se observa la concentracion del 50% (13.87mm) llegando a tener sensibilidad
Intermedia, el 75% (17.33mm) Sensible, el 100% (19.20mm) es Sensible y el CTR

(25.33mm) también es sensible segun el CLSI.
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8 Analisis y discusion.

El objetivo de este trabajo de investigacion es de determinar la eficacia
antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) contra

Staphylococcus aureus y Eschericha coli.

En la tabla 1.2.3 y figura 1 encontramos la eficacia antibacteriana del Aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) contra Staphylococcus aureus realizando el
analisis de varianza (ANOVA) donde muestra que el valor calculado de la prueba
estadistica Fisher es F = 3897.125 con nivel de significancia (Sig.) p = 0.000 por ende
es menor al 5% (p < 0.05), demostrando que si hay, efecto antibacteriano, en la tabla
2 realizamos las comparaciones mdltiples de las zonas de inhibicion a las diferentes
concentraciones del Aceite esencial, demostrando que si comparamos el aceite
esencial 100% con la concentracion del 70% no hay diferencia significativa, porque el
nivel de significancia es 0.130 siendo mayor 0,05, pero si compramos 75% con el 50%
y el CTR si tienen diferencia significativa ya que, el nivel de significancia (Sig.) es
0.00 y es menor al 5% (p < 0.05). En la tabla 3 Se realiza la prueba de Tukey para
mayor seguridad donde se observa que los resultados de las zonas de inhibicién son
distribuidos a grupos diferentes, demostrando que el Cotrimoxazol (CTR) es mas
efectivo, pero si comparamos entre las diferentes concentraciones del aceite, se deduce
que las concentraciones del 100% y 75% tienen mayor eficacia y son agrupados a un
solo grupo, por ultimo en la figura 1 nos muestra los resultados mas especificos , donde
la concentracion del 50% dio como resultado 10.13 mm. Al comparar este valor con
CLSI (Clinical and Laboratory Estandar Institute, 2018) que considera resistente a la
formacion de halos de inhibicion < 10 mm se demostré que a esta concentracion es
resistente, semejante al de Yomar y Cristian (2021) que su resultado al 50% fue (6,02
+0,21mm), la concentracion del 75% el resultado es 14.40 mm. Al comparar este valor
con CLSI que considera como Intermedio la formacion de halos de inhibicion dentro
del rango 11 a 15mm se demostro que el aceite esencial de mufia a esta concentracién
tiene efecto inhibitorio Intermedio a diferencia de Yomar y Cristian (2021) su
resultado al 75% obtuvo (11,57 + 0,26mm). En la Gltima concentracion que es el 100%
dio como resultado 15.27mm, al comparar este valor con el CLSI que considera como
Sensible > 16 mm se demostro que el aceite esencial de mufia a la concentracion del

100% no es Sensible sobre la cepa de Staphylococcus aureus TCC 25923 semejante a
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los resultados de Yomar y Cristian (2021) que fue 14.20 + 0.35mm a diferencia de
Paucar (2020) que encontro halos de inhibicion de 10,4 mm, 9,7 mm y 9,4 mm a las
24, 48 y 72 horas. En conclusion, el aceite de mufia a las concentraciones del 75% y
100% presentan eficacia antibacteriana intermedia sobre cepas de Staphylococcus

aureus; sin embargo, no presenta eficacia antibacteriana a la concentracion del 50%.

En la tabla 4,5,6 y figura 2 encontramos la eficacia antibacteriana del Aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) contra Escherichia coli utilizando el analisis
de (ANOVA), en latabla 4 se muestra el valor calculado de la prueba estadistica Fisher
es F = 353.895 con nivel de significancia sig. = 0,000 por lo tanto es menor a 5%
logrando obtener efecto antibacteriano contra Escherichia coli. En la Tabla 5 Se
observa que los niveles de significancia (Sig.) de todas las comparaciones son p =
0.000 es menor al 5%, demostrando que existe diferencia significativa del aceite
esencial contra el microorganismo, en la tabla 6 Se observa que la prueba de Tukey
distribuye a cada uno de las zonas de inhibicidn a grupos diferentes, demostrando que
el Cotrimoxazol (CTR) es mas efectivo, pero si comparamos entre las diferentes
concentraciones del aceite, el 100% tiene mayor eficacia. La figura 2 muestra que la
concentracion del 50% tiene efecto inhibitorio (13.87mm) por ende es Intermedio al
igual que Espinoza (2018) su concentracion del 50% es 12.86mm, igual que Bejarano
(2018) su resultado fue 12.7mm a diferencia de Infantes (2019) su resultado al 50%
fue 32.35 £ 1.93 mm demostrando eficacia. La concentracion del 75% tiene
(17.33mm) es sensible segin el CLSI, semejante a Bejarano (2018) su resultado fue
16mm a diferencia de Espinoza (2018) obtuvo 21.86mm y la concentracion del 100%
tiene (19.20mm) también es Sensible similar a Espinoza (2018) encontr6é un halo de
inhibicién de 23.21mm y el CTR tiene 25.33mm de inhibicion por lo tanto es sensible
segun el CLSI. Por otro lado, si comparamos la concentracion del 100% con el
Cotrimoxazol (CTR), el Cotrimoxazol (CTR) es mas efectivo que el aceite de Mufia.
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Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones.

1. La concentracion del 50% del aceite esencial de Mufa no tiene efecto

sobres la bacteria Staphylococcus aureus, pero si encontramos un efecto
Intermedio en la concentracién 75% y 100% segln los pardmetros del
CLSI.

El aceite esencial de Mufa a la concentracion 50% si tiene efecto
antibacteriano Intermedio y la concentracion del 75% y 100% son

sensibles contra la bacteria Escherichia coli segun el estandar del CLSI.

En conclusion, el aceite esencial de Minthostachys Mollis (Mufia) es
sensible para la bacteria Escherichia coli ATCC 25922 al 75% y 100%

mas no para el Staphylococcus aureus TCC 25923.

Si comparamos el efecto del aceite esencial de Minthostachys Mollis
(Muna) con el efecto del Cotrimoxazol (CTR) el Cotrimoxazol tiene
mayor eficacia contra las dos bacterias Staphylococcus aureus y

Escherichia coli.

Recomendaciones.

1. Se recomienda seguir estudiando el aceite de Mufia sobre su efecto

antibacteriano en los dos microorganismos (S. aureus y E. coli) que son
los més frecuentes en nuestra comunidad.
Se recomienda estudiar las plantas medicinales para seguir obteniendo méas

alternativas contra infecciones bacteriana.

3. Se recomienda a los profesores seguir promoviendo las investigaciones

experimentales sobre plantas medicinales.
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12  Anexo

Anexo 1

Autorizacion de la institucion donde se va a realizar la recoleccion de los datos

L

( "~"._=5d|'| _11359

Ca idy profesionalismo el servicio de tu salud

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO

El Laboratorio "San José" deja constancia que ha cedido ad honorem sus instalaciones,
en donde la Srta. IRMA OSORIO SANCHEZ, estudiante de Farmacia y Bioquimica de
la Universidad San Pedro, ejecut6 la parte experimental de su proyecto de tesis
titulado Eficacia antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis (muiia)
contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli, durante los dias 20 al 26 de febrero de
2022, bajo la orientaciéon del Microbidlogo Jaime Abelardo Polo Gamboa.

Se expide la presente a solicitud del estudiante, sélo para fines académicos, a los 12

dias del mes de mayo de 2022.

Sede Principal: Francisco Bolognesi 678 Of. 203 - Centro Historico - Trujillo
Sucursales: Los Corales 277- Barrio Médico Urb. Santa Inés - Trujillo
0769999 - 948649844

sanjoselabs@hotmail.com www.sanjoselabs.amawebs.com/
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Anexo 2

Ficha de recoleccion de datos (instrumento)Para Staphylococcus aureus.

HALOS DE INHIBICION (mm)
N° | Aceite esencial de Minthostachys mollis | Cotrimoxazol DMSO
repet. 50% 75% 100%
1 10 16 16 48 0
2 10 14 15 50 0
3 11 15 15 47 0
4 10 14 15 48 0
5 10 15 16 44 0
6 9 13 14 48 0
7 11 14 16 47 0
8 10 14 15 47 0
9 10 16 16 48 0
10 10 14 15 50 0
11 11 15 15 47 0
12 10 14 15 48 0
13 10 15 16 44 0
14 9 13 14 48 0
15 11 14 16 47 0
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Para Escherichia coli.

HALOS DE INHIBICION (mm)
N° | Aceite esencial de Minthostachys mollis | Cotrimoxazol DMSO
repet. 50% 75% 100% 26 0
1 13 18 20 26 0
2 15 17 18 25 0
3 14 18 18 26 0
4 12 15 19 23 0
5 14 17 20 25 0
6 14 18 20 26 0
7 15 18 19 26 0
8 14 18 20 26 0
9 13 18 10 26 0
10 15 17 18 26 0
11 14 18 18 25 0
12 12 15 19 26 0
13 14 17 20 23 0
14 14 18 20 25 0
15 15 18 19 26 0

VALORES REFERENCIALES:
Sensible > 16 mm
Intermedio 11 a 15 mm
Resistente < 10 mm

CTR = Cotrimoxazol (Trimetoprim/sulfametoxazol) 1.25/23.75mg en cada disco de
sensibilidad

DMSO = Dimetil sulfoxido al 20%
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Anexo 3
Matriz de consistencia

antibacteriano el aceite
esencial de
Minthostachys ~ mollis
(mufia) contra
Staphylococcus aureus y

Escherichia coli?

Minthostachys mollis.

Mescla compleja obtenida por
destilacion a partir de materia
prima de origen vegetal, que
contiene compuestos aromaticos
altamente volétiles, sintetizados
por las células y se encuentran en
todo el cuerpo de la planta, pero
en mayor cantidad en las hojas y
flores (Naeem, 2018)

Variable dependiente:

Actividad antibacteriana

Se refiere al proceso de matar o
inhibir a las bacterias que causan
la enfermedad. El antibacteriano
puede ser  bactericida o
bacteriostatico, para suprimir la

infeccion. (Barzic y loan, 2015)

del aceite esencial de
Minthostachys  mollis  contra
Staphylococcus aureus y
Escherichia coli.

Objetivos especificos:

1. Obtener el aceite

esencial de las hojas y flores de
Minthostachys mollis.

2. Determinar el efecto
antibacteriano  del  aceite
esencial de Minthostachys

mollis “mufia” al 50%, 75% y
100% contra Staphylococcus
aureus.

3. Determinar el efecto
antibacteriano  del  aceite
esencial de Minthostachys

mollis 50%, 75% y 100%
contra Eschericha coli.

de Minthostachys
mollis es eficaz como
antibacteriano contra
Staphylococcus
aureus y Escherichia
coli.

H2: El aceite esencial
de Minthostachys
mollis no es eficaz
como antibacteriano
contra
Staphylococcus
aureus y Escherichia
coli.

Problema Variables Objetivos Hipotesis Metodologia
Variable independiente | Objetivo general Tipo de Investigacion
¢ES eficaz como | Aceite esencial de Evaluar la eficacia antibacteriana | H1: El aceite esencial | Basica cuantitativa y

experimental
Poblacion: Cepas de S.
Aureus ATCC 25923 y
E. Coli ATCC 25922
Todas

bacterias derivadas de las

Muestra: las
cepas.

Técnica e Instrumento
de recoleccion de datos
Técnica: Arrastre con
vapor de agua

Difusion en pozo
Medicion de los halos de
inhibicion

Instrumento: Ficha
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Anexo 4
CALCULO DE LA MUESTRA (PROBABILiSTICA)

Serd determinada utilizando la formula estadistica para comparacion de medias
independientes (Triola, 2018):

(Zar + Zp)? 262
n=

(X1 — X2)?

En donde:
Zq» = 1,96 Para un nivel de confianza del 95%
Zg = 0,84 para una potencia de prueba del 80%
X1 = 20.88 (Quispe y Mamani, 2016)
X2 =16 (CLSI, 2018)
¢ = 3.38 (Infantes, 2019)

(1.96 + 0.84)% 2(3.38)?
n=

(20.88 — 16)?

n=7.5221 = 8 cultivos.
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Anexo 5

Certificaciones de Cepas

O Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Soecification and Performance Upon Release

Specifications

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Catalog Number: 0485

Lot Number: 485-564

Reference Number: ATCC® 25923 “*

Purity: Pure

Passage from Reference: 2

Expiration Date: 2022/8/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Release Date: 2020/5/26

Performance
Macroscopic Features:

nemolytic - t gold and darl
Microscopic Features:

Gram positive cocci accurring singly, in pairs and in irregular clusters.

rgo nies may be pi

Mediulm_ to gaéﬂ‘e“gﬁnverd circular.kghstem%lgmocm, cream'yéso&a[gue. beta SBAP

Medium:

Method:
Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF

See attached ID Systemn results document.

Other Features/ Challenges: Results

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive
(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

ul”“m‘-/@b«

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

rumbe

Note for Vitek: Although the Vitek® panel uses many cenventional tests, the unique

Disclaimer: Tre lest dicitis] of 11¢ lot rumbe- sppearing on 12 amduc lebel ard packirg s p are merely a pacsaging event number. The fot number displayzd o 1 s serffcate is e actual base ot

vaith the short bat

from publehed regullz abtained by ofher mathods.

i, Refer to the enclosad product ingert for inetructions, Intended uea and hazard/eafety information

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

)
ATCC Licensed \"
\ ve )

icensed Jerivet
ne. is licensed

Emt cm, “he ATCC

) Thesamets ace 2ccraciied 10 ISOA7 S 17026:695,

ACCREDITED)
TESTING CERT #2655.01

of the card,

Licensed Dedvatve voro mar< and tie ATCS catalog marks ac trademarks o ATCC.
use fhese Tademerks a1d "o sell products de‘ived from ATCCH culiures.

perfod, may produce results that differ

® 2012 Microbiclogics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303

Page 1 of 1 DQC. 286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results an

Meaning of Score Values

Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+++) green
1.70 - 1.99 Low-confidence 1dentification (+) yellow
0.00 - 1.69 -) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

High consistency: The best match is a high-confidence 1dentification. 1he second-best match is (1) a
(A) high-confidence 1dennitication in which the species 1s identical to the best match, (2) a low-confidence
identification in which the speeies or genus is 1dentical ro the best match, or (3) a non-identification.

Low consistency: The requirements for high consistency arc not met. The best matceh 1s a high- or low-
() confidence identification. The second-best match is (1) a high- or Tow-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identificarion.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sample Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Sample Description: 0485
Sample ID: 485-564
Sample Creation Date/Time:  2017-09-14T15:04:20.439 MB
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria
Sample Name Sample ID Organism {best match) Score Value
D2 485-564 Staphylococcus aureus
(+++) (A)
Comments:
N/A
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O Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2022/11/30

Microorganism Name: Escherichia coli Release Information:

Cataleg Number: 0335 Quality Control Technologist: Christine Condon
Lat Number: 335-219 Release Date: 2020/1/23

Reference Number: ATCC® 25622 ™ *

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
2 colony , both are gray & bet hemolytic: one is circylar to irregular, SBAP
convey, sl y erose edgge gsmoot other’is larger, irregular, low convex;
erose edge & ?'s
Microscopic Features Method:
Grarm negative straight rod Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Oxidase (Kovacs): negative

Beta-glucuronidase (E. coli Broth wMUG): positive
(1) Ampicillin (10 mecg - Disk Susceptibility): 16 - 22 mm
%%Gentanicin {10 mcg - Disk Susceptibility): 19 - 26

%‘I\PﬁSXT (1.25/23.75 mcg - Disk Suscepibility): 23 - 29

Amanda Kuperus
Quality Control Manager

AUTHORIZED SIGNATURE

Disclaimer: Tre lest dicitis) of t1e lot rumbe- eppegring on tha arcduc: lebel erd packirg s p are merely a pac<aging event number. The lot number displayad ca th s certifcata is <he actual base ot
rumbe .

Hote for Vitek: Although the Vitek pane uses many conventonal tests, the unigue of the card, wath the short period, may produce results that differ
m publched re sulis obtained by other mathods.

i, Refer to the enclosed product Insert for Instructions, Intended use and hazard/safety information,

Individual products are raceable to a recognized culture collection.
) The&\]‘r”c Llcensed Derlvetve Emt em, he MTC
ics, v

ATCC Licensed ) Mier i feensed [ use lese g
\ Derivalive )

{1) These sts are 2ccracited o ISOAZT 17025:2C05.

TESTING CERT #2655.01

ensed Dehvatve viore mar< and the ATCC ca‘ulog merks a‘e trademarks o® ATCC,
10 el produzls deived form A1 CCR cullies.

® 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cocper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DQC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification BRUKER
Meaning of Score (>
Range Interpretation Symbols Color
2.00 - 3.00 () green
0.00 - 1.69 ®) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a
(A) high-confidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence
identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-
B) confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

©) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sample Name: Escherichia coli
Sample Description: 0335
Sample ID: 335-219
Sample Creation Date/Time:  2017-01-12T15:07:53.975 CC
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi
Library 1.0, Listeria
Sample Sample ID Organism (best Score
Name match) Value
EL( 335-219 Escherichia coli
+++) (
A)

Comments:

closely related to Shigella and not definitely distinguishable at the moment
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Anexo 6
Constancia de similitud emitida por vicerrectorado de investigacion

N
I.:" VICERRECTORADD DE MVESTIGACION

i e BT b D

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD

El que suscribse, Vicerrector de irvestigacidn die la Universidad San Pedrna:

HACE CONSTAR

Owee, de 2 revision ded tabajo tbulado “Eficacia antibacterana del aceite esencial de
Minthostachys mollis (Mufla) contra Staphylococous awnews y Escherichia coll™ ded (a)
estudiante: krma Osorlp Sancher, identificadala) con Codigo NE 1314000011, =& ha
verificado wn porcentaje de similited del 21%, @ cual s2 encuentra denbro ded pardmetro
establecido par b Unkersidad 5an Pedro mediante nesolucion de Consejo Unkersitario N2
S037-2019-USFA0L para la abtencidn de grados y tiulos académicos de pre y posgrado, asi
COMD pIoyeCtos o investigac dn anual Docente.

Se eaploe la presente constanca para los fines pertinebes.

Chémbote, 13 de Octubre de 2022

:J.—-II.I.I Ltk i.:l.ﬂ::l_.

LT

ROTA:
L dooumenes corecw de wslar i ne e sdjusts ol reporte del Softesrs TURMNITRA

W L L s |."l|:'|:‘| o eau.
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Eficacia antibacteriana del
aceite esencial de
Minthostachys mollis (Mufia)
contra Staphylococcus aureus y
Escherichia coli.

por lrma Osorio Sanchez

Fecha de entregac 22-5ep-2022 05:030.m. (UTC-0E00)
Idemiificador de la entregac 1506205573

Mombre ded archive: TESE - ORORID_SAMOHET 2 doc [123.87K)
Total de palabras: 7255
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