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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn y Origanum vulgare L. frente a Enterococcus faecalis y Candida
albicans, mediante un estudio in vitro, en 2019. Material y Método: El disefio fue
experimental en el que se aplicd aceite esencial Cinnamomum zeylanicum Breyn,
Origanum vulgare y la asociacion Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum
vulgare frente a Enterococcus faecalis ATCC29212 y Candida albicans
ATCC10231. Resultados: la sensibilidad del Enterococcus Faecalis ATCC29212,
frente a la aplicacion del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum es sensible a
una concentracion 14,0587511 mg/ml; de Origanum vulgare (orégano) es muy
sensible a una concentracion de 15,17 mg/ml y de la asociacion Cinnamomum
zeylanicum + Origanum vulgare es muy sensible a una concentracion de 16,61
mg/ml. Y para Candida albicans ATCC10231, es muy sensible con la aplicacion
de Cinnamomum zeylanicum es muy sensible (concentracion 19,98125 mg/ml), con
aceite esencial de Origanum vulgare (concentracién de 26,71 mg/ml) y con la
asociacion de Cinnamomum zeylanicum + Origanum vulgare (concentracion de
17,44 mg/ml). Conclusién: se demostro la eficacia antibacteriana del aceite esencial
del Origanum vulgare (orégano), del Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) y de
la asociacién Origanum vulgare + Cinnamomum zeylanicum Breyn (p<0,05),
aungue las comparaciones mdltiples de Tukey del halo evidencian que la
asociaciéon Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare no es diferente
del Origanum vulgare, ni tampoco del Cinnamomum zeylanicum Breyn (p=0,458)

Cinnamomum zeylanicum Breyn p=0,095).

Palabras clave: efecto antimicrobiano, Cinnamomum zeylanicum Breyn,

Origanun vulgare, Asociacién, Enterococcus faecalis, Candida albicans
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ABSTRACT

Objective: To determine the antimicrobial effect of the essential oil of
Cinnamomum zeylanicum Breyn and Origanum vulgare L. against Enterococcus
faecalis and Candida albicans, through an in vitro study, in 2019. Material and
Method: The design was experimental in which essential oil was applied
Cinnamomum zeylanicum Breyn, Origanum vulgare and the Cinnamomum
zeylanicum Breyn + Origanum vulgare association against Enterococcus faecalis
ATCC29212 and Candida albicans ATCC10231. Results: the sensitivity of
Enterococcus Faecalis ATCC29212, against the application of the essential oil of
Cinnamomum zeylanicum is sensitive to a concentration 14,0587511 mg / ml,
Origanum vulgare (oregano) is very sensitive to a concentration of 15.17 mg / ml
and the consortium Cinnamomum zeylanicum + Origanum vulgare is very sensitive
to a concentration of 16.61 mg / ml. And for Candida albicans ATCC10231, it is
very sensitive with the application of Cinnamomum zeylanicum is very sensitive
(concentration 19.98125 mg / ml), with essential oil of Origanum vulgare
(concentration of 26.71 mg / ml) and with the association of Cinnamomum
zeylanicum + Origanum vulgare (concentration of 17.44 mg / ml). Conclusion: the
antibacterial efficacy of the essential oil of Origanum wvulgare (oregano),
Cinnamomum zeylanicum Breyn (cinnamon) and the association Origanum vulgare
+ Cinnamomum zeylanicum Breyn (p <0.05) was demonstrated, although multiple
comparisons of Halkey Tukey show that the association Cinnamomum zeylanicum
Breyn + Origanum vulgare is not different from Origanum vulgare, nor is it from
Cinnamomum zeylanicum Breyn (p = 0.458) Cinnamomum zeylanicum Breyn p =
0.095).

Keywords: antimicrobial effect, Cinnamomum zeylanicum Breyn,

Origanum vulgare, Consortium, Enterococcus faecalis, Candida albicans.
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INTRODUCCION

En el Perd la caries sigue siendo un problema de salud publica y el control
de esta una prioridad fundamental. La cavidad oral alberga una diversidad de

microorganismos, estos son parte importante en la salud y enfermedad oral.

La dinamica de la infeccion de los conductos radiculares iniciada por caries,
ha sido estudiada con anterioridad y cuyos resultados indican que el conducto
radicular constituye un ambiente especial en el cual, los mecanismos selectivos
ocurren y ciertas bacterias sobreviven y se multiplican con mas facilidad. Las
diferentes condiciones fisicoquimicas, nutricionales y ambientales de la cavidad

bucal favorecen a la aparicion de microsistemas bacterianos.

En la actualidad existe una gran cantidad de productos orales expuestos en
el mercado que presentan una variedad de beneficios para la salud bucal; pero al
mismo tiempo, efectos colaterales. La medicina tradicional a base de plantas
medicinales ha tomado un lugar importante convirtiéndose en una alternativa
terapéutica; a ello se le afiade las investigaciones clinicas que confirman la cantidad
de efectos benéficos que poseen siendo un gran aporte para la odontologia. El
aumento constante de la resistencia a los antibidticos y los efectos secundarios
causados por los irrigantes sintéticos cambiaron la investigacion hacia el desarrollo

de alternativas a base de hierbas. (1)

Los agentes microbioldgicos estdn directamente relacionados con la
progresion y perpetuacion de patologias inflamatorias perirradiculares. En una
pulpa dental necrdtica, existe una invasién de microorganismos que se adhieren
a lostejidos y se multiplican en cantidad suficiente, siendo alli de gran importancia
la interaccion entre el hospedador y la dosis de infeccidn, una vez que la capacidad
infecciosa de las bacterias a rebasado respuesta defensiva del hospedador se

produce la colonizacién microbiana. Los tipos de infeccion endoddntica (primaria,
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secundaria y persistente) se asocian con diferentes condiciones clinicas. Las
infecciones intrarradiculares y extrarradiculares estan cobrando importancia, por la
resistencia que presentan al tratamiento, debido a la persistencia de biofilms en la
porcion apical de conductos, inclusive en dientes con buen tratamiento

endoddntico. (2)

Enterococcus faecalis es un anaerobio facultativo, cocos grampositivos
considerado como uno de los microorganismos mas resistentes que sobreviven
después de los tratamientos del conducto radicular y desempefia un papel
importante en las lesiones perirradiculares persistentes. Presenta la capacidad de
adherirse a la dentina, invadir tubulos dentinarios para luego formar una biopelicula
capaz de soportar soluciones de irrigacion, medicamentos intracanal y provocar

una afeccion post endodontica. (3)

Candida albicans se clasifica como un hongo oportunista, es el patdgeno
mas comun entre las especies de Candida. Las lesiones causadas por este
microorganismo aparecen como manchas blancas en la piel o en la membrana
mucosa, de ahi el nombre de Candida albicans (4). Este microorganismo
eucarionte presenta la capacidad de colonizar la cavidad oral, pero también se han
encontrado con mayor frecuencia en las muestras de conductos radiculares

infectados.

La Cinnamomum zeylanicum Breyn presenta propiedades analgésicas,
antisépticas, anticancerigenas, antiespasmaodicas, gastroprotectoras,
antibacterianas, varios estudios presentan evidencia de su potencial antimicrobiano

contra hongos, bacterias gram positivas y gram negativas. (5)

El Origanum vulgare, presenta un potencial antibacteriano contra bacterias
Gram negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiellap
neumoniae, Yersinia enterocolitica y Enterobacter cloacae; y las Gram positivas
como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes

y Bacillus subtilis. Tiene ademas capacidad antifungicida contra Candida albicans,
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C. tropicalis, Torulopsis glabrata, Aspergillus niger, Geotrichumy rhodotorula;

pero no contra Pseudomona aeruginosa. (6)

Por esta razén, el presente trabajo de investigacion pretende determinar el
efecto antimicrobiano del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn
(canela) y Origanum vulgare (orégano) frente al Enterococcus faecalis y Candida
albicans.

La investigacion se estructuré por capitulados, como sigue: el primer
capitulo aborda el Planteamiento del problema, el cual explica la problematica en
funcion de la variable dependiente, ademéas de la formulacion del problema, la
justificacion y los objetivos: general y especificos. El segundo capitulo corresponde
a la fundamentacion tedrica del estudio, denominado Marco Teorico, por lo que se
comprende los referentes empiricos y doctrinarios, asi como la definicion

conceptual.

El tercer capitulo alude al Marco metodologico, marco bajo el cual se
formulan las hipotesis, variables, tipo y disefio del estudio, el ambito y tiempo social
de la investigacion, la poblacion y muestra, al igual que los métodos y técnicas

seleccionadas para ejecutar el estudio.

El cuarto capitulo expone en forma légica y ordenada los Resultados,
conjuntamente con la descripcion del trabajo de campo, el disefio de la presentacion

de resultados, la prueba estadistica y la corroboracion de la hipotesis de trabajo.

El cuerpo de la investigacion, se cierra a modo de colofon con las
Conclusiones y Recomendaciones. De igual modo, se referencia y se adjuntan los

anexos pertinentes a continuacion de aquellas.
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CAPITULO I: EL PROBLEMA

EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia de microorganismos en regiones intrarradiculares también son
considerados como agentes etiologicos para el fracaso en los tratamientos en donde
predominan cocos Gram positivos, varillas y filamentos. El proposito fundamental
de los medicamentos intraconductos es minimizar el nUmero de microorganismos
en términos de asepsia controlada en las zonas de los conductos radiculares con
infeccidn, mientras que su actuacion es secundaria a la limpieza y configuracion del

conducto radicular.

Los extractos naturales, asi como los aceites esenciales de los vegetales, son
el resultado de la combinacidn de diversas sustancias quimicas biosintetizadas por
los vegetales, y que justamente, le otorgan la fragancia caracteristica de algunos
tipos de flores, arboles e incluso semillas. Quimicamente, constituyen mezclas
complejas compuestas por monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanos, ademas se
han demostrado que presentan potentes efectos terapéuticos que incluyen
propiedades antibacterianas, antifungicas, analgésicas y antiinflamatorias, especies
como Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) y Origanum vulgare (orégano) han

sido ampliamente utilizados para varios propésitos medicinales. (7)
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Varios resultados empiricos, han evidenciado que la microbiota en piezas
dentarias con fallas en el tratamiento endodontico difiere de la microbiota hallada
normalmente en los conductos de dientes no tratados. La causa principal del fracaso
del tratamiento dental y la exacerbacion de la infeccion se debe a la supervivencia
de algunos patdgenos etiol6gicos, en particular E. faecalis y algunas levaduras tales
como C. albicans, en el canal de la raiz después de la manipulacién con

instrumentos mecanicos y el uso de soluciones de irrigacion. (8,9)

Por tal motivo, es importante conocer el efecto antimicrobiano del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) y Origanum vulgare
(oregano) a diferentes concentraciones frente a los principales microorganismos

causantes del fracaso endodontico, Enterococcus faecalis y Candida albicans.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1. Interrogante principal

¢Cudl es el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
Breyn (canela) Origanum vulgare L. (orégano) y de la asociacion de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela) + Origanum vulgare L. (orégano) a diferentes

concentraciones frente a Enterococcus Faecalis y Candida albicans?
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1.2.2. Interrogantes secundarias

a)

b)

d)

¢Cual es la sensibilidad segtn la escala de Duraffourd y Lapraz, que
presenta el Enterococcus faecalis frente al aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela), Origanum vulgare L. (orégano) y de la
asociacion de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) + y Origanum

vulgare L. (orégano), mediante la técnica de difusion de disco?

¢Cudl es la sensibilidad segun la escala de Duraffourd y Lapraz, que
presenta Candida Albicans frente al aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela), Origanum vulgare L. (orégano) y de la
asociacion de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) + y Origanum

vulgare L. (orégano), mediante la técnica de difusion de disco?

¢Cudl es la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), Origanum vulgare L. (orégano) y
de la asociacion Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) + Origanum

vulgare L. frente a las cepas de Enterococcus faecalis y Candida Albicans?

¢Cudl es la concentracién minima bactericida (CMB) y la concentracién
minima fungicida (CMF) del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
Breyn (canela), Origanum vulgare L. (orégano) y de la asociacion del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) + Origanum vulgare
L (orégano) frente a las cepas de Enterococcus faecalis y Candida

albicans?
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1.3. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Es indudable que, en la cavidad oral, se encuentren diversos
microorganismos, lo que determina un ecosistema complejo y diverso, que son
parte de la flora oral del hombre y que tienen implicancias en la su salud oral, pero
también en las situaciones anémalas o de enfermedad de la cavidad oral. En este
sentido, es fundamental indagar sobre nuevas sustancias que permitan coadyuvar al
control de la proliferacion anémala de esta flora, ya que podria, intervenir como un

factor de fracaso en los diferentes tratamientos.

El estudio de investigacion intenta encontrar propiedades antimicrobianas
in vitro de la planta natural como Cinnamomum zeylanicum Breyn y Origanum
vulgare L, que pueden ser utilizadas contra microorganismos causantes del fracaso
endoddntico. No hay duda de que la ciencia y la tecnologia pueden ayudar a
descubrir y utilizar las propiedades terapéuticas de las plantas medicinales de forma

mucho mas efectiva.

La ejecucion de la presente investigacion permite determinar la
composicion fitoquimica y efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de
Cinnamomum zeylanicum Breyn y Origanum vulgare. De igual modo, aplicar los
hallazgos para fines de optimizar la terapéutica de piezas dentarias que presentan
necrosis de la pulpa, lo que podria minizar la probabilidad de fracaso del tratamiento
endoddntico, como consecuencia de las infecciones de la cavidad oral, y que evitara
la exposicion local y sistémica a elementos toxicos como terapéutica, ya que estas
soluciones posibilitarian el uso de tratamientos de origen natural para fines de

régimen terapéutico intraconducto.
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1.4 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.4.1 Objetivo general

Determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Cinnamomum

zeylanicum Breyn (canela), Origanum vulgare L. (orégano) y de la asociacion de

Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) + Origanum vulgare L. (orégano) a

diferentes concentraciones frente a Enterococcus Faecalis y Candida albicans.

1.4.2 Objetivos especificos

a)

b)

Establecer la sensibilidad segun la escala de Duraffourd y Lapraz, que
presenta el Enterococcus faecalis frente al aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), Origanum vulgare L.
(orégano) y de la asociacion de Cinnamomum zeylanicum Breyn
(canela) + y Origanum vulgare L. (orégano), mediante la técnica de

difusién de disco.

Establecer la sensibilidad segun la escala de Duraffourd y Lapraz, que
presenta Candida Albicans frente al aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela), Origanum vulgare L. (orégano) y de la
asociacién de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) + y Origanum

vulgare L. (orégano), mediante la técnica de difusion de disco.

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de  Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), Origanum
vulgare L. (orégano) y de la asociacion Cinnamomum zeylanicum Breyn
(canela) + Origanum vulgare L .frente a las cepas de Enterococcus

faecalis y Candida Albicans.
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d) Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) y la
concentracion minima fungicida (CMF) del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), Origanum vulgare L.
(orégano) y de la asociacion del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela) + Origanum vulgare L. (orégano) frente a

las cepas de Enterococcus faecalis y Candida albicans.



22

CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Se ha revisado la evidencia empirica y se consignan estudios periféricos,

vinculados con las variables de estudio.

A nivel internacional

Lucena, Garcia, Muniz, Castellano Dias de Castro (10) realizaron el estudio
In Vitro Effect of Cinnamomum zeylanicum Blume Essential Qil on Candida spp.
Involved in Oral Infections. El objetivo del estudio in vitro fue evaluar el potencial
antifangico del aceite esencial (EO) quimicamente caracterizado de Cinnamomum
zeylanicum Blume en Candida spp. biofilm y establece su modo de accidn, efecto
sobre la cinética del crecimiento de hongos y citotoxicidad para las células humanas.
Los valores de concentracion inhibitoria minima (MIC) y concentracion fungicida
minima (MFC) variaron de 62.5 a 1,000 pug / mL, y el efecto parece deberse a la
interferencia con la biosintesis de la pared celular. El ensayo cinético mostro que EO
a MICx2 (500 pg / ml) indujo una reduccién significativa (p <0.05) del crecimiento
fungico después de la exposicidn durante 8 h. A esta concentracion, el EO también
pudo obstaculizar la formacion de biopeliculas y reducir Candida spp. monoespecies

y multiespecies en biofilm maduro a las 24 h y 48 h (p <0.05).

Mahdi, Al Huwaiziy Abbas (11) realizaron el estudio denominado A
comparative evaluation of antimicrobial activity of the ethanolic extract of

Cinnamomum zeylanicum Breyn and NaOCI against oral pathogens and against
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swabs taken from nonvital teeth-An in vitro study, en Bagdag. El objetivo de este
estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de canela
(CEE) contra aislamientos clinicos de patdgenos orales (Enterococcus Faecalis,
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa Yy
Streptococcus mutans), y contra hisopos extraidos de dientes no vitales, con
comparacion de NaOCI. Material y método: se preparé extracto etandlico de
Cinnamomum zeylanicum Breyn utilizando un aparato Soxhlet. Se utiliz6 el método
de difusién en disco de agar para determinar la zona de inhibicién de 25% de CEE y
5,25% de NaOCI. La concentracion inhibitoria minima (MIC) y la concentracion
bactericida minima (MBC) se midieron utilizando el método de dilucién de caldo.
Resultados: La CEE al 25% fue efectiva contra todos los microorganismos con
valores de CMI de 390 ug / ml contra estafilococos aureus, 781 pg / ml contra cada
uno de E. faecalis, C. albicans y Strep. mutans y 1562 pg / ml contra P. aeruginosa,
mientras que los valores de MBC fueron 781 ug / ml contra Staph. aureus, 1562 ug
/ ml contra cada uno de E. faecalis, C. albicans y Strep. mutans, y 1562 g / ml contra
P. aeruginosa. CEE produjo zonas de inhibicion mas amplias que NaOCI contra C.
albicans y hisopos anaerdbicos, mientras que NaOCI produjo zonas mas amplias
contra los otros microorganismos. Conclusion: La actividad antimicrobiana del 25%
de ECO es comparable al 5.25% de NaOCI contra los patdégenos orales y

endodonticos.

Condo, Anacarso, Sabia, Iseppi, Anfelli,,Forti, Niederhdusern, Bondi, y
Messi (12) investigaron sobre Antimicrobial activityof spices essential oils and its
effectiveness on mature biofilms of human pathogens. La actividad antibacteriana de
los aceites esenciales Pimpinella anisum L., Cinnamomum zeylanicum Breyn,
Syzygium aromaticum y Cuminum cyminum L. (EOs) contra algunos
microorganismos patégenos comunes (Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Enterococcus ATCC15, , Escherichia coli
ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Aeromonas hydrophila ATCC
7966, Proteus mirabilis ATCC 10005, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 y
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Candida albicans ATCC 10231) y se estudiaron sus biopeliculas. Los efectos
inhibitorios de EO se evaluaron mediante el ensayo de difusion de pozos de agar y la
determinacion de concentracion minima inhibitoria (MIC). Las EO mas activas, la
canela y el clavo, también se analizaron en biofilms maduros de 18, 24, 48 y 72
horas. La canela y el clavo exhibieron los mejores resultados mostrando una
actividad significativa contra todas las bacterias probadas. Con respecto a la
biopelicula, los resultados sugieren que el aceite de Cinnamomum zeylanicum Breyn
puede ser un enfoque Gtil para dafiar la biopelicula producida por las bacterias Gram-

negativas probadas.

Teran (13) realizd la investigacion denominada Comparacion de la
efectividad antimicrobiana entre aceite esencial de canela y clorhexidina frente a
Enterococcus Faecalis. Estudio in vitro, 2016. Determindé la efectividad
antimicrobiana de inhibicion de dos diferentes soluciones: Aceite Esencial de Canela
(Cinnamomum) al 100% y Clorhexidina al 2% frente a cepas de Enterococcus
faecalis. Utilizo 20 placas de Enterococcus faecalis sembradas en Agar sangre,
donde 10 placas para Aceite esencial de canela al 100%y 10 placas de clorhexidina
al 2% contuvieron 3 discos estériles impregnadas con 20ul de cada sustancia para su
incubacion a 37° por 24 horas. Finalmente se evidencio a las 24 horas que si existe
una efectividad antimicrobiana de ambas soluciones comparando asi su potencial
antimicrobiano con la medicion de sus halos de inhibicion, obteniendo con variacion
de sus halos entre 9mm a 15mm una media de efectividad de 12,20 mm para el aceite
esencial de canela al 100%, a diferencia del efecto obtenido por la clorhexidina al
2% con una media de sensibilidad de 16,60 mm con halos que variaban de 15mm a
19mm, demostrando que la accién antibacteriana del Aceite esencial de canela es

36% menor que el de la clorhexidina.

Benbelaid, Khadir, Benfahou, Ben, Muselli y Costa (14) indagaron sobre la
Erradication of Enterococcus faecalis and Candida albicans Biofilms by
Cinnamomum cassia Essential Oil Solution as a Root Canal Irrigant. Entre los

principales resultados se hallé que la composicién quimica del aceite esencial de C.
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cassia comprende especialmente compuestos como el cis-cinamaldehido en una
proporcién de 75,85%, mientras que los demas componentes se presentan en
cantidades infimas en el aceite respecto a aquellas, como el acetato de cinamilo
(3,31%), 1,8-cineol (2,52%), al-pha-pineno (1,69%), alcanfor (1,37%), alfa-terpineol
(1,17%) y trazas de otros.

De otro lado, Ozkan, Guney, Gur, Pattabanoglu, Babat y Khalifa (15)
realizaron la investigacion Essential oil of oregano and savory;chemical composition
and antimicrobial activity. Resultados: hallaron que la composicion quimica del
aceite esencial del Origanum vulgare ssp. Hirtum, se caracterizO por una
composicion quimica que comprendio el carvacrol (63,97%), linalool (3.67%) v p-
cimeno (12.63%) como elementos principales, asi como también como o-cimeno
(17.98%),carvacrol (42.7%) ,linalol (9,65%), 6xido de cariofileno (5,25%) y v-

terpinene (4,22%) en aceite esencial salado como componentes principales.

A nivel nacional

Marca (16) investigd sobre la Actividad antimicotica “in vitro” del aceite
esencial Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” frente a Candida Albicans ATCC
6538, Tacna, 2012. Determiné el grado de sensibilidad de la Candida albicans al
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (Canela), mediante la técnica de
difusion en disco. A su vez determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y
concentracion minima fungicida (CMF) del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn frente a Candida Albicans. La obtencion del aceite esencial de la
corteza se realizé por el método de destilacion por arrastre de vapor de agua. Se
usaron volimenes de aceite esencial puro (2,5ul - 20ul) para la determinacion de los
halos de inhibicion por el método de difusidn en disco (Kirby Bauer). Se impregnaron
discos de papel filtro de 6 mm de diametro (previamente esterilizados) con una
cantidad determinada de aceite esencial y fueron incubadas a 37 °C durante 18 - 24
horas para ver los halos de inhibicion. Los resultados obtenidos indicaron un

promedio mas elevado del halo a la concentracién de 0,1658125 mg/ml con 48,09
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mm de didmetro en funcion de las diferentes concentraciones. Asimismo, la menor
concentracion de 0,0236875 mg/ml se obtuvo un halo de inhibicion 21,95 mm. Se
determind que el grado de sensibilidad de acuerdo a los promedios de los halos de
inhibicién (Escala de Duraffourd y Lapraz); gener6 en todas las concentraciones del
aceite esencial inhibiciones mayores a 20,0 mm; ademas la concentracion es 0,01895
mg/ml es el CMI, ya que fue el ler tratamiento donde no hubo crecimiento micético
y la CMF fue de 0,020529166 mg/ml.

Sanchez y Lujan (17) evaluaron el Efecto antimicrobiano del aceite esencial
y del extracto acuoso de canela (Cinnamomum zeylanicum Breyn) sobre Candida
albicans y Streptococcus mutans, en el 2013. Se utilizaron 288 placas Petri con las
cepas de C. albicans ATCC 10231 y S. mutans ATCC 25175. Cada cepa se diluyo
en solucidén de caldo glucosado estéril, en orden a obtener una turbidez semejante al
tubo # 1 del Nefelometro de Mc Farland, el cual contuvo 3x10 UFC/ml. El aceite
esencial de canela, se obtuvo mediante la técnica de destilacion por arrastre de vapor.
Los resultados fueron: se obtuvo un valor de 1 mg/ml parael CMI del aceite esencial
y de extracto acuoso de canela y un crecimiento promedio de 107,75 UFC/ml para
C. albicans, con un p <0,05 y de 0,17 UFC/ml para C. albicans, con un p <0,05;
ademas la concentracion minima antimicrobiana del aceite esencial sobre el
crecimiento de C. albicans fue de 0,6 mg/ml con el que se obtuvo un halo de 2mm,
con un p=0,00 sin embargo el extracto acuoso, no tuvo efecto antimicrobiano.
Conclusiones: A mayor concentracion de aceite esencial y del extracto acuoso de
canela, se tiene un efecto antimicrobiano mayor sobre el crecimiento de la C.
albicans. La CMI del aceite esencial de la canela sobre el crecimiento de C. albicans
fue de 1 mg/ml (p<0,001); CMF del aceite esencial de la canela sobre el crecimiento
de C. albicans es de 0,6 mg/ml (p<0,001).

Mamani (18) investigaron sobre la Evaluacion antimicotica “in vitro” del
aceite esencial Origanum vulgare “Orégano” frente a Candida albicans ATCC
6538, 2016. Se determind el grado de sensibilidad que presenta Candida albicans, la

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima Fungicida (CMF)
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del aceite esencial de Origanum vulgare “Orégano” sobre ¢l crecimiento de Candida
albicans. El aceite esencial de Origanum vulgare “Orégano” fue extraido mediante
destilacion por arrastre de vapor. Resultados: se evidencié un aumento gradual del
promedio de halo, siendo més elevado el halo de inhibicion para una concentracion
de 1,75 mg/ml con un valor para el didmetro de 56,08 mm entre las distintas
concentraciones del aceite esencial (2,0 ul). Empero, el promedio menor del halo de
inhibicion se presenta para una concentracion de 0,5 mg/ml con 24,65 mm de
didmetro (0,6 pl), asi mismo se observé que en todas las concentraciones del aceite
esencial provocan halos de inhibicion mayores a 20,0 mm, lo que denotaria que
Candida albicans es altamente sensible frente a las diferentes concentraciones del
aceite esencial Origanum vulgare. Finalmente, la CMI fue 0,805358 mg/ml y la
CMF de 0,8754 mg/m.

Villavicencio, Moromi, Salcedo, Pineda, Ramos y Zambrano (19)
investigaron sobre el Efecto Antimicotico in vitro de Origanum vulgare sobre cepas
de Candida albicans, 2016. Evaluaron el efecto antimicético de cuatro tipos de aceite
de orégano sobre las cepas de Candida albicans , Se recolectaron de distintos lugares
del Perq, las especies: Origanum vulgare L (Jauja y Tacna), Origanum X intercedensy
Origanum x majoricum (Arequipa). La extraccion de aceites esenciales de orégano,
se realizd utilizando la técnica de destilacion por arrastre con vapor de agua, a partir
de las hojas y flores de plantas frescas y semideshidratadas. Se analizaron los
cultivos de la cepa ATCC de Candida, en Agar Sabouraud Glucosado y sometidas a
la accién de los cuatro aceites esenciales de orégano por el método de difusién
mediante discos de papel Whatman n°1 de 6 mm de diametros, embebidos en
concentraciones de 12,5 %, 25 %, 50 % y 100 %, utilizandose como control positivo
Miconazol (Daktarin® gel oral 20 mg/g), como control Dimetilsulfoxido (DMSO).
Analizaron los resultados considerando los valores de sensibilidad segun el método
de aromatograma de Duraffourd: 1S. Nula: < 8mm, 2S. Limite 9-14 mm, 3S. Media
15-19 mm y 4S. Sumamente sensible > 20 mm. Los resultados fueron que a la

concentracion de 12,5 %, Origanum X majoricum (Are-quipa), presentd mayor
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actividad antimicotica sobre Candida albicans ATCC, ademés la concentracion
minima inhibitoria (HCMI) fue de 12,5 % y sumamente sensible al 100 % con 24,86
mm de diametro; y finalmente los aceites esenciales del Origanum vulgare L de los
diversos geotipos evidencian discordancias en sus efectos antimicéticos siendo el de
Origanum vulgare L (Tacna) el mas efectivo.

Aizaga (20) investigaron el Efecto antifungico del Aceite Esencial de Canela
(Cinnamomum zeylanicum Breyn) al 25%,50%,75% y 100% sobre Candida albicans
ATCC. 10231,2017. Determin6 el mayor efecto antifingico del aceite esencial de
canela (Cinnamomum zeylanicum Breyn) al 25%,50%,75% y 100% sobre Candida
albicans mediante el método difusion en disco. Identifico también la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Antifungica (CMF) del aceite
esencial de canela por el método de Macrodilucion en caldo, a partir de la
concentracion de mayor efectividad antifungica sobre Candida albicans . Realizé la
extraccion del aceite esencial por el méetodo de destilacion por arrastre de vapor; a
partir del aceite concentrado (100%), se calculd su volumen para determinar las
respectivas diluciones al 25%,50%, 75%. Se reactivd la cepa del hongo y se
inocularon colonias de la caja Petri respectivamente en cuatro tubos de ensayo
previamente esterilizados con caldo BHI (Medio Infusion Cerebro y Corazén o
Bacto-Brain Heart Infusion) y se incubd por 24 horas a temperatura ambiente 37° C.
Asi mismo se coloco el medio Mueller-Hinton en 64 cajas Petri que corresponden a
los tratamientos experimentales y se realizé la siembra de Candida albicans para su
incubacion por 24 horas a 37 °C. Los respectivos discos de sensibilidad (un disco por
placa) fueron embebidos cada uno con 2 mL del aceite esencial de canela a las
diferentes concentraciones por cada concentracion se hicieron 16 repeticiones,
ademas de un control negativo con suero fisiolégico y un control positivo con
nistatina por triplicado. Los resultados fueron segln el andlisis estadistico de la
Prueba Kruskal Wallis, el aceite esencial de canela al 100% tuvo el mayor efecto
antifangico en relacion a las otras concentraciones sobre la cepa Candida albicans a
las 24 horas. La CMI del aceite esencial de canela al 100% fue de 850 ug/ml, y la
CMF fue de 900 ug/mL, demostrado a partir de la ausencia de crecimiento de

Candida albicans.
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2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela)

Las plantas consideradas en el presente estudio, fueron del género
Cinnamomum, que abarca una diversidad de especies originarias y dispersas en
las regiones de Asia y Australia. Entre éstas, destaca por sus aceites, la especie
comUnmente denominada canela o C. zeylanicum, C. cassia y C. camphora. El
Cinnamomum zeylanicum Breyn (7), también se le conoce con la denominacion
del vocablo latin C. verum, el cual es originario de Sri Lanka (8), cuyo aceite es
extraido de sus hojas y de la corteza, y para el cual se le da diversos usos y
aplicaciones, no solo en la industria de la gastronomia, perfumeria, (8,9) sino

farmacéutica, siendo justamente, este Ultimo el interés de la presente investigacion.

Cabe mencionar, que el aceite esencial de canela, comprende componentes
denominados E)-cinnamaldehyde (68,95%) y benzaldehyde (9,94%), al igual que
(E)-cinnamylacetate (7,44%), los que han exhibido caracteristicas en cuanto
propiedad antimicrobiana , incluso anticarcinogénica, lo que plantea la posibilidad
de utilizarlas para combatir o coadyuvar el tratamiento antiinfeccioso y

antineoplasico.

2.2.1.1. Efecto antimicrobiano de la canela

Una de las propiedades mejor establecidas de los extractos de canela, los
aceites esenciales y sus componentes es la actividad antibacteriana contra las
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas responsables de las enfermedades
infecciosas humanas y la degradacion de los alimentos o cosméticos (21). En el afio
2011, las actividades antibacterianas de varios extractos de corteza de C.
zeylanicum, obtenidos con diferentes solventes organicos, como acetato de etilo,

acetona y metanol, se probaron in
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vitro contrala neumoniaKlebsiella 13883, Bacillusmegaterium NRS, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27859, Staphylococcus aureus 6538 P, Escherichia coli ATCC
8739, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Corynebacterium  xerosis UC
9165, Streptococcus faecalis DC 74, por el método de difusion en disco. Los
hallazgos mostraron que la actividad antibacteriana, expresada como zona de
inhibicién, varia de 7 a 18 mm para la aplicacién de 30 pL, lo que sugiere una
elevada actividad antibacteriana (22). También en 2011, Mandal, Deb Mandal y
Saha (23) demostraron que el extracto etandlico de la corteza del tallo C.
zeylanicum ejercio  actividad antibacteriana contra aislados clinicos de S.
aureus resistente a la meticilina (MRSA), de Kolkata, en la India. La actividad
antibacteriana se expresé tanto en diametros de inhibicion como en valores de
concentracion inhibitoria minima (MIC) en diferentes momentos de incubacion. El
extracto de canela, que mostro un diametro de zona de inhibicion de 22 a 27 mm,
resultd ser bactericida después de 6 h de incubacion. En este sentido, se afirma
que C. zeylanicum podria considerarse un valioso apoyo en el tratamiento de la
infeccion y puede contribuir al desarrollo de posibles agentes antimicrobianos
contra la bacteria MRSA (23). De otro lado, de los resultados de estudios sobre la
actividad antibacteriana de la canela, la sensibilidad de dos cepas clinicas
de Moraxella catarrhalis (una causa importante de infeccion del tracto respiratorio
inferior, resistente a los agentes antimicrobianos convencionales) al
extracto hidroetanolico de la corteza y el clavo de C. zeylanicum polvo, se probo
utilizando métodos de difusion en disco y dilucién de caldo, y se demostro que el
extracto de canela es activo contra ambas cepas y, en consecuencia , representa una
fuente alternativa de sustancias antimicrobianas naturales para su uso en la practica

clinica para el tratamiento de casos de M. cattarhalis (24).

2.2.1.2. Composicion quimica de la canela

Los principales compuestos aislados e identificados en la canela (C.

zeylanicum) pertenecen a dos clases quimicas: polifenoles y fenoles volatiles. Entre
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los polifenoles, la canela contiene principalmente acidos vanilico, cafeico, gélico,
protocatechuico, p -cumarico y feralico (25) En relacién a los componentes
volatiles, la composicion quimica de los aceites esenciales de canela depende de la
parte de la planta de la que se extraen. Es asi, que el aceite esencial de corteza, el
cinamaldehido es la sustancia mas representada, con un contenido que varia del
90% al 62% -—73%, dependiendo del tipo de extraccion, (26). Los demas
compuestos volatiles menores son hidrocarburos y compuestos oxigenados (es
decir, B- cariofileno, benzoato de bencilo, linalol, acetato de eugenilo y acetato de
cinamilo). En el aceite esencial de hoja de canela, el componente principal es el
eugenol, que alcanza una concentracion de mas del 80%. En el aceite esencial
obtenido de la fruta y las flores de canela, el acetato de (E) -cinnamilo y el

cariofileno son los componentes principales. (25)

2.2.2 Origanum vulgare (orégano)

El Origanum vulgare (Labiate) cuyo nombre vulgar es orégano, se cultiva
en la region sur del PerQ, especialmente en Tacna (Tarata) (27) en gran escala,
cosechado, desecado y distribuido a los mercados nacionales y al exterior. Se le
utiliza ampliamente en la industria de la gastronomia o uso culinario. Las sumidades
floridas, asi como sus hojas, se utilizan en la industria farmacéutica en razén a sus

propiedades diuréticas, contra los espasmos, tonica y antiséptica. (28)

El género Origanum, pertenece a la familia Lamiaceae. Es una sufruticosa
0 herbacea, rizomatosa, perenne. Sus tallos presentan una posicion erecta, con una
dimension aproximada de 90 cm o mas, con frecuencia ramificados en la parte
superior, vellosos, hirsutos y pubescentes, mas bien escasamente glabros. Las
hojas presentan dimensiones aproximadas de 10-40 x 4-25 mm, de forma oval,
enteras y con discrecibn de forma crenacio-serradas, pilosos, pecioladas y

punteado glandulosas. Sus flores, presentan una disposicién en forma de espiga de
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verticilastros de tamario aproximado de 5-30 mm, de forma oblonga, ovoide, las
que en conjunto forman una inflorescencia corimbosa densa (29).Las hojas de
orégano se usan para fines culinarios, en la cosmética, en la industria de la farmacia
y para elaborar licoreria, siendo un producto cotizado para fines de exportacion. De
acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas, el género Origanum, se ha clasificado
en tres grupos, diez secciones, treinta y ocho especies, seis subespecies y diecisiete
hibridos. (30)

Todos los aceites esenciales de plantas pertenecientes a las familias de las
Labiadas, contienen un compuesto o principio activo propio pero varios compuestos
son comunes a varias especies. (31) Las plantas de uso tradicional plantean nuevos
horizontes dentro del campo de la etnomedicina, para la basqueda de principios
bioactivos frente a la utilizacion de antisépticos estandar (32,33). Incluye muchas
especies que comunmente se encontraron como plantas comunes en el

Mediterraneo norte de las zonas euro-siberianas e irano-siberiano. (33)

2.2.2.1. Taxonomia del Origanum vulgare (33)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophy
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae

Subfgamilia: Nepetoideae

Género: Origanum

Especie: O. vulgare
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2.2.2.2. Efecto antimicrobiano del Origanum vulgare

La quimica del aceite esencial de O. vulgare y su actividad antimicrobiana
ha sido estudiada, siendo sus compuestos fendlicos, &cidos fendlicos y flavonoides,
los que han demostrado una muy buena actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de O. vulgare subsp. glandulosum rico en carvacrol (34,35). En este
sentido, se han realizado varios estudios sobre la actividad antimicrobiana de los
extractos de diferentes tipos de orégano. Se ha encontrado que los diferentes
extractos y aceites esenciales de las especies del género Origanum, tienen actividad
contra bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersinia
enterocolitica, Salmonella typhimurium y Enterobacter cloacae; y las llamadas
gram positivas como Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis. Sobresale también, sus propiedades
antifangicas contra especies de Torulopsis glabrata, C. tropicalis. Rhodotorula,
Aspergillus niger, Candida albicans y Geotrichum, mas no contra las denominadas
Pseudomonas aeruginosa. Se ha estudiado su capacidad antimicrobiana del aceite
esencial y de los componentes aislados. Los fenoles carvacrol y timol tienen los
niveles mas elevados de actividad contra microorganismos Gram negativos,

excepto para Pseudomonas aeruginosa, siendo el timol el mas activo. (36)

2.2.3. Microbiota endodontica

Aunque los hongos, las arqueas y los virus contribuyen a la diversidad
microbiana en las infecciones endododnticas, las bacterias son los microorganismos
mas comunes que ocurren en estas infecciones. Conjuntos de datos de cultivos y
estudios moleculares, mostraron que mas de 460 taxones bacterianos Unicos
pertenecientes a 100 géneros y 9 filos se han identificado en diferentes tipos de
infecciones endoddnticas. Los filos con la mayor riqueza de especies fueron
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria. La diversidad varia
significativamente segun el tipo de infeccién. En general, se han revelado mas

taxones por estudios moleculares que por cultivo. Muchos filotipos cultivables y
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aun no cultivados han surgido como patdgenos candidatos segun la deteccion en

varios estudios y / o alta prevalencia. (37)

En una infeccién endodontica primarias se destacan principalmente las
bacterias gram negativas como: Dialister, Treponema, Fusobacterium,
Porphyromonas, Prevotella 'y Tanerella. Y las gram positivas Pseudoramibacter,
Filifactor, Micromonas, Peptoestreptococcus, Streptococcus, Actinomyces,
Olsenellay Propionibacterium.

Candida albicans es un hongo que se encuentra de manera esporadica en
esta infeccion, mientras que en infecciones secundarias o persistentes se encuentran
en porcentaje de 3-18%. En infecciones secundarias la mayoria de las piezas
dentarias tratadas presentan periodontitis periapical, esto debido a que los
microorganismos que sobrevivieron a la desinfeccion intrarradicular y obturacion,
tienen la capacidad de adaptarse a las nuevas modificaciones ambientales y
nutricionales, para luego demostrar su virulencia y causar la inflamacion
periradicular, expresdndose como una infeccidn extraradicular con presencia de
fistula. EI Enterococcus Faecalis se encuentra en un 30 a 90% en dientes tratados
endodonticamente, tanto E. faecalis como C. albicans tienen una serie de atributos
que les permiten sobrevivir en los conductos tratados, como la resistencia a los
farmacos intraconducto (Hidroxido de Calcio), y la capacidad para formar
biopeliculas, invadir los tabulos dentinarios y soportar largos periodos de privacion
de nutrientes. (38)

2.2.3.1. Enterococcus faecalis (E. faecalis)

Dentro de los cocos Gram positivo no esporulado, facultativo anaerobio, se
encuentra el Enterococcus faecalis, cuyo habitat es el tracto gastrointestinal. Sin
embargo, también se le encuentra en la vagina, en el tracto hepatobiliar y heridas
de tejidos blandos. Se ha evidenciado que E. faecalis puede penetrar los tdbulos

dentinales, sobreviviendo a la instrumentacion quimico-mecéanica, colonizarlos a
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una profundidad de 300 um y ademas reinfectar los conductos, ain incluso después
de haber sido obturados (39). Algunos estudios han vinculado estas propiedades
proteoliticas y la elevada aparicion de especies de Enterococcus en cuadros de
endocarditis, bacteremias, infecciones del tracto urinario e infecciones
intrarradiculares (40,41). Segun Sedgley, Nagel, Shelburne, Clewell, Appelbe y
Molander (42) el E. faecalis es capaz de sobrevivir y multiplicarse en condiciones
toxicas para otras bacterias y los factores de virulencia tendrian relacién con las
etapas de la infeccion endodontica e inflamacion periapical, lo que, sin duda,

contribuiria al fracaso del tratamiento endoddntico.

2.2.3.2. Candida albicans

Constituyen microorganismo llamados comensales versatiles que colonizan
hasta el 70% de los usuarios de protesis dentales, y debido a que provoca
alteraciones locales o sistémicas, puede ocasionar un desequilibrio en el huésped,
produciendo en éste un estado de vulnerabilidad para la enfermedad, que puede
oscilar de un compromiso superficial hasta una afeccion seria (43), siendo
trascendente en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida, en quienes
las manifestaciones orales de presencia de candida es un indicativo de desequilibrio

de la respuesta inmune del sujeto. (44)

Para el tratamiento de infecciones por Candida, se utiliza preferentemente
agentes polienicos, azoles, equinocandinas y antimetabolitos, y en caso de
infecciones de menor gravedad o superficiales, se opta por antifungicos tépicos,
como nistatina y miconazol (45,46). En el caso de Candida, su capacidad para
formar biofilm en superficies bidticas y abidticas es un factor de virulencia

relevante. (47)
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CAPITULO I

MARCO METODOLOGICO

3.1 HIPOTESIS

3.1.1 Hipdtesis general

La asociacion aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn +
Origanum vulgare tienen un mayor efecto antimicrobiano frente al Enterococcus

faecalis y Candida albicans que cuando se utilizan individualmente.

3.2 VARIABLES

3.2.1 Identificacion de la Variable Independiente

V. I: Cinnamomum zeylanicum Breyn

V.1. : Origanum vulgare

3.2.2 Identificacion de las variables dependientes

V.D: Enterococcus Faecalis

V.D. Candida albicans



Operacionalizacién de las variables

VARIABLES ESCALA/VALOR
INDEPENDIENTES INDICADOR TIRO FINAL
Diametro del halo de
|n_h|b|0|on a Cuantitativa | Razén/ mm
diferentes

Aceite esencial de
Cinnamomum
zeylanicum
(canela)

Breyn

concentraciones

Diametro de halo de
inhibicién (segdn la
escala de Duraffourd

Categorica

Razon /Ordinal

- Nula(-): < 8mm

- Sensible limite(+)=
9-14mm

- Muy sensible(++)=

Aceite esencial de
Origanum vulgare L.
(orégano)

15-19mm
y Lapraz) - Sumamente
sensible(+++)=
>20mm
Diametro del halo de
|Qh|b|C|on a Cuantitativa | Razén/ mm
diferentes

concentraciones

Diametro de halo de
inhibicion (segin la

Razén / Ordinal

- Nula(-): < 8mm

- Sensible (+)= 9-
14mm

- Muy sensible(++)=

esEr:llar :Ze) Duraffourd | Categérica 15-19mm
yLap - Sumamente
sensible(+++)=
>20mm
VARIABLES ESCALA/VALOR
DEPENDIENTES INIDHEADIR e FINAL
Enteroc_:occus Cremmlento Cuantitativa | Razon / UFC
Faecalis bacteriano de la cepa
Candida albicans Crecimiento Cuantitativa | Razon / UFC

micético de la cepa
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3.3. DISENO Y TIPO DE INVESTIGACION

El presente estudio se tratd de un disefio experimental porque se utilizaron
técnicas de cultivo en inoculados con cepas de Enterococcus faecalis y Candida
albicans, a los que se les aplicé discos embebidos a diferentes concentraciones de

aceites esenciales para medir el efecto antimicrobiano.
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El tipo de investigacion fue:

— Experimental porque valora el efecto de las variables independientes sobre las
dependientes y existe la intervencion del investigador sobre las condiciones de

investigacion.

— Transversal debido a que las variables de estudio seran observadas en un solo
tiempo determinado.

— Prospectivo ya que los datos recogidos por el investigador son de primera

fuente.

— Analitico porque permitird conocer el efecto antibacteriano y a su vez la MIC,

CMB, CMF de los aceites esenciales frente acepas bacterianas.

3.4. AMBITO Y TIEMPO SOCIAL DE LA INVESTIGACION

Ambito de estudio: estudio laboratorial en la ciudad de Tacna.

Tiempo social: 2019

3.5. POBLACION Y MUESTRA

Para la ejecucién del disefio experimental, se utilizd concentraciones
diferentes de aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn, de

Origanum vulgare L. y de la asociacién de ambas.



— Poblacién
Enterococcus Faecalis ATCC29212 y Candida albicans ATCC10231

— Muestra

Tamafio de la muestra

Se utilizo la ecuacién basada en la potencia () y confianza (a):

(Z  +2,) 0%
62

n=
Donde:
Zu2 = Confianza al 95% (1,96)
Zp =Potencia de la prueba al 80% (0,84)
2
(¢

0?2 5152 =1 = Variacion relativa de los halos 1

n= Minimo 8 repeticiones para cada concentracion
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Tamafio de muestra asumido en el presente estudio: 13, 12,11, 10 y 8

repeticiones (por encima del nimero minimo de repeticiones).

Unidad de analisis: placa Petri con cepas de Enterococcus Faecalis y

Candida albicans a las que se les aplicd diferentes concentraciones de

aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn y Origanum vulgare.

Unidades de muestreo

Microbiano: Colonia de cada cepa de Enterococcus faecalis ATCC29212

y Candida albicans ATCC10231.
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Bioldgico: extracto de aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn y

Origanum vulgare en diferentes concentraciones.

3.6. PROCEDIMIENTO, TECNICAS E INSTRUMENTOS

3.6.1 Procedimiento

3.6.1.1. Material de laboratorio

Para la ejecucion del experimento se requirio del siguiente material de laboratorio:

— Autoclave

— Balanza analitica

— Estufa

— Refrigeradora

— Microscopio

— Mechero de Bunsen

— Micro pipetas

— Balones de vidrio de diferente gradacion (250 y 500 ml)
— Matraces de 500 ml

— Fiolas de 100 ml

— Placas Petri de 100 x 15 mm

— Embudos de material de vidrio

— Tubos de ensayo

— Vasos de precipitacion de 500 ml
— Peras de decantacion

— Baguetas

— Medios de cultivo Agar Papa dextrosa



Medio de cultivo Agar Mueller Hinton
Caldo Mueller Hinton

Reactivo quimico alcohol etilico 70°
Reactivo quimico de alcohol yodado
Agua destilada

Compuesto quimico de dimetilsulféxico al 10%
Ron industrial

Asa de Kholle

Gradillas

Espatulas

Malla de asbesto

Pinzas

Papel kraft y filtro

Mascarillas desechables

Guantes quirargicos desechables
Algodon pabilo

Papel de aluminio comercial
Marcadores

Vernier
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3.7.1.2. De acopio de las especies vegetales

— Obtencidn de especie de  Cinnamomum zeylanicum Breyn:

Se obtuvo de un empresa comercializadora de especies de la ciudad de Tacna,
y transportado en bolsas de papel para resguardar su integridad y pureza.

— Obtencidn de especie de Origanum vulgare :
Se obtuvo de una empresa comercializadora de especies de la ciudad de Tacna,
y transportando las hojas en bolsas de papel kraft, elaboradas para tal fin,

seleccionando las hojas enteras.

— Obtencidn de especie aceite esencial de las especies vegetales seleccionadas:

Obtencidn de especie de  Cinnamomum zeylanicum Breyn:

Se obtuvo 2000 gramos en una empresa comercializadora de especies y
condimentos ubicado en un mercado de la localidad (Mercado Grau) de la
ciudad de Tacna, y transportado en bolsas de papel kraft para resguardar su
integridad y pureza conservandola hasta su posterior identificacién y

procesamiento.

Obtencidn de especie de Origanum vulgare:

Se obtuvo 2000 gramos de la especie de la provincia de Tarata de la ciudad de
Tacna, y transportando las hojas en bolsas de papel kraft, elaboradas para tal
fin, seleccionando las hojas enteras (libres de enfermedad) y separando algunos
componentes como restos pequefios de madera u otros contaminantes que

puedan alterar su composicion.
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— ldentificacion de las especies
Se solicitd la identificacion de las especies botéanicas a la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann,
adjuntando dichas especies en un sobre manila. (ANEXO1)

3.7.1.3. Procesamiento de los aceites esenciales de las especies vegetales
seleccionadas

a. Obtencion del aceite esencial Cinnamomum zeylanicum Breyn

Para la extraccion del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn, se
trozaron en pequefios fragmentos las cortezas de canela para una mejor

extraccion.

La obtencion del aceite esencial de la corteza se realizo por el método de

destilacion por arrastre de vapor de agua.

Basandose en un equipo de destilacion compuesto por un sistema de doble
balén, uno de los cuales contuvo agua destilada (1000 ml) y fue sometido a calor
directo mediante una cocina eléctrica; mientras que en el segundo (Capacidad
1000 ml) contuvo 150 gramos de la corteza de canela, el cual recibié los vapores
de agua, para que después el vapor producido arrastre los aceites esenciales
hasta el refrigerante. Este cambio de temperatura produjo la condensacion del
vapor y lo volvié nuevamente liquido (agua-aceite). El producto destilado se
recibié en un tubo de ensayo estéril adaptado con un orificio en la parte inferior
de su base con el fin de contener la solucion bifasica entre agua y aceite esencial,
la cual, por diferencia de densidades, el agua fluyo por dicho orificio y el aceite
quedo en el recipiente. Para su recoleccién se utilizd pipetas Pasteur,

posteriormente se almaceno en un tubo de vidrio con tapa rosca cerrado
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herméticamente y envuelto en papel aluminio para proteger de la luz del

ambiente.

La concentracion del aceite esencial se obtuvo mediante:
Determinacion de la densidad
Donde:
d = densidad (g/ml)
m=masa (Q)
v =volumen (ml)
W1= peso probeta (g)
W?2= peso probeta con aceite (g)
Vol. Aceite= volumen del aceite (ml)

Entonces:
W1= 16,3323 g
W2=17,3122 g
Vol. Aceite= 1ml
d=—
v
w2 -wi
d=———
v
(17,3122 g— 16,3323 g)
d =
1ml
d= 0,9799% =979,9mg/ml

b. Obtencion del aceite esencial Origanum vulgare
Para la extraccion del aceite esencial de Origanum vulgare, de igual forma

se realizo por el método de destilacion por arrastre de vapor de agua.
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Colocandose en el equipo de destilacion de doble baldn, el primero con agua
destilada (1000 ml) sometido a calor directo; y el segundo (Capacidad 1000 ml)
con 200 gramos de hojas de orégano, el cual recibié los vapores de agua, para
que después el vapor producido arrastre los aceites esenciales hasta el
refrigerante. El producto destilado se recibid en un tubo de ensayo estéril
adaptado contenido en un vaso beaker. Posteriormente se almaceno en un tubo
de vidrio con tapa rosca cerrado herméticamente y envuelto en papel aluminio
para proteger de la luz y a temperatura ambiente.

La concentracion del aceite esencial se obtuvo mediante:

Determinacion de la densidad
Donde:

d = densidad (g/ml)

m=masa (Q)

v =volumen (ml)

W1= peso probeta (g)

W?2= peso probeta con aceite (g)

Vol. Aceite= volumen del aceite (ml)

Entonces:
W1= 16,2276 g
W2=17,132 g
Vol. Aceite= 1ml
d=—
v
w2 -wi
d=——
v
(17,132 g— 16,2276 g)
d =
1ml

d= 0,9044% =904,4mg/ml
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Determinacion de la concentracion de la asociacion (Cinnamomum

zeylanicum Breyn + Origanum vulgare)
Donde:

d = densidad (g/ml)

m=masa (Q)

v =volumen (ml)

W1= peso probeta (g)

W?2= peso probeta con aceite (g)

Vol. Aceite= volumen del aceite (ml)

Entonces:
W1= 16,3323 g
W2=18,1934 g
Vol. Aceite= 1ml
m
d=—
v
w2 -wi
d=———
v

(181934163323 ¢)

2ml
g g

d= 1,8611ﬂ = 0,93065E =930,65mg/ml
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— Obtencion de las cepas microbianas

Las cepas microbianas Enterococcus faecalis ATCC29212 y Candida
albicans ATCC10231 fueron proporcionadas por el laboratorio del Area de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias en la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann, obtenidas de un distribuidor de cepas bacterianas
(GemLab), material biologico, pruebas morfoldgicas, bioquimicas y
moleculares correspondientes ATCC: American Type Culture Collection.

3.7.1.4. Evaluacion de la actividad de los aceites esenciales de Cinnamomum

zeylanicum Breyn, Origanum vulgare y Asociacion

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se evaludé por el

método de Kirby Bauer (difusion en disco).

a. Preparacion de las soluciones de Cinnamomum zeylanicum Breyn,

Origanum vulgare y Asociacion

Para Cinnamomum zeylanicum Breyn

— En los primeros ensayos se usaron volumenes de (2,5ul - 30ul) para la
determinacion de los halos de inhibicion por el método de difusion en
disco (Kirby Bauer) contra las cepas de Enterococcus Faecalis y
Candida albicans. Sin embargo luego de la incubacion a 37°C por 24 h
se observo en la lectura de las placas que hubo crecimiento bacteriano,
pero no crecimiento micotico; por lo que se dedujo que la actividad del
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn era potente frente a

Candida albicans con dichas concentraciones. Por lo cual se propuso
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trabajar con diluciones para obtener los datos de los halos de inhibicién

con respecto a las concentraciones del aceite esencial.

— La dilucién se hizo en una proporcion 1/2; es decir volimenes iguales
de aceite esencial y dimetilsufoxido 10% (DMSO), tomamos 5 pl de
aceite esencial y 5 ul de DMSO haciendo un volumen total de 10 pl,
para una mejor homogenizacion de esta dilucion se usé el equipo de
vortex. La tabla N°1 y 2, muestra los volumenes y concentraciones
empleadas en este trabajo. Las concentraciones se establecieron

mediante el siguiente calculo:

d =979,9mg/ml
(1ml)1000 pl - 979.9 mg
2,5u - x
x = 2,44975 mg/ul

Para el segundo ensayo se usaron volimenes inferiores a los primeros (0,1ul
— 0,8ul) de aceite esencial puro, paralelamente se trabajo con un control
positivo para ambas cepas; es decir a esta placa no se adiciond el aceite
esencial para verificar el crecimiento microbiano en el medio de cultivo. En
este caso como la dilucion fue 5 pl de aceite y 5 ul de DMSO la dilucion fue
% es decir la mitad de su concentracion (489.95 mg) a partir de aqui las
concentraciones de acuerdo a los volimenes requeridos cambiaron de esta
manera:

d = 489,95 mg/ml

(1ml)1000 pl —» 489,95mg
0,1ul -»x
x = 0,048995mg/pl
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Tabla 1.Concentraciones del aceite esencial Cinnamomum zeylanicum Breyn en

los discos para las cepas de Enterococcus Faecalis ATCC29212

N° de tratamiento Volumen (ul) Concentracion [] (mg/ul)
1 2.5 2,44975
2 5.0 4,8995
3 7.5 7,34925
4 10.0 9,799
5 12.5 12,24875
6 15.0 14,6985
7 17.5 17,14825
8 20.0 19,598
9 22.5 22,04775
10 25.0 24,4975
11 27.5 26,94725
12 30.0 29,397

Fuente: elaboracidn propia

Tabla 2.Concentraciones del aceite esencial Cinnamomum zeylanicum Breyn en

los discos para las cepas de Candida albicans ATCC10231

N° de tratamiento Volumen (ul) Concentracion [] (mg/ul)
1 0.1 0.048995
2 0.2 0.09799
3 0.3 0.146985
4 0.4 0.19598
5 0.5 0.48995
6 0.6 0.58794
7 0.7 0.68593
8 0.8 0.78392

Fuente: elaboracidn propia
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— Para Origanum vulgare

Para esta prueba de igual forma se usaron volimenes de (2,5ul - 30ul) para la
determinacion de los halos de inhibicién por el método de difusion en disco (Kirby
Bauer) contra las cepas de Enterococcus faecalis y Candida albicans. Luego de la
incubacion a 37°C por 24 h se observd en la lectura de las placas que hubo
crecimiento bacteriano, mas no micético; por lo que se determind que la actividad
del aceite esencial de orégano es potente frente a Candida albicans. Por lo cual se
propuso trabajar con diluciones de igual forma que en el caso de la canela, se realiz6
la dilucion con el mismo disolvente organico (DMSO) con una proporcion 1/2.

Las concentraciones se establecieron mediante el siguiente calculo para

Enterococcus faecalis (Tabla N° 3):

d =904.4mg/ml
(1ml)1000 pl - 904.4 mg
25ul - x
x = 2.261mg/ul

Para el ensayo con Candida albicans se usaron volumenes inferiores a los primeros
(0.1ul — 0.8ul), con una concentracion de dilucion de 452.2mg/ml ,

determinandose los volumenes requeridos de la siguiente manera:

d =452,2mg/ml
(1ml)1000 pl - 452,2mg
0,1ul -»x
x = 0,04522mg/pul
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Tabla 3.Concentraciones del aceite esencial Origanum vulgare en los discos para
las cepas de Enterococcus faecalis ATCC29212

N° de tratamiento Volumen (ul) Concentraciéon [] (mg/ul)

1 2.5 2.261

5.0 4.522
3 7.5 6.783
4 10.0 9.044
5 12.5 11.305
6 15.0 13.566
7 17.5 15.827
8 20.0 18.088
9 22.5 20.349
10 25.0 22.61
11 27.5 24.871
12 30.0 27.132

Fuente: elaboracion propia

Tabla 4.Concentraciones del aceite esencial Origanum vulgare en los discos para
las cepas de Candida albicans ATCC10231

N° de tratamiento Volumen (ul) Concentracion [] (mg/ul)
1 0.1 0.04522
2 0.2 0.09044
3 0.3 0.13566
4 0.4 0.18088
5 0.5 0.4522
6 0.6 0.54264
7 0.7 0.63308
8 0.8 0.72352

Fuente: elaboracidn propia
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Para la asociacion (Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare)

Igualmente se usaron volimenes de (2,5ul - 30ul) para la determinacion de
los halos de inhibicion por el método de difusion en disco (Kirby Bauer) contra las
cepas bacterianas de Enterococcus faecalis. Se  propuso trabajar con diluciones
para la prueba con Candida albicans de igual forma que en el caso de la canela y
el orégano, se realizé la dilucién de la misma forma con dimetilsuféxido 10%
(DMSO) con una proporcion 1/2. Las concentraciones se establecieron mediante el

siguiente célculo:

d =930,65 mg/ml
(1ml)1000 pl -» 930,65mg
2,5ul - x
x = 2,326625 mg/pul

Para el ensayo con Candida albicans se usaron volimenes inferiores (0,1l
— 0,8ul), con una concentracion de diluciéon de 465,325mg/ml , debido a
su proporcion %2, determinandose los volimenes requeridos de la siguiente

manera:

d = 465,325mg/ml
(1ml)1000 pl » 465,325mg
0,1ul -»x
x = 0,0465325mg/pl
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Tabla 5.Concentraciones de la asociacion (Cinnamomum zeylanicum Breyn +
Origanum vulgare) en los discos para las cepas de Enterococcus faecalis
ATCC29212

N° de tratamiento Volumen (ul) Concentracién [] (mg/ul)
1 2.5 2.326625
2 5.0 4.65325
3 7.5 6.979875
4 10.0 9.3065
5 12.5 11.633125
6 15.0 13.95975
7 17.5 16.286375
8 20.0 18.613
9 22.5 20.939625
10 25.0 23.26625
11 27.5 25.592875
12 30.0 27.9195

Fuente: elaboracidn propia

Tabla 6.Concentraciones Asociacion (Cinnamomum zeylanicum Breyn +

Origanum vulgare) en los discos para las cepas de Candida albicans ATCC10231

N° de Volumen Concentracién []

tratamiento (V)] (mg/ul)

1 0.1 0.0465325

2 0.2 0.093065

3 0.3 0.1395975

4 0.4 0.18613

5 0.5 0.465325

6 0.6 0.55839

7 0.7 0.651455

8 0.8 0.74452

Fuente: elaboracidn propia
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3.7.1.5. Determinacién de sensibilidad antibacteriana por el método de disco
difusion
Segln la NCCLS (49). Se determina el grado sensibilidad bacteriana por
difusion del disco (Kirby-Bauer).

a. Preparacion de discos de difusién

Los discos de papel filtro de 6 mm de diametro fueron preparados
para contener una cantidad determinada de Aceite esencial de canela y
orégano. Para esto se utilizaron 12 tratamientos con 8 repeticiones por cada
tratamiento frente a las cepas de Enterococcus faecalis; y 8 tratamientos con
8 repeticiones por cada tratamiento para Candida albicans, haciendo un
total de 480 discos. La preparacion consistio en la esterilizacion mediante
desnaturalizacion de los discos con antibidticos, estos fueron colocados en
un vaso de precipitado (Capacidad de 400 ml) con agua destilada
aproximadamente 250 ml y llevados a la autoclave a una presion de 15 libras
(120° C) por 15 minutos. Luego el agua destilada fue desechada, los discos
de difusion fueron separados individualmente en las paredes del vaso para
ser a calor seco a una temperatura de 170°C por 1 hora en la estufa de

laboratorio.

Control negativo: fue registrado por un disco de sensibilidad de antibidtico
desnaturalizado el cual fue impregnado con agua destilada para descartar la
actividad antimicrobiana del mismo. Con el fin de saber entre cuales de estas
concentraciones presenta mayor formacion de halo de inhibicién;

incubandolo a 37°C por un espacio de 24 horas.

b. Preparacion de los medios
El principal medio de cultivo Agar Mueller Hinton fue preparado
segun las instrucciones del fabricante (34g por cada 1000ml) repartiéndose

luego el medio en 216 placas Petri (100 mm x 15 mm) a razon de un
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volumen de 15ml por placa ,12 placas para el control negativo y positivo

(agua destilada estéril).

Se prepararon también segln las instrucciones del fabricante los
siguientes medios Agar Nutritivo (AN) 28g por cada 1000ml, Agar Papa
Dextrosa (PDA) 399 por cada 1000ml y caldo de BHI (infusion cerebro
corazon) 37g por cada 1000ml, utilizados para la activacion de las cepas
microbianas Enterococcus Faecalis y Candida albicans . Haciendo un total
de 12 tubos de BHI con 50 ml cada uno; 6 viales de AN con 30ml cada uno

y 6 viales de PDA de 30ml por cada uno.

Se dejaron solidificar tanto las placas Petri como los viales a
temperatura ambiente por 15 minutos, se rotularon las placas en la parte
posterior con el nombre de cada concentracion y sustancia a investigar. Se
realizo la esterilizacion de todos los medios de cultivo utilizados, sometidos
a calor himedo en autoclave a una presion de 15 libras (120 ° C) por 15

minutos.

Activacion de las cepas microbianas

Con un asa bacteriolégica se tomd una asada microbiana de
Enterococcus faecalis y Candida albicans  para sembrarlas en los viales
de AN y PDA mediante siembra por aislamiento por un espacio de 24 horas
a 37°C para su posterior resembrado, de aqui en adelante las cepas

bacterianas se encontraban en actividad metabdlica (cultivos jovenes).

Preparacion del inoculo microbiano

Luego de ser cultivados para su mantencion en viales de AN para
Enterococcus faecalis y PDA para Candida albicans (cepas microbianas
joven con principios metabdlicos activos); fueron activadas en Caldo BHI,

mediante la técnica de siembra por suspension se homogenizo las colonias
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y se incubaron a 37 °C por el lapso de 6 a 8 horas. Luego se homogenizaron
nuevamente las colonias con ayuda del vortex; para asegurar su total
dispersion en el caldo BHI y seguidamente se estandariz6 por comparacion
de turbidez del tubo 0,5 de la escala de Mc Farland cuya poblacién micética
y bacteriana fueron de 1,5 X108 UFC/ml.

Figura 1. Tabla de comparacién para escala de Mc Farland

Inoculacién de la placa

Se inoculd la placa de agar Mieller Hinton utilizando la suspension
estandarizada de Enterococcus faecalis y Candida albicans a una
concentracion de 1,5 x 108 UFC/ml. Se deposité 100ul del indculo sobre la
superficie del agar de cada placa correspondientemente, mediante la técnica
de diseminacion hasta que el inéculo quede distribuido de modo

homogéneo. Se dejo secar durante 15 a 20 minutos a temperatura ambiente.

Dispensacion de discos a placas inoculadas
Se procedié a utilizar las micropipetas a diferentes volimenes para los

aceites esenciales de canela y de orégano, luego se incorporé un disco 6 mm
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de didmetro previamente esterilizados (“Discos de sensibilidad sin

antibidticos”), los discos fueron embebidos con:

- Aceite esencial de canela vs Enterococcus Faecalis: 2.5ul; 5.0 ul; 7.5ul;
10ul; 12.5ul; 15 pl ;17.5ul; 20ul; 22,5 pl;25 pl; 25 pl;27,5 ply 30 pl

- Aceite Esencial de canela vs Candida albicans :0.1 0.2 ul ;0.3 ul ,0.4
pl;0.5u1 0.6 pl;0.7 pl; y 0.8 ul

- Aceite esencial de orégano vs Enterococcus Faecalis: 2.5ul; 5.0 pl;
7.5ul; 10ud; 12.5ul; 15 pl;17.5ul; 20ul; 22,5 pl;25 pl; 25 pl;27,5 puly 30
ul.

- Aceite Esencial de Orégano vs Candida albicans :0.1 0.2 ul ;0.3 ul,0.4
ul;0.511 0.6 pl;0.7 pl; y 0.8 ul

- Aceite esencial de la asociacion vs Enterococcus Faecalis: 2.5ul; 5.0 pl;
7.5ul; 10ud; 12.5ul; 15 pl;17.5ul; 20ul; 22,5 pl;25 pl; 25 pl;27,5 uly 30
ul.

- Aceite Esencial de la asociacion vs Candida albicans: 0.1 0.2 ul; 0.3 ul
,0.4 ul; 0.5u10.6 pl; 0.7 pl; y 0.8 ul

Incubacion
Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas para ver los

halos de inhibicion.

Lectura

Para la lectura se us6 un calibrador digital (vernier) para obtener
mediciones mas exactas de los halos de inhibicion sobre el crecimiento del
microorganismo alrededor del disco. El diametro de la zona de inhibicion
es directamente proporcional a la actividad antimicrobiana de cada aceite
esencial sobre las cepas Enterococcus Faecalis y Candida albicans. Para la
interpretacion de los resultados se tomaron como referencias las pautas por
Duraffourd y Lapraz (49) que considera la actividad de los aceites esenciales
como:

— Nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm.
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— Sensibilidad limite (sensible = +) de 9 a 14 mm.
— Sensibilidad media (muy sensible = ++) de 15 a 19 mm.

— Sumamente sensible (S.S. = +++) si fue igual o superior a 20 mm.

3.7.1.6. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se determind solamente con las concentraciones donde hubo zonas de inhibicion

bacteriana y micotica.

a)

b)

Preparacion del indculo bacteriano Enterococcus Faecalis ATCC29212
y micotico Candida albicans ATCC10231

Los microorganismos cultivados en los viales de AN y PDA para su
mantencion; fueron reactivados y enriquecidos en caldo BHI, se
homogenizo las colonias y se incubaron a 37 °C por el lapso de 6 horas hasta
llegar a una concentracion de 1.5 X108 UFC/ml y comparada con el tubo

0,5 de la escala de Mc Farland.
Preparacion de la soluciéon madre
Se prepard una solucion madre (SM) de 20 000 pl totales, que contenian:
Aceite esencial = 1000 pl +
Dimetilsulféxido 10% (DMSO) = 1000 pl
Caldo de infusion de cerebro corazon(BHI) = 18000 pl
TOTAL SM = 20000 pl

La concentracién se calculd de la siguiente manera:

- Para el aceite de Cinnamomum zeylanicum Breyn
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Donde:
[1=979,9mg/ml

Sabiendo que:
En 20000 pl de SM existe 1000 pl de aceite esencial
20000 pl = (1ml)1000 pul » 979,9mg
Para el caso de Enterococcus Faecalis y Candida albicans se establecieron

las concentraciones de SM de la siguiente manera:

20000 pl = 979,9mg 20000 pul = 979,9mg
120 ul = x 0,3ul - x
x = 58794 mg/ul x = 0,0146985 mg/ul

Entonces la solucion madre para Enterococcus Faecalis esta concentrada
con 5,8794 mg/ul de aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn. Y

para Candida albicans esta concentrada con 0,0146985 mg/pl.

- Para el aceite de Origanum vulgare L.
Donde:

[]=904,4mg/ml

Sabiendo que:
En 20000 pl de SM existe 1000 pl de aceite esencial
20000 pl = (1ml)1000 pl » 904,4 mg

Para el caso de Enterococcus faecalis y Candida albicans se establecieron

las concentraciones de SM de la siguiente manera:

20000 pl = 904,4mg 20000 pl = 904,4mg
900 ul - x 0,6 ul —»x
X = 40,698 mg/l x = 0,027132 mg/pl
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Por consiguiente la solucion madre para Enterococcus Faecalis estd
concentrada con 40,698 mg/ul de aceite esencial de Origanum vulgare L.

Y para Candida albicans esta concentrada con 0,027132 mg/pul.

- Para la asociacion Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum

vulgare L.
Donde:
[]=930,65mg/ml
Sabiendo que:
En 20000 pl de SM existe 1000 pl de aceite esencial
20000 pul = (1ml)1000 pl » 930,65 mg

Para el caso de Enterococcus faecalis y Candida albicans se establecieron

las concentraciones de SM de la siguiente manera:

20000 ul - 930,65mg 20000 pl = 930,65 mg
750 ul = x 30u -»x
x = 34,899375 mg/pl x = 0,1395975mg/pl

Por consiguiente la solucién madre para Enterococcus Faecalis esta
concentrada con de aceite esencial (Cinnamomum zeylanicum Breyn +
Origanum vulgare L.) en 34,899375 mg/ul .Y para Candida albicans esta
concentrada con 0,1395975mg/l.
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c) Preparacion de la Concentracion minima inhibitoria (CMI) para
Enterococcus faecalis ATCC29212 y Candida albicans ATCC10231

Se realizaron distintos tratamientos para cada prueba a los cuales se les
agregd caldo de BHI, solucién madre y cepas de Enterococcus faecalis

y/o Candida albicans.

Para hallar la concentracion final de la solucion se tomé en cuenta que la
concentracion inicial de la solucion madre que fue diluida en 3000 pl de

volumen final, obteniendo el calculo de la siguiente manera:
[INICIAL = 5,8794 mg/ul
[]= 58794 mg/3ml

[IFINAL = 1,9598 mg/ml

Tabla 7.Concentracion final de los tratamientos de Cinnamomum zeylanicum
Breyn para la prueba de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) para
Enterococcus faecalis ATCC29212

TUBO []INICIAL VOLUMEN BHIul VOL.CEPA VOL [IFINAL
mg SM FINAL mg/ml

T: 5,8794 120.0 2780 100 3000 1,9598
T 6,0018875 1225 27775 100 3000 2,000629167
Ts 6,124375 125.0 2775 100 3000 2,041458333
Ta 6,2468625 1275 27725 100 3000 2,0822875
Ts 6,36935 130.0 2770 100 3000 2,123116667
Ts 6,4918375 1325 27675 100 3000 2,163945833
T7 6,614325 135.0 2765 100 3000 2,204775
Ts 6,7368125 137.5 27625 100 3000 2,245604167
To 6,8593 140.0 2760 100 3000 2,286433333
Tio 6,9817875 1425 27575 100 3000 2,3272625
Tu 7,104275 145.0 2755 100 3000 2,368091667
T2 7,2267625 1475 27525 100 3000 2,408920833
Tis 7,34925 150.0 2750 100 3000 2,44975

Fuente: elaboracidn propia
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De igual forma para hallar la concentracion final en los posteriores

tratamientos se tomo en cuenta la dilucion en 3000 pl (3ml) de solucion

final.

Tabla 8.Concentracion final de los tratamientos de Cinnamomum zeylanicum
Breyn para la prueba de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para Candida
albicans ATCC10231

TUBO [JINICIAL VOLUMEN BHIul VOL.CEPA VOL [JFINAL
mg SM FINAL  mg/ml

T: 0,0146985 0.3 2899,7 100 3000 0,0048995
T 0,029397 0.6 28994 100 3000  0,009799
Ts 0,0440955 0.9 28991 100 3000 0,0146985
T4 0,058794 1.2 2898,8 100 3000  0,019598
Ts 0,0734925 15 28985 100 3000 0,0244975
Te 0,088191 1.8 28982 100 3000  0,029397
T7 0,1028895 2.1 28979 100 3000 0,0342965
Ts 0,117588 2.4 28976 100 3000  0,039196
To 0,1322865 2.7 28973 100 3000 0,0440955
Tio 0,146985 3.0 2897,0 100 3000  0,048995

Fuente: elaboracién propia

Tabla 9.Concentracion final de los tratamientos de Origanum vulgare para la
prueba de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) para Enterococcus faecalis

ATCC29212
TUBO []JINICIAL VOLUMEN BHIul VOL.CEPA VOL [IFINAL
mg SM FINAL mg/ml
T: 40,698 900.0 2000 100 3000 13,566
T 41,3763 915.0 1985 100 3000 13,7921
Ts 42,0546 930.0 1970 100 3000 14,0182
Ta 42,7329 945.0 1955 100 3000 14,2443
Ts 43,4112 960.0 1940 100 3000 14,4704
Ts 44,0895 975.0 1925 100 3000 14,6965
T7 44,7678 990.0 1910 100 3000 14,9226
Ts 45,4461 1005.0 1895 100 3000 15,1487
To 46,1244 1020.0 1880 100 3000 15,3748
Tio 46,8027 1035.0 1865 100 3000 15,6009
Tu 47,481 1050.0 1850 100 3000 15,827

Fuente: elaboracidn propia
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Tabla 10.Concentracion final de los tratamientos de Origanum vulgare para la

prueba de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para Candida albicans

ATCC10231
TUBO [JINICIAL VOLUMEN BHlIul VOL.CEPA  VOL [FINAL
mg SM FINAL mg/ml
T, 0,027132 0.6 2899,4 100 3000 0,009044
T> 0,036176 0.8 2899,2 100 3000 0,01205867
T3 0,04522 1.0 2899 100 3000 0,01507333
Ts 0,054264 1.2 2898,8 100 3000 0,018088
Ts 0,063308 1.4 2898,6 100 3000 0,02110267
Te 0,072352 1.6 28984 100 3000 0,02411733
T7 0,081396 1.8 2898,2 100 3000 0,027132
Ts 0,09044 2.0 2898 100 3000 0,03014667
To 0,099484 2.2 28978 100 3000 0,03316133
Tao 0,108528 24 2897,6 100 3000 0,036176
Tu 0,117572 2.6 28974 100 3000 0,03919067
T 0,126616 2.8 2897,2 100 3000 0,04220533
Fuente: elaboracion propia
Tabla 11.Concentracion final de la asociacion  Origanum vulgare +

Cinnamomum zeylanicum Breyn para la prueba de Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) para Enterococcus faecalis ATCC29212

TUBO [JINICIAL VOLUMEN BHI VOL.CEPA  VOL [IFINAL
mg SM ul FINAL mg/ml
T1 34,899375  750.0 2150 100 3000 11,633125
T2 35,5973625 765.0 2135 100 3000 11,8657875
T3 36,29535 780.0 2120 100 3000 12,09845
T4 36,9933375 795.0 2105 100 3000 12,3311125
T5 37,691325  810.0 2090 100 3000 12,563775
T6 38,3893125 825.0 2075 100 3000 12,7964375
T7 39,0873 840.0 2060 100 3000 13,0291
T8 39,7852875 855.0 2045 100 3000 13,2617625
T9 40,483275  870.0 2030 100 3000 13,494425
T10 41,1812625 885.0 2015 100 3000 13,7270875
T11 41,87925 900.0 2000 100 3000 13,95975

Fuente: elaboracidn propia
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Origanum vulgare +
Cinnamomum zeylanicum Breyn para la prueba de Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) para Candida albicans ATCC10231

TUBO []JINICIAL VOLUMEN BHIlul VOL.CEPA VOL [JFINAL mg/ml
mg SM FINAL

T1 0,1395975 3.0 2897 100 3000 0,0465325
T2 0,15355725 3.3 2896,7 100 3000 0,05118575
T3 0,167517 3.6 2896,4 100 3000 0,055839
T4 0,18147675 3.9 2896,1 100 3000 0,06049225
Ts 0,1954365 4.2 2895,8 100 3000 0,0651455
Te 0,20939625 4.5 2895,5 100 3000 0,06979875
T7 0,223356 4.8 2895,2 100 3000 0,074452
Ts 0,23731575 5.1 28949 100 3000 0,07910525
To 0,2512755 5.4 28946 100 3000 0,0837585
Tiwo 0,26523525 5.7 2894,3 100 3000 0,08841175
Tu 0,279195 6.0 2894 100 3000 0,093065

Fuente: elaboracion propia

d) Incubacién

Se llevo a incubacion en un tiempo de 24 horas a 37°C. Los

diferentes tratamientos se compararon con los siguientes controles: Control
positivo (100 ul DMSO + 2000 pl BHI + 100 pl Solucion microbiana) y
Control negativo (100 ul DMSO + 2000 pl caldo BHI)

e) Lectura

Al cabo de las 24 horas se observo la turbidez de los tratamientos lo

cual indicd la presencia de microorganismos. El tubo que no presente

turbidez indica la ausencia del crecimiento microbiano (igualando al control

negativo), que se designa como la Concentracion minima inhibitoria (CMI).

3.7.1.7. Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB)

Se tomaron los tubos que no presentan turbidez; de cada uno de ellos

se resembro 100 pl de solucion por diseminacion en placas de Agar Mueller
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Hinton. Las placas fueron incubadas a 37 °C por 24 horas, transcurrido este
tiempo se contd el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC)
presentes para cada concentracion del aceite esencial.

3.7.1.8. Determinacion de la concentracion minima fungicida (CMF)

Se tomaron los tubos que no presentan turbidez; de cada uno de ellos
se resembro 100 pl de solucion por diseminacion en placas de Agar Mueller
Hinton. Las placas fueron incubadas a 37 °C por 24 horas, transcurrido este
tiempo se contd el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC)

presentes para cada concentracion del aceite esencial.

3.7.1.2 De coordinacion

Se coordind la realizacion del anélisis fisico-quimico de los aceites esenciales de
Cinnamomum zeylanicum Breyn y Origanum vulgare con el laboratorio de la
Universidad Catodlica de Santa Maria de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas,
Bioquimicas y Biotecnologicas “Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad, con

sede en la ciudad de Arequipa en el Peru:

— Se entreg0 la muestra de aceite esencial de orégano obteniéndose el informe
ANA16D19.003922A, en el que se reporta la determinacién cualitativa de
metabolitos secundarios, cromatografia gaseosa con deteccion de masas
(denominacion NIST); determinacion cuantitativa de metabolitos
secundarios (%) cromatografia gaseosa con deteccidén de masas, método de
cuantificacion, por normalizacion interna (AREA). (Anexo)

— -De igual manera se solicité al laboratorio certificado, la realizacién del

ensayo con el aceite esencial de canela con emisién de informe ndmero
ANA16D19.003922B, iniciandose el ensayo el 22 de mayo 2019. (Anexo)
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3.7.1.3 Del desarrollo del experimento

— Técnicas
Para la obtencién de los datos, se emplearon las siguientes técnicas:

Observacién sistematica
Pruebas de evaluaciéon

— Instrumentos

Bitacora de trabajo de campo, para establecer los resultados de la prueba de

concentracion minima inhibitoria (CMI).
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 DESCRIPCION DEL TRABAJO DE CAMPO

El trabajo de campo comprendio la entrega de las muestras de las especies
vegetales en el laboratorio de Biologia y Microbiologia de la Universidad Nacional
Jorge Basadre Grohmann, a fin de obtener la extraccion de los aceites esenciales de

Cinnamomum zeylanicum Breyn y Origanum vulgare L, en enero de 2019.

En un tercer momento, para la determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) se procedi6 a la aplicacion del método de macrodilucion en medio
liquido, para la preparacion de la solucion madre, la preparacion del indculo de
Candida albicans ATCC10231 y Enterococcus faecalis ATCC29212 en una
macrodilucion en medio liquido. La ejecucion de las pruebas en laboratorio de
Biologia y Microbiologia de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann

(Tacna) se realizd en los meses de febrero hasta abril de 2019.

Posteriormente, se entregaron las muestras de los aceites esenciales en el
Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas, Bioguimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad Catdlica de Santa
Maria “de Arequipa. Los datos recolectados se procesaron con el uso del software
estadistico (SPSS) versién 20. Se aplico un andlisis univariado y para la prueba de

hipdtesis (fase inferencial) se utilizo la prueba ANOVA.
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4.2 DISENO DE LA PRESENTACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados se presentaron siguiendo un orden légico y metodoldgico
e Resultados descriptivos.

e Comprobacion de las hipétesis.

4.3 RESULTADOS

Se presentan los resultados de los halos de inhibicion, Concentracion
Minima Inhibitoria, la Concentracion Minima Bactericida (CMB) y Concentracion
Minima Fungicida (CMF).
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Tabla 13. Andlisis fisico quimico del aceite esencial de canela: determinacion

cuantitativa de metabolitos secundarios

Nombre %
1,3-Cyclohexadiene,1-methyl-4-(1-m 0,92
Benzene,1-methyl-2- (1-methylethyl) 1,11
Bicyclo(3,1.0)hexane,4-methylene-1 3,75
1,6-Ocatien-3-ol,3,7-dimethyl 2,7
Benzenepropanal 0,39
3-Cyclohexen-1-0I,4-methyl-1-(1-me 0,89
3-Cyclohexen-1-methanol,alpha.. 0,81
Cinnamaldehyde,(E)- 71
Phenol,2-methoxy-3-(2-propenyl)- 2,78
Copaene 0,49
Bicyclo(7.2.0)undec-4-ene,4,11,11-tr 4,26
2-Propen-1-ol,3-phenyl-,acetate,(E 7,54
-alpha.-Caryophyllene 0,96
2-Propenal,3-(2-methoxyphenyl)- 0,69
2-Methyl-Z,Z-3,13-octadecadienol 0,52
2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2, 1,18

Fuente: Laboratorio

La composicion quimica del aceite esencial de canela estd compuesta de 16

componentes quimicos, los que son de utilidad farmacéutica. (Tabla 15)
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Anélisis fisico quimico del aceite esencial de orégano: determinacion cuantitativa

de metabolitos secundarios

Nombre Area%

.beta._Myrcene 5,53
(+)-4-Carene 10,6
Benzene,1-methyl-4-(1-methyl 6,21
1S-.alpha.-Pinene 1,78
.alpha.-Pinene 24,44
Cis-.beta.-Terpineol 4,82
Bicyclo[4.1.0]hept-2-ene,3,7,7 3,83
1,6-Octadien-3-ol,3,7-dimethy 1,6

Cis-.beta.-Terpineol 13,37
2-Cyclohexen-1-ol,1-methyl-4 1,63
Terpineol,cis.-beta.- 0,58
Benzene,2-methyoxy-4-methyl- 1,26
1,6-Ocatien-3-ol,3,7dimethy 12,52
Thymol 5,34
Benzenemethanol,4-(1-methyl 0,58
1,3,6-Heptatriene,2,5,6.trimet 0,49
2,6-Ocatiend-1-ol,3,7-dimethy 0,2

Caryophyllene 3,68
.alpha.-Caryophyllene 0,39
1,3,6-Heptatriene,2,5,6-trimet 1,14

Fuente: Laboratorio

La composicién quimica del aceite esencial de orégano fue diversa,

encontrandose veinte elementos quimicos que son de utilidad farmacéutica. Cabe

enfatizar que el porcentaje de alpha.-Pinene fue de 24,44%, Cis-.beta.-Terpineol
con 13,37%, 1,6-Ocatien-3-ol, 3,7dimethy con 12,52% y (+)-4-Carene con 10,6 %

destaco frente a los demas componentes, que presentaron una presencia con menor

peso porcentual. (Tabla 14)
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4.3.2. Halos de inhibicion

Tabla 14. Halos de inhibicibn (mm) por accion del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn, Origanum vulgare y Asociacion Cinnamomum
zeylanicum Breyn+ Origanum vulgare sobre Candida albicans ATCC10231

95% del intervalo de
confianza para la

media
Halo Candida Desviacion  Error Limite Limite
albicans N Media estdndar estandar inferior  superior Minimo Maximo

Cinnamomum 8 34,5003 9,08029 3,21037 26,9090 42,0916 19,98 47,37
zeylanicum

Breyn
Origanum 8 38,0983 7,29093 2,57773 32,0029 44,1936 26,71 45,79
vulgare
Asociacién 8 32,1684  13,26210 4,68886 21,0810 43,2558 11,43 44,30
Total 24 34,9223 10,05039 2,05153 30,6784 39,1663 11,43 47,37

Fuente: elaboracién propia

De acuerdo con los puntos de corte de Duraffourd y Lapraz (49):

Nula sensibilidad (-) Inferior o igual a 8mm
Sensible (+) De9al4mm

Muy sensible (++) De15a 19 mm
Sumamente sensible (+++) Igual o superior a 20 mm

De las repeticiones de cada grupo se obtuvo un valor promedio de los halos
de inhibicion para aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn
(media=34,50), Origanum vulgare (media=38,09) y la asociacion Cinnamomum
zeylanicum Breyn + Origanum vulgare (media=32,16) frente a Candida albicans,
siendo estas sustancias sumamente sensible, inclusive la asociacion (+++). (Tabla
15)
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Tabla 15. Halos de inhibicibn (mm) por accion del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn, Origanum vulgare y Asociacion Cinnamomum
zeylanicum Breyn+ Origanum vulgare sobre Enterococcus faecalis ATCC29212

95% del intervalo de
confianza para la

media
Halo . L L
Enterococcus Desviacion  Error Limite Limite
faecalis N Media  estandar estandar inferior  superior Minimo M&ximo

Cinnamomum 12 24,951771 8,1722603 2,3591283 19,759364 30,144177 14,0588 35,3725
zeylanicum

Breyn

Origanum 12 14,558854 3,9571916 1,1423428 12,044575 17,073134 7,9563 21,6113
vulgare

Asociacion 12 18,289167 9,4757720 2,7354197 12,268548 24,309785 6,9363 30,6750

Fuente: elaboracién propia
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Figura 2. Mediade los halos de inhibicién por accion del aceite esencial
de Cinnamomum zeylanicum Breyn, Origanum vulgare y Asociacion
Cinnamomum  zeylanicum Breyn+ Origanum vulgare sobre
Enterococcus faecalis ATCC29212

Interpretacion

De acuerdo con los puntos de corte de Duraffourd y Lapraz (49):

Nula sensibilidad (-) Inferior o igual a 8mm
Sensible (+) De9al4 mm

Muy sensible (+ +) De 15a 19 mm
Sumamente sensible (+ + +) Igual o superior a 20 mm

De las repeticiones de cada grupo se obtuvo un valor promedio de los halos
de inhibiciobn para aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn
(media=24,95) siendo esta sustancia sumamente sensible (+ + +) frente al
Enterococcus faecalis. A diferencia del Origanum vulgare (media=14,55) y la
asociacion Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare (media=18,28)
frente al Enterococcus faecalis, que se corresponden con la categoria sensible (+
+). (Tabla 16 y Figura 2)
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Tabla 16. Halos de inhibicion (mm) por accion del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn, Origanum vulgare y Asociacién Cinnamomum
zeylanicum Breyn+ Origanum vulgare sobre a la Candida albicans ATCC10231

Halo Candida
albicans
ATCC10231 N

Desviacién

Media estandar

95% del intervalo de
confianza para la
media

Error
estandar

Limite Limite

inferior  superior

Minimo Maximo

Cinnamomum 12
zeylanicum
Breyn
Origanum 12
vulgare

Asociacion 12

34,5003  9,08029

38,0983  7,29093

32,1684 13,26210

3,21037

2,57773

4,68886

26,9090

32,0029

21,0810

42,0916

44,1936

43,2558

19,98

26,71

11,43

47,37

45,79

44,30

Fuente: elaboracion propia
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Cinnamomum

zeylanicum Breyn,

Origanum vulgare y Asociacion

Cinnamomum zeylanicum Breyn+ Origanum vulgare sobre a la Candida
albicans ATCC10231
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Interpretacion

De acuerdo con los puntos de corte de Duraffourd y Lapraz (49):

Nula sensibilidad (-) Inferior o igual a 8mm
Sensible (+) De9al4 mm

Muy sensible (+ +) De15a 19 mm
Sumamente sensible (+ + +) Igual o superior a 20 mm

De las repeticiones de cada grupo se obtuvo un valor promedio de los halos de
inhibicion para aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (media=34,5003)
frente a Candida albicans ATCC10231. Igualmente, el Origanum vulgare presenta
una media=38,0983 y la asociacion Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum
vulgare con una media=32,1684 frente a Candida albicans ATCC10231, que se
corresponden con la categoria en las tres condiciones como muy sensible (+ + +).
(Tabla 17 y Figura 3)
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Tabla 17.Resultados de la medicion de los halos de inhibicion (eficacia antibacteriana) del aceite del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn frente al Enterococcus faecalis ATCC29212 por el método de difusion del disco (Kirby Bauer)

Aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum DISCOS DE INHIBICION

Breyn
N° de Volumen  Concentracion HALO HALO HALO HALO HALO HALO HALO HALO PROMEDIO
tratamiento  (ul) 0 (mg/ul) L 2 3 4 > 6 ! 8 FINAL
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2.5 2.44975 13.96 1420 1332 1353 1375 13.69 1566 14.36 14.05875
2 5.0 4.8995 1524 16.44 1523 13.78 1454 1447 17.85 17.05 15.575
3 7.5 7.34925 17.35 17.09 1733 1748 18.04 17.27 1852 17.68 17.595
4 10.0 9.799 18.30 18.08 17.27 1762 17.03 16.70 17.18 17.83 17.50125
5 12.5 12.24875 2197 2224 1873 1828 17.74 19.09 19.21 19.48 19.5925
6 15.0 14.6985 2216 2227 21.04 1928 1745 1795 19.98 20.49 20.0775
7 17.5 17.14825 30.72 2825 27.23 2847 29.81 3097 3115 31.38 29.7475
8 20.0 19.598 33.06 3181 3582 3045 2875 2886 3041 29.28 31.055
9 22.5 22.04775 33.62 30.92 3146 2890 2931 29.64 36.17 3554 31.945
10 25.0 24.4975 33.97 3494 3345 3260 29.84 3055 29.86 31.45 32.0825
11 27.5 26.94725 26.05 26.99 26.24 4931 56.39 3515 30.38 28.04 34.81875
12 30.0 29.397 3745 3562 36.01 3850 39.00 3245 3245 315 35.3725
13 Control Negativo - - - - - - - - -

Fuente: elaboracién propia
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Figura 3.Resultados de la medicion de los halos de inhibicion (eficacia
antibacteriana) del aceite del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn frente al Enterococcus faecalis ATCC29212 por el
método de difusion del disco (Kirby Bauer)

Fuente: elaboracidn propia

Interpretacion

Segun se aprecia en la Tabla 15, que se realizaron 12 tratamiento con aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn, apreciandose que a partir del
tratamientol, se produce una reaccion de inhibicién. La interpretacion basada en el
baremo de Duraffourd y Lapraz (49) que considera la eficacia antibacteriana sobre

Enterococcus faecalis ATCC29212 en funcidn de los halos de crecimiento son:

De acuerdo con los puntos de corte de Duraffourd y Lapraz (49):

Nula sensibilidad (-) Inferior o igual a 8mm
Sensible (+) De9al4 mm
Muy sensible (+ +) De15a 19 mm

Sumamente sensible (+ + +) Igual o superior a 20 mm
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De las repeticiones de cada grupo se obtuvo un valor promedio de los halos
de inhibicion para aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn
(media=24,95) siendo esta sustancia sumamente sensible (+ + +) frente al
Enterococcus faecalis. A diferencia del Origanum vulgare (media=14,55) y la
asociacion Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare (media=18,28)
frente al Enterococcus faecalis, que se corresponden con la categoria sensible (+
+). Se observa, ademas, que el mayor valor se obtuvo con el tratamiento 12 con un
halo de inhibicion de 35,372 mmy el T1 un halo de 14,058 mm. (Tabla 18 y Figura
4)
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Tabla 18.Prueba de la actividad antimicética del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn frente Candida albicans
ATCC10231 por el método de difusion del disco (Kirby Bauer)

ACEITE ESENCIAL DE CINNAMOMUM

ZEYLANICUM BREYN DISCOS DE INHIBICION

N° de tratamiento  Volumen (ul) Concentracion [] HALO1 HALO2 HALO3 HALO4 HALO5 HALO6 HALO7 HALOS PROMEDIO

(ma/ul) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) FINAL
1 0.1 0.048995 12.79 14.15 22.98 22.01 22.95 23.19 23.07 18.71 19.98125
2 0.2 0.09799 24.79 25.50 24.57 25.42 24.75 23.71 26.14 26.61 25.18625
3 0.3 0.146985 32.00 35.98 30.88 31.20 35.00 29.43 27.91 31.88 31.785
4 0.4 0.19598 35.01 32.48 30.69 34.20 40.94 32.40 33.10 30.28 33.6375
5 0.5 0.48995 37.87 33.81 31.93 34.45 35.45 37.36 35.15 37.33 35.41875
6 0.6 0.58794 41.90 39.46 37.83 37.66 38.25 38.16 38.64 38.84 38.8425
7 0.7 0.68593 42.45 42.39 42.04 42.51 44.25 44.88 45.73 45.97 43.7775
8 0.8 0.78392 47.30 46.32 47.69 49.66 45.97 47.71 46.89 47.45 47.37375
9 Control Negativo - - - - - - - - -

Fuente: elaboracidn propia
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Figura 4.Prueba de la actividad antimicotica del aceite esencial de

Cinnamomum  zeylanicum Breyn

frente

ATCC10231 por el método de difusion del disco (Kirby Bauer)

Candida albicans

Segun se aprecia en la Tabla 19, que se realizaron 8 tratamiento con aceite

esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn, apreciandose que a partir del

tratamientol, se produce una reaccién de inhibicion frente a Candida albicans. La

interpretacion basada en el baremo de Duraffourd y Lapraz (49) es de muy sensible.

Se observa, ademas, que el mayor valor se obtuvo con el tratamiento 8 con un halo
de inhibicién de 47,373 mmy el T1 un halo de 19,981 mm. (Tabla 19 y Figura 5)
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Tabla 19.Prueba de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Origanum vulgare frente a Enterococcus faecalis ATCC29212
por el método de difusion del disco (Kirby Bauer)

ACEITE ESENCIAL DE Origanum vulgare DISCOS DE INHIBICION
N° de Volumen Concentracion [] HALO HALO HALO HALO HALO HALO HALO HALO PROMEDIO

tratamiento (uh (mg/pl) I1(mm) 2(mm) 3(mm) 4(mm) 5(mm) 6(mm) 7(mm) 8(mm) FINAL
1 2.5 2.261 10.86 8.32 7.66 7.36 7.96 7.45 6.89 7.15 7.96
2 5.0 4.522 12.17 10.42 11.16 10.91 8.57 9.36 10.47 10.74 10.48
3 7.5 6.783 10.01 11.83 12.31 12.86 11.91 12.36 10.99 10.27 11.57
4 10.0 9.044 12.38 12.44 12.46 11.63 12.49 11.88 12.19 11.21 12.09
5 125 11.305 13.18 13.55 12.88 12.39 13.75 12.04 11.3 11.88 12.62
6 15.0 13.566 12.58 12.24 13.66 12.65 14.75 12.96 12.37 13.53 13.09
7 175 15.827 15.67 15.99 15.24 14.08 15.12 14.77 15.27 15.22 15.17
8 20.0 18.088 16.80 16.02 16.86 16.05 16.93 17.07 14.3 13.59 15.95
9 22.5 20.349 18.52 18.39 16.14 15.25 16.94 20.32 17.59 17.59 17.59
10 25.0 22.61 16.65 18.61 18.02 18.35 14.61 15.64 18.25 18.42 17.32
11 27.5 24.871 19.51 20.17 18.39 18.53 19.00 19.39 17.01 22.11 19.26
12 30.0 27.132 24.48 25.60 29.02 18.06 21.29 18.42 18.88 17.14 21.61
13 Control Negativo - - - - - - - - -

Fuente: elaboracidn propia
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5.Prueba de la actividad antibacteriana del aceite esencial de

Origanum vulgare frente a Enterococcus faecalis ATCC29212 por el método

de difusién del disco (Kirby Bauer)

Segun se aprecia en la Tabla 20, que se realizaron 12 tratamiento2 con

aceite esencial de Origanum vulgare, apreciandose que a partir del tratamientol,

se produce una reaccion de inhibicion frente a la Enterococcus faecalis
ATCC29212. La interpretacion basada en el baremo de Duraffourd y Lapraz (49)

se considera muy sensible .Se observa ademas, que el mayor valor se obtuvo con el

tratamiento 12 con un halo de inhibicion de 21,61 mmy el T1 un halo de 7,96 mm
yenel T17 un promedio de 15.17. (Tabla 20 y Figura 6)
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Tabla 20.Prueba de la actividad antimicética del aceite esencial de Origanum vulgare frente Candida albicans ATCC10231 por el
método de difusion del disco (Kirby Bauer)

ACEITE ESENCIAL DE Origanum vulgare DISCOS DE INHIBICION
. . Concentracion [] HALO1 HALO2 HALO3 HALO4 HALO5 HALO6 HALO7 HALO8  PROMEDIO

N de tratamiento  Volumen (u) (mg/ul) (mm)  (mm)  (mm)  (mm)  (mm)  (mm)  (mm)  (mm) FINAL
1 0.1 0.04522 2510 2117 267 2734 2764  27.8 2846  29.46 26.71
2 0.2 0.09044 30.82 3178 3273  32.63 3044 2996 2955  29.58 30.94
3 0.3 0.13566 36.47 3304 3536 3049 3095 2973 2963 3121 32.11
4 0.4 0.18088 3462 3184 4545 4333 4238 3381 3556  38.11 38.14
5 0.5 0.4522 4035 4651 3854 4592 453 4334 4145  42.24 42.96
6 0.6 0.54264 4071 4122 4399 4469  46.03 4229 4423  43.63 43.35
7 0.7 0.63308 4232 4405 4621 4484 4537 4412 4641 4507 44.80
8 0.8 0.72352 4671 4573 4478 4557 4579 4523 4618  46.33 45.79
9 Control Negativo - - - - - - - - -

Fuente: elaboracidn propia



86

45,79
42,96 4335 ——

38,14

30,94 32,11

26,71

T1 T2 T3 T4 5 T6 17 T8

Figura 6.Prueba de la actividad antimicdtica del aceite esencial de
Origanum vulgare frente Candida albicans ATCC10231 por el método
de difusién del disco (Kirby Bauer)

Segun se observa en la Tabla 21, que se realizaron 8 tratamientos con aceite
esencial de Origanum vulgare, aprecidndose que a partir del tratamientol, se
produce una reaccion de inhibicién frente a Candida albicans . La interpretacion
basada en el baremo de Duraffourd y Lapraz (49) es de muy sensible. Se aprecia,
ademas, que el mayor valor se obtuvo con el tratamiento 8 con un halo de inhibicion
de 45,79 mmy el T1 un halo de 26,71 mm. (Tabla 21 y Figura 7)



87

Tabla 21.Prueba de la actividad antibacteriana de la asociacion (Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare) frente
Enterococcus faecalis ATCC29212 por el método de difusion del disco (Kirby Bauer)

ACEIT_E ESENCIAL DE C_mnamomum DISCOS DE INHIBICION
zeylanicum Breyn + Origanum vulgare
N° de Volumen Concentracion [] HALO HALO HALO HALO HALO HALO HALO HALO PROMEDIO
tratamiento (uh (mg/pl) I1(mm) 2(mm) 3(mm) 4(mm) 5(mm) 6(mm) 7(mm) 8(mm) FINAL
1 25 2.326625 7.01 6.52 7.61 17.77 7.69 7.69 7.41 6.69 7.30
2 5.0 4.65325 7.66 7.61 6.85 6.27 5.76 7.37 7.04 6.93 6.94
3 7.5 6.979875 7.57 7.09 7.79 7.47 6.78 7.8 7.42 7.29 7.40
4 10.0 9.3065 8.97 8.29 8.29 9.61 9.48 9.74 10.2 9.96 9.32
5 125 11.633125 11.48 12.22 12.35 12.14 12.5 13.67 12.7 13.03 12.51
6 15.0 13.95975 15.23 14.47 15.21 17.18 15.98 18.78 18.15 17.85 16.61
7 175 16.286375 18.92 19.69 18.39 20.12 20.52 21.18 20.49 17.5 19.60
8 20.0 18.613 28.99 25.47 21.12 20.71 19.86 23.06 23.48 24.42 23.39
9 22.5 20.939625 26.54 25.00 27.12 26.30 32.74 25.77 29.96 22.07 26.94
10 25.0 23.26625 28.29 29.89 30.56 33.26 34.35 30.40 21.32 26.47 29.32
11 27.5 25.592875 24.01 24.39 24.99 39.78 36.48 33.73 29.78 22.67 29.48
12 30.0 27.9195 31.80 33.27 334 36.10 36.57 24.08 28.16 22.02 30.68
13 Control Negativo - - - - - - - - -

Fuente: elaboracidn propia
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Figura 7.Prueba de la actividad antibacteriana de la asociacion
(Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare) frente
Enterococcus faecalis ATCC29212 por el método de difusion del disco
(Kirby Bauer)

Interpretacion

Segun se aprecia que se realizaron 12 tratamiento con aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare, apreciandose que a partir
del tratamientol, se produce una reaccion de inhibicion frente a la Enterococcus
faecalis ATCC29212. La interpretacion basada en el baremo de Duraffourd y

Lapraz (49) es muy sensible.

Asimismo, el mayor valor se obtuvo con el tratamiento 12 con un halo de
inhibicion de 30,68 mm y el T1 un halo de 7,30 mm, y en el T6 un promedio de
halo de 16.61. (Tabla 22 y Figura 8)
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Tabla 22.Prueba de la actividad antimicética del Asociacion de aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum
vulgare frente Candida albicans ATCC10231 por el método de difusion del disco (Kirby Bauer)

ACEITE ESENCIAL DE Cinnamomum zeylanicum

. DISCOS DE INHIBICION
Breyn + Origanum vulgare

N° de tratamiento  Volumen (ul) Concentracion [] HALO1 HALO2 HALO3 HALO4 HALO5 HALO6 HALO7 HALOS PROMEDIO

(ma/ul) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) FINAL
1 0.1 0,0465325 10.00 8.25 9.70 12.16 14.00 13.79 12.09 11.42 11.43
2 0.2 0,093065 20.13 22.36 16.19 14.82 17.19 15.72 18.32 14.77 17.44
3 0.3 0.,395975 19.84 17.67 21.20 23.12 25.13 25.27 24.18 24.62 22.63
4 0.4 0,18613 28.72 30.58 27.10 31.32 34.21 31.27 39.64 40.26 32.89
5 0.5 0,465325 42.59 43.46 44.05 42.06 42.37 44.18 43.50 41.80 43.00
6 0.6 0,55839 43.85 42.01 41.99 42.90 43.10 41.98 42.74 40.38 42.37
7 0.7 0,651455 43.71 44.15 43.52 41.01 42.32 42.34 4431 45.04 43.30
8 0.8 0,74452 43.14 44.07 44.83 43.84 44.70 45.13 43.53 45.14 44.30
9 Control Negativo - - - - - - - - -

Fuente: elaboracidn propia



90

000 | [y | | w30 | | 40

32,89

22,63

17,44

11,43

T1 T2 T3 T4 5 T6 17 T8

Figura 8.Prueba de la actividad antimicotica del Asociacion
(Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare) frente Candida
albicans ATCC10231 por el metodo de difusion del disco (Kirby
Bauer)

Interpretacion

Segun se aprecia que se realizaron 8 tratamientos con aceite esencial
de Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare, apreciandose que
a partir del tratamientol, se produce una reaccion de inhibicion frente a
Candida albicans. La interpretacion basada en el baremo de Duraffourd y

Lapraz (49) de muy sensible.

Se aprecia también, que el mayor valor se obtuvo con el tratamiento
8 con un halo de inhibicion de 44,30 mm y el T1 un halo de 11,43 mm y
especialmente se hallé con el T 2 un promedio de halo de inhibicién de
17.44. (Tabla 23 y Figura 9)



4.3.2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Tabla 23.Concentracion Minima
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Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de

Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) para Enterococcus faecalis (mg/ml)

TUBO [] mg/mi Turbidez (MIC)

1 1,9598 Positivo

2 2,000629167 Positivo

3 2,041458333 Positivo

4 2,0822875 Positivo

5 2,123116667 Positivo

6 2,163945833 Positivo

7 2,204775 Positivo

8 2,245604167 Positivo

9 2,286433333 Positivo

10 2,3272625 Positivo*

11 2,368091667 Negativo **-/a
12 2,408920833 Negativo-/b
13 2,44975 Negativo-/c

* : Indica que hubo crecimiento
** - Indica ausencia de crecimiento
-la=2 UFC

-/lb=1UFC

-lc= 0 UFC

Fuente: elaboracidn propia

Interpretacion

Teniendo en cuenta que la valoracion de pruebas de sensibilidad a

antibidticos cuantitativa, incluye la concentracién minima inhibitoria (CMI), se

determind la concentracion de aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn

minima para inhibir el crecimiento del patdgeno Enterococcus faecalis

ATCC29212, se observaen la Tabla 7, la concentracion mas baja del aceite esencial

se produjo con el T11 a una concentracion de 2,368091667 mg/ml. (Tabla 24)
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Tabla 24.Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) para Candida albicans  segun
concentracion de aceite esencial (mg/ml)

TUBO [Jmg/ml Turbidez MIC

1 0,0048995 Positivo

2 0,009799 Positivo

3 0,0146985 Positivo

4 0,019598 Positivo

5 0,0244975 Positivo

6 0,029397 Negativo-/a
7 0,0342965 Negativo-/b
8 0,039196 Negativo-/c
9 0,0440955 Negativo-/d
10 0,048995 Negativo-/e

Positivo: Indica que hubo crecimiento
Negativo: indica ausencia de crecimiento
-la=3 UFC

-/b=2 UFC

-lc= 1UFC

-/d=0 UFC

-le= 0 UFC

Fuente: elaboracidn propia

Interpretacion

La concentracion de aceite esencial mas baja de Cinnamomum zeylanicum
Breyn para inhibir el crecimiento de Candida albicans ATCC10231, se presento en
el T6 con una concentracion de 0,029397mg/ml hasta el T10. (Tabla 25)
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Tabla 25.Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano) para Enterococcus faecalis ATCC29212

(mg/ml)
TUBO [] mg/mi Turbidez MIC

1 13,566 Negativo-/a
2 13,7921 Negativo -/b
3 14,0182 Negativo -/c
4 14,2443 Negativo -/d
5 14,4704 Negativo -/e
6 14,6965 Negativo -/f
7 14,9226 Negativo -/g
8 15,1487 Negativo -/h
9 15,3748 Negativo -/i
10 15,6009 Negativo -/j
11 15,827 Negativo-/I

Positivo : Indica que hubo crecimiento
Negativo: indica ausencia de crecimiento
-la= 4 UFC

-/b=2 UFC

-/lcal -/l =0 UFC

Fuente: elaboracidn propia

Interpretacion

La concentracion de aceite esencial mas baja de Origanum vulgare para
inhibir el crecimiento de la Enterococcus faecalis ATCC29212, se presenté en el

T1 con una concentracion de 13,566mg/ml hasta el T11. (Tabla 26)



Tabla 26.Concentracion Minima

Origanum vulgare (orégano) para Candida albicans ATCC10231 (mg/ml)

Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de

TUBO [Img/ml Turbidez MIC

1 0,009044 Positivo

2 0,01205867 Positivo

3 0,01507333 Positivo

4 0,018088 Negativo-/a
5 0,02110267 Negativo-/b
6 0,02411733 Negativo-/c
7 0,027132 Negativo-/d
8 0,03014667 Negativo-/e
9 0,03316133 Negativo-/f
10 0,036176 Negativo-/g
11 0,03919067 Negativo-/h
12 0,04220533 Negativo-/i

Positivo : Indica que hubo crecimiento
Negativo: indica ausencia de crecimiento
-la="10 UFC

-/b=21 UFC

-/lcal -/i=0UFC

Fuente: elaboracidn propia

Interpretacion

La concentracion de aceite esencial mas baja de Origanum vulgare para
inhibir el crecimiento de Candida albicans ATCC10231, se presentd en el T4 con
una concentracion de 0,018088 mg /ml hasta el T12. (Tabla 27)
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Tabla 27.Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la asociacion del
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) + aceite
esencial de Origanum vulgare (orégano) para Enterococcus faecalis
ATCC29212 (mg/ml)

TUBO [Img/ml Turbidez MIC

1 11,633125 Positivo

2 11,8657875 Positivo

3 12,09845 Positivo

4 12,3311125 Positivo

5 12,563775 Positivo

6 12,7964375 Positivo

7 13,0291 Positivo

8 13,2617625 Positivo

9 13,494425 Negativo-/a
10 13,7270875 Negativo-/b
11 13,95975 Negativo-/c

Positivo : Indica que hubo crecimiento
Negativo: indica ausencia de crecimiento
-la=3 UFC

-/b=1UFC

-lc= 0 UFC

Fuente: elaboracidn propia

Interpretacion

La concentracion de aceite esencial mas baja de la asociacion Origanum
vulgare + Cinnamomum zeylanicum Breyn para inhibir el crecimiento del
Enterococcus faecalis ATCC29212, se presento en el T9 con una concentracion de
13,494425 mg/ml hasta el T11. (Tabla 28)
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Tabla 28.Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del Asociacion aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) + aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano) frente a Candida albicans ATCC10231

(mg/ml)
TUBO [Img/ml Turbidez MIC
1 0,0465325 Positivo
2 0,05118575 Positivo
3 0,055839 Positivo
4 0,06049225 Positivo
5 0,0651455 Negativo-/a
6 0,06979875 Negativo-/b
7 0,074452 Negativo-/c
8 0,07910525 Negativo-/d
9 0,0837585 Negativo-/e
10 0,08841175 Negativo-/f
11 0,093065 Negativo-/g

Interpretacion

Positivo : Indica que hubo crecimiento
Negativo: indica ausencia de crecimiento

-la=3 UFC
-/b=2 UFC
-/lcal -lg=0UFC

Fuente: elaboracidn propia

La concentracion de aceite esencial mas baja de la asociacion Origanum
vulgare + Cinnamomum zeylanicum Breyn para inhibir el crecimiento de Candida
albicans ATCC10231, se presento en el T5 con una concentracion de
0,0651455mg/ml hasta el T11. (Tabla 29)
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4.3.3. Concentracion Minima Bactericida y Concentracion Minima Fungicida
(CMF)

Tabla 29.Determinacion de la Concentracién Minima Bactericida
(CMB) del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn frente a
Enterococcus faecalis ATCC29212

Tratamiento [Jmg/ml UFC
11 2,368091667 2
12 2,408920833 1 CMB
13 2,44975 0

Fuente: elaboracion propia

Interpretacion

El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn presentd la
concentracion minima bactericida frente al Enterococcus faecalis ATCC29212 con
el Tratamiento 11 para una concentracion de 2.408920833 mg/ml (eliminacion al
99%) ya que solo queda una 1 UFC. (Tabla 30)
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Tabla 30.Determinacion de la Concentracion minima bactericida
(CMF) del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn
frente a Candida albicans ATCC10231

Tratamiento [Jmg/ml UFC
6 0,029397 3
7 0,0342965 2
8 0,039196 1 CMF

Fuente: elaboracién propia
Interpretacion

El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn presentdo la
concentracion minima fungicida frente a Candida albicans ATCC10231 con el
Tratamiento 8 para una concentracion de 0,039196 mg/ml (eliminacion al 99%) ya
que solo queda una 1 UFC. (Tabla 31)

Tabla 31.Determinacion de la Concentracion minima bactericida
(CMB) del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) frente
a Enterococcus faecalis ATCC29212

Tratamiento [Jmg/ml UFC
1 13,566 4
2 13,7921 2
3 14,0182 0 CMB

Fuente: elaboracidn propia

Interpretacion

El aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) present6 la concentracion
minima bactericida frente a Enterococcus faecalis ATCC29212 con el Tratamiento

3 para una concentracion de 14,0182 mg/ml, con 0 UFC (Tabla 32)
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Tabla 32.Determinacién de la Concentracion minima antifiingica
(MAC) del aceite esencial de orégano a Candida albicans

ATCC10231

Tratamiento  []Jmg/ml UFC
4 0,018088 10
5 0,02110267 1 CMF
6 0,02411733 0

Fuente: elaboracion propia

Interpretacion

El aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) presento la concentracion
minima fungicida frente a Candida albicans ATCC10231 con el Tratamiento 5
para una concentracion de 0,02110267 mg/ml, con 1 UFC. (Tabla 33)
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Tabla 33.Determinacion de la Concentracion minima bactericida
(CMB) Concentracion minima bactericida (CMB) de la
asociacion de aceite esencial Cinnamomum zeylanicum Breyn
+Origanum vulgare frente a Enterococcus faecalis ATCC29212

Tratamiento [Jmg/ml UFC
9 13,494425 3
10 13,7270875 1 CMB
11 13,95975 0

Fuente: elaboracién propia

Interpretacion

La asociacion de aceite esencial Cinnamomum zeylanicum Breyn
+Origanum vulgare (orégano) presento la concentracion minima bactericida
frente a Enterococcus faecalis ATCC29212 con el Tratamiento 10 para una
concentracion de 13.7270875 mg/ml, conl UFC. (Tabla 34)

Tabla 34.Determinacion de la Concentracion minima fungicida
(CMF) de la asociacion de aceite esencial Cinnamomum
zeylanicum Breyn +Origanum vulgare frente a Candida albicans

ATCC10231
Tratamiento [Jmg/ml UFC
5 0,0651455 3
6 0,06979875 2
7 0,074452 0 CMF

Fuente: elaboracidn propia

Interpretacion

La asociacion de aceite esencial Cinnamomum zeylanicum Breyn
(canela)+Origanum vulgare (orégano) presentd la concentracion minima fungicida
frente a Candida albicans ATCC10231 con el Tratamiento 7 para una concentracion
de 0.074452 mg/ml con 0 UFC. (Tabla 35)
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4.4 PRUEBA DE HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion 1

La asociacion aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn y
Origanum vulgare tienen un mayor efecto antimicrobiano frente al Enterococcus

Faecalis ATCC29212 que cuando se utilizan individualmente.

Sipi,i=1,..., 3 designa la media de la poblacion i, lo primero que
debemos hacer es contrastar que dichas medias no son iguales, HO: pl1 = p2 = u3,
frente a H1: las medias son distintas. En tal sentido, se necesita comparar
simultdneamente todas las medias, siendo la prueba estadistica de eleccion el test
de ANOVA (Analysis of variance).

Sin embargo, se debe verificar que se cumplan los siguientes requisitos:

a) Independencia: las k muestras son independientes.
Las tres muestras provienen son independientes, provienen de repeticiones que
corresponden a la Cinnamomum zeylanicum Breyn, Origanum vulgare y al

Asociacion Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare.

b) Normalidad: Xi ~ N(ui, 6%i),i=1, ...,k
Tal vez el método mas recomendable para el caso en que F(X) es una
distribucién continua es el método para una muestra de Kolmogorov-Smirnov
o (K-S), que consisten en una prueba de hipétesis en el que la hipbtesis nula
afirma que los datos si se ajustan a la distribucién F(x) y la hipétesis alterna

establece que no se ajustan.



Tabla 35.Prueba estadistica de KS

Kolmogorov-Smirnov?

Estadistico gl Sig.
Cinnamomum 0,225 12 0,096
zeylanicum Breyn
Origanum vulgare 0,145 12 0,200
Cinnamomum 0,161 12 0,200

zeylanicum Breyn +
Origanum vulgare

Fuente: elaboracion propia
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Se verifica que la significancia es mayor a 0,05, por lo que no se rechaza la

hipdtesis nula de que los datos se ajustan a una distribucion normal. (Tabla 36)

¢) Homocedasticidad: 62 1 =6?2=" - - = 6%k = G°.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Tabla 36.Prueba estadistica de Levene para los valores del halo para

Enterococcus faecalis ATCC29212

Estadistico

de Levene  gll gl2 Sig.

11,177 2 33 0,000

Fuente: elaboracidn propia

Teniendo en cuenta que la prueba de Levene revela que los datos no

presentan homocedasticidad (p<0,05), sin embargo, el ANOVA es un método

robusto porque sus “resultados se alteran muy poco si se producen transgresiones

de los supuestos en los que se basa”. En tal sentido, siendo que cumple con dos de
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las tres condiciones, se optd por el andlisis de varianza para contrastar la hipotesis

general (Tabla 37).

— Hipotesis estadistica

HO: [1 cinnamomum zeylanicum Breyn = M2 Origanum vulgare = 3 Asociacion

H1: Al menos una de las medias es distinta

Tabla 37.ANOVA halo Enterococcus faecalis ATCC29212

Halo Enterococcus

faecalis

Suma de

cuadrados Gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 665,273 2 332,636 5,794 0,007
Dentro de grupos 1894,590 33 57,412
Total 2559,863 35

Fuente: elaboracidn propia

Tabla 38.Pruebas poshoc Tukey halo Enterococcus faecalis ATCC29212

Subconjunto para alfa = 0.05

grupo N 1 2
HSD Tukey? Orégano 14,558854
Asociacion 18,289167 18,289167
Canela 24,951771
Sig. ,458 ,095

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 12,000.
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Figura 9.Media de los valores del halo de Enterococcus faecalis

Fuente: elaboracion propia

Decisién
Decision. Se rechaza la hipdtesis nula, por lo que se afirma que existe
diferencia entre el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Cinnamomum

zeylanicum Breyn Origanum vulgare y la asociacion Cinnamomum zeylanicum

Breyn + Origanum vulgare frente al Enterococcus faecalis (Tabla 38,39 y Figura 10).
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Hipdtesis de investigacion 2

La asociacion del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum
vulgare tienen un mayor efecto antimicrobiano frente a Candida albicans

ATCC10231 que cuando se utilizan individualmente.
Verificacion de los supuestos para la prueba de anova siguientes requisitos:

d) Independencia: las k muestras son independientes.
Las tres muestras provienen son independientes, provienen de repeticiones que
corresponden a la Cinnamomum zeylanicum Breyn, Origanum vulgare y al
Asociacion Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare frente a

Candida albicans

e) Normalidad: Xi ~ N(ui, 6%i),i=1, ..., Kk,
Se opt6é por el método mas recomendable para el caso en que F(x) es una
distribucién continua es el método para una muestra de Kolmogorov-Smirnov
0 (K-S), siendo que la hipotesis nula afirma que los datos si se ajustan a la

distribucién F(x) y la hipdtesis alterna establece que no se ajustan.

Tabla 40 .Prueba estadistica de KS Halo Candida albicans ATCC10231

Tabla 39.Prueba estadistica de KS Halo Candida albicans ATCC10231

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico al Sig.
canela_Cand 0,132 8 0,200" ,981 8 0,966
orégano_Cand 0,247 8 0,162 ,887 8 0,221
Asociacion_Cand 0,279 8 0,066 ,841 8 0,077

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors

Se verifica que la significancia es mayor a 0,05, por lo que no se rechaza la hipétesis

nula de que los datos se ajustan a una distribucion normal (Tabla 40)
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f) Homocedasticidad: 6° 1 =6, =+ - - =6°k = 6°

Tabla 41. Prueba estadistica de Levene para los valores del halo para Candida
albicans ATCC10231

Tabla 40.Prueba estadistica de Levene para los valores del halo para Candida albicans ATCC10231

Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
2,630 2 21 0,096

Fuente: elaboracion propia

Teniendo en cuenta que la prueba de Levene revela que los datos también
presentan homocedasticidad (p>0,05), por lo que se aplica el analisis de varianza
(Tabla 40)

Hipotesis estadistica

HO: M1 cinnamomum zeylanicum Breyn = [2 Origanum vulgare = 3 Asociacion

H1: Al menos una de las medias es distinta

Tabla 41.ANOVA

Halo Candida albicans

Suma de

cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 142,790 2 71,395 688 514
Dentro de grupos 2180,449 21 103,831
Total 2323,238 23

Fuente: elaboracidn propia
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Figura 10.Media de los valores del halo de Candida albicans
ATCC10231

Fuente: elaboracidn propia

Decision: No se rechaza la hipétesis nula, por lo que se afirma que no existe
diferencia entre el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn, Origanum vulgare y la asociaciéon Cinnamomum zeylanicum
Breyn+ Origanum vulgare frente a Candida albicans ATCC10231 (Tabla 42 y
Figura 11).
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Hipétesis general

La asociacion aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum
vulgare tienen un mayor efecto antimicrobiano frente al Enterococcus faecalis y

Candida albicans que cuando se utilizan individualmente.

La comprobaciéon empirica de la hipotesis general es parcialmente verdadera, ya
que se verificd que la asociacion aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
Breyn + Origanum vulgare tiene un efecto antimicrobiano significativo frente al
Enterococcus faecalis ATCC29212 (p<0,05), aunque las comparaciones multiples
de Tukey del halo evidencian que laasociacion Cinnamomum zeylanicum Breyn
+ Origanum vulgare no es diferente del Origanum vulgare, ni tampoco del
Cinnamomum zeylanicum Breyn (p=0,458) Cinnamomum zeylanicum Breyn
p=0,095), sin embargo, no existe diferencia significativa del efecto antifingico del
Cinnamomum zeylanicum, Origanum vulgare y la asociacion Cinnamomum

zeylanicum Breyn + Origanum vulgare contra Candida albicans ATCC10231.
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4.5 DISCUSION

En los Gltimos afios, los estudios han revelado las crecientes limitaciones de
los agentes antimicrobianos disponibles en el mercado dental, irrigantes
endodonticos como la clorhexidina y el hipoclorito de sodio (NaOCI) a pesar de
presentar excelentes propiedades antimicrobianas resulta dificil no mencionar sus
efectos secundarios, por consiguiente los productos herbales han llamado la
atencién como alternativas terapéuticas mas seguras. Los estudios se han centrado
en los beneficios de los aceites esenciales obtenidos de las hierbas debido a sus
efectos antibacterianos (48).

El objetivo de este estudio fue evaluar y comparar la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales de Cinnamomum zeylanicum Breyn y
Origanum vulgare L, ademas de la asociacion Cinnamomum zeylanicum Breyn
+Origanum vulgare L. contra Enterococcus faecalis ATCC29212 y Candida
albicans ATCC10231. Sin embargo, resulta necesario resaltar que del anélisis fisico
quimico de los aceites esenciales del Origanum vulgare se encontraron precursores
biologicos del carvacrol y el timol como son el Cis-.beta.-Terpineol (4,82%) , Cis-
.beta.-Terpineol (13,37%) , Terpineol, cis-beta (0,58%) y thymol (5,34%) que en
conjunto representan el 24,11% del total del aceite esencial , en este sentido,
resultados similares en cuanto a la presencia de los elementos en mencion, reportan
Belitz et al y Burt citados por Gomez, Sanchez y Lopez (50 ) y que en conjunto
representan entre el 80 y 90% de la composicion total del aceite de orégano, aunque
la proporcion que se hallo en el presente estudio es de 24,11% , menor al estudio
de Belitz et al y Burt citados por Gomez et al. (50), diferencias que pueden deberse
al origen de la planta de donde proviene el aceite (51). EI aporte de Cleff etal,
revelaron la presencia de 4-terpineol, y- terpinene, timol y carvacrol entre sus
componentes principales a los que se atribuye su actividad antifugica (52). En lo
que toca a los elementos que componen el aceite esencial de Cinnamomum

zeylanicum Breyn se encontr6 predominancia de Cinnamaldehyde, (E)- 71%
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resultados congruentes con los de Belitz et al y Burt citados por Gomez et al,
quienes reportan también una concentracion de cinamaldehido de 50-80% (50). No
obstante Lucena et al, mencionan en su andlisis quimico como elemento principal
al eugenol (68,96%), sus hallazgos podrian atribuirse al género y especie
(Cinnamomum zeylanicum Blume) recogida de diferentes areas topograficas de
Brasil (10).

Un primer aspecto a discutir o comparar es el resultado de la composicion
quimica de los aceites esenciales estudiados, observandose resultados similares con
los de Benbelaid et al (14) en cuanto a los compuestos quimicos comunes del
aceite esencial de canela como el copaene con un porcentaje de 0,11 menor al que
hallamos en este estudio que es de 0,49%, igualmente con el compuesto quimico
hallado de Cinnamaldehyde,(E)- (71%) y el valor porcentual que reporta
Benbelaid et al (14) que es mas elevado con un 75,85%). En lo que respecta a los
compuestos quimicos del aceite esencial de orégano, se hallé compuestos similares
a los de Okan et al. (15) como el terpineol (2,54%), aunque en menor proporcion a
los hallazgos en la presente investigacion para Cis-. beta. -Terpineol (4,82%) de

area relativa.

Respecto al objetivo sobre el grado de sensibilidad segun la escala de
Duraffourd y Lapraz (49), que presenta el Enterococcus faecalis ATCC29212 y
Candida albicans ATCC10231 cuando se utiliza el aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) y Origanum vulgare (orégano), mediante
la técnica de difusion de disco, se hallé que el valor promedio general del halo de
inhibicion de Candida albicans , cuando se aplica aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn es de 34,50 mm, mientras que la aplicacidn del aceite esencial
de Origanum vulgare determind un promedio del halo de 38,09 mm, siendo el
didmetro menor cuando se utiliza la asociacion Cinnamomum zeylanicum Breyn
+ Origanum vulgare con un 32,16 mm de promedio de los halos de inhibicion. En
todos los casos, dentro de los parametros de Duraffourd y Lapraz (49) los didmetros

superiores a 20 mm se les considera sumamente sensibles. De la misma manera
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Marca (16) determino la sensibilidad de la C. albicans frente al aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum Breyn obteniendo promedios de halo mayores a 20 mm
de diametro en funcion a sus diferentes concentraciones. Igualmente los resultados
son similares a los de Mamani (18) con su evaluacion antimicotica del Origanum
vulgare frente a C. albicans y Villavicencio et al, (19) quien report6 actividad
antimicotica el aceite esencial de Origanum vulgare de especies de Jauja, Arequipa
y Tacna sobre Candida albicans, siendo incluso mas efectiva la especie de Tacna.
Igualmente, Aizaga (20) también hall6 un efecto antifungico significativo del

aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum.

Asimismo, la efectividad antimicrobiana frente a Enterococcus faecalis de
los aceites esenciales de Cinnamomum zeylanicum Breyn , con el que se hallo un
halo de inhibicion promedio de 24,95 mm, mientras que la aplicacion del aceite
esencial de Origanum vulgare el promedio del halo fue de 14,55 mm, siendo el
didmetro discretamente mayor cuando se utiliza la asociacion  Cinnamomum
zeylanicum Breyn + Origanum vulgare con un promedio de halo de 18, 28 mm .
Segun la regla de los parametros establecidos por Duraffourd y Lapraz (49) en el
caso del aceite esencial Cinnamomum zeylanicum Breyn el parametro del didmetro
de inhibicion de crecimiento bacteriano supera los de a 20 mm por lo que se le
considera sumamente sensible (+ + +), sensible (+) para los diametros del halo de
inhibicion del Origanum vulgare y muy sensible (++) para la asociacion, ya que
se encuentran en el rango de 15 a 19 mm. De modo similar, también se encontro
coincidencia con los hallazgos de Teran (13) respecto a la actividad antimicrobiana
del aceite esencial de canela frente a Enterococcus faecalis, pero discordante en lo
que atafie a la variacion del didmetro de los halos que fueron entre 9 mma 15 mm
con una media de 12,20 mm considerandose segun la escala como sensible, inferior
al diametro que obtuvimos en el presente estudio que fue de 24,95 mm como
sumamente sensible. Resultados similares hallaron Mahdi, Al Huwaiziy Abbas (11)
en Bagdad, cuando evaluaron la actividad antimicrobiana de la canela contra

aislamientos clinicos del patdégeno oral Enterococcus faecalis, Candida albicans y
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otros. Igualmente, los resultados son coincidentes con los de Condo, Anacarso,
Sabia, Iseppi, Anfelli,,Forti, Niederhdusern, Bondi, y Messi (12) quienes también
probaron la actividad antibacteriana del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn comparativamente frente a otros aceites esenciales , contra
patdgenos orales, como Enterococcus ademas de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa,Staphylococcus aureus, siendo mas util el aceite de Cinnamomum
zeylanicum Breyn para dafiar la biopelicula producida por las bacterias

mencionadas que los otros aceites esenciales.

En lo que atafie a la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn frente al Enterococcus faecalis
ATCC29212 se reportd en los resultados la ausencia de crecimiento bacteriano a
una concentracion de 2,368091667 mg/ml con diferencia significativa a lo descrito
por Mahdi et al (11) con un CMI menor, de 781 ug/ml contra E. faecalis, C. albicans
y Strep. Mutans, hallazgos podrian darse debido a que se trata de un extracto
etandlico de canela. En cuanto al CMI frente a Candida albicans ATCC10231 se
presentd una turbidez negativa a partir de una concentracion de 0,029397 mg/ml.
En este punto, los hallazgos son similares a los de Marca (16), quien evalud la
actividad antimicotica in vitro del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum
Breyn frente a la Candida albicans, hallando un CMI de 0,01895 mg/ml, valor que
es similar al hallado en el presente estudio de 0,0293797 mg/ml. Sin embargo
Sanchez y Lujan (17) presentan un CMI mayor de 1mg/ml. Indistintamente Lucena
et al, (10) encontrod valores de concentracion de 62,5 ug/ml efecto parece deberse
a la interferencia con la biosintesis de la pared celular segun el autor. Referente a la
concentracion minima inhibitoria de C. albicans frente al aceite esencial de
Origanum vulgare en el presente estudio se obtuvo una concentracion de 0,018088
mg/ml datos desemejantes a los determinados por Mamani (18) con un CMI de
0,805358 mg/ml.
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En el presente estudio, también se hall6 que Ila concentracién minima
bactericida (CMB) del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela)
y Origanum vulgare (orégano) y de la asociacion , a diferentes concentraciones
frente a las cepas de Enterococcus Faecalis ATCC29212., fueron las siguientes :
con Cinnamomum zeylanicum Breyn con el CMB de 2,4089920833 mg/ml se
elimina el 99% de pat6genos; mientras que con el Origanum vulgare la CMB fue
de 14,0182mg/ml con lo que se elimina el 100% de patdgenos y con la asociacion
el CMB 13,7270875mg/ml se erradican el 99% de patdgenos. Datos semejantes
pero con denotacion inferior presentd Mahdi Al Huwayiziy abbas (11) con un CMB
de 1562 ug/ml (1,562mg/ml) de la actividad antimicrobiana del extracto etandlico
de canela.

Respecto a la concentracion minima fungica (CMF), con el aceite esencial
de Cinnamomum zeylanicum Breyn fue 0,039196 mg/ml con lo que se elimina el
99% de Candida albicans ATCC10231, con el Origanum vulgare se hallo un CMF
de 0,02110267 con lo que se elimind el 99% vy con la asociacion el CMF de
0,074452 mg/ml se elimind el 100% de Candida albicans. Al respecto, Marca (16)
hallé un CMF de 0,020529166 mg/ml mas bajo que el valor que hemos encontrado
en el presente estudio de 0,039196 mg/ml. Mientras que Mamani (18), Sanchez

(17) y Aizaga (20) presentan valores superiores significativos de CMF.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

1. Laasociacion de aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum + Origanum
vulgare tiene un efecto antimicrobiano significativo frente al Enterococcus
faecalis ATCC29212 (p<0,05), aunque las comparaciones multiples de
Tukey del halo evidencian que la asociacion Cinnamomum zeylanicum +
Origanum vulgare no es diferente del Origanum vulgare, ni tampoco del
Cinnamomum zeylanicum (p=0,458) Cinnamomum zeylanicum p=0,095),
sin embargo, no existe diferencias significativas del efecto antifungico del
Cinnamomum  zeylanicum, Origanum vulgare y la asociacion
Cinnamomum zeylanicum + Origanum vulgare contra Candida albicans
ATCC10231.

2. La sensibilidad segun la escala de Duraffourd y Lapraz del Enterococcus
Faecalis ATCC29212, frente a la aplicacion del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum (canela) presenta un valor promedio general de
halo de inhibicion de 24,95 mm considerado como sumamente sensible
(+++); con Origanum vulgare (orégano) es sensible (+) a una concentracién
de 14,55 mm y con la asociacion Cinnamomum zeylanicum + Origanum

vulgare se presenta como muy sensible (++) con un promedio de 18,28 mm.

3. En relacion al Candida albicans ATCC10231, la aplicacién del aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum (canela) segin la escala de
Duraffourd y Lapraz presento un media de halo de inhibicion de 34,50 mm;
con Origanum vulgare (orégano) un promedio de 38,09 mm de diametro y

con la asociacion de Cinnamomum zeylanicum + Origanum vulgare una
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media de 32,16 mm, posicionandose en todos los casos segun la escala como

sumamente sensible (+++).

La concentracion minima inhibitoria (CMI) o concentracion méas baja del
aceite esencial de los aceites esenciales para inhibir el crecimiento de
Enterococcus  Faecalis ATCC29212 con Cinnamomum zeylanicum
(canela) fue a una concentracion de 2,36809166 mg/ml (T11), con
Origanum vulgare a una concentracion de 13,566 mg/ml ( T1) y de la
asociacion ~ Cinnamomum zeylanicum + Origanum vulgare a una
concentracion de 13,494425 mg/ml (T9); mientras que para inhibir el
crecimiento de Candida Albicans ATCC10231, con Cinnamomum
zeylanicum (canela) fue a una concentracion de 0,029397 mg/ml (T10),
con Origanum vulgare a una concentracion de 0,018088 ( T12) y de la
asociacion ~ Cinnamomum zeylanicum + Origanum vulgare a una
concentracion de 0,0651455 mg/ml (T11).

La concentracién minima bactericida (CMB) de los aceites esenciales para
Enterococcus Faecalis ATCC29212 con Cinnamomum zeylanicum (canela)
fue a una concentracion de 2,4089920833 mg/ml (T12), con Origanum
vulgare a una concentracion de 14,0182 mg/ml ( T3) y de la asociacion
Cinnamomum zeylanicum + Origanum vulgare a una concentracién de
13,47270875 mg/ml (T10); mientras que para inhibir el crecimiento de
Candida Albicans ATCC10231, la concentracion minima fungicida (CMF)
fue con Cinnamomum zeylanicum (canela) a una concentracién de
0,039196 mg/ml (T8), con Origanum vulgare a una concentracion de
0,02110267 mg/ml ( T5) y de la asociacion Cinnamomum zeylanicum +

Origanum vulgare a una concentracion de 0,074452 mg/ml (T7).
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5.2 RECOMENDACIONES

1. Habiéndose demostrado la eficacia antimicrobiana de los aceites esenciales
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela) y Origanum vulgare (orégano) y
la asociacién Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare L., se
recomienda su promocién y uso por constituir especies vegetales de facil

acceso, sobre todo el Origanum vulgare.

2. Se recomienda la elaboracion de formulaciones farmaceuticas de caracter
odontoldgico que incorporen componentes naturales como el Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela) y Origanum vulgare (orégano), en razon a sus

propiedades antimicrobianas.

3. Se recomienda una la utilizacibn de medios tecnoldgicos para el
fraccionamiento de los aceites esenciales de Cinnamomum zeylanicum
Breyn (canela) y Origanum vulgare (orégano), que realicen la extraccion de
los principios activos, para la conservacion de sus propiedades y uso para

tratamientos endodonticos.

4. Se sugiere realizar pruebas in vivo para valorar la toxicidad que pueden
proporcionar los componentes activos de Cinnamomum zeylanicum Breyn

(canela) y del Origanum vulgare (orégano).
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PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES E INDICADORES METODOLOGIA
1.INTERROGANTE 1.0BJETIVO 1.HIPOTESIS Variable Independiente: -Muestra
PRINCIPAL GENERAL GENERAL — Cinnamomum zeylanicum Breyn ( | Zo/2 = Confianza al 95%
¢(Cual es el efecto | Determinar el efecto | La asociacion aceite canela) (1,96)
antimicrobiano del aceite | antimicrobiano del aceite | esencial de Cinnamomum —  Origanum vulgare Zi = Potencia de la prueba
esencial de Cinnamomum | esencial de Cinnamomum | zeylanicum  Breyn  + —  Asociacion Cinnamomum | al 80% (0,84)
zeylanicum Breyn (canela) | zeylanicum Breyn (canela), | Origanum wvulgare tienen zeylanicum Breyn ( canela) + | ©2
Origanum  wvulgare L. | Origanum  vulgare L. | un mayor efecto Origanum vulgare 02 8/62 = 1 = Variaciéon
(orégano) vy de la | (orégano) vy de la | antimicrobiano frente al relativa de los halos 1
asociacion de | asociacion de | Enterococcus faecalis vy n= Minimo 8 repeticiones

Cinnamomum zeylanicum
Breyn (canela) + Origanum
vulgare L. (orégano) a
diferentes concentraciones
frente a  Enterococcus
Faecalis y Candida
albicans?

2.INTERROGANTES
ESPECIFICAS

a) ¢(Cudl es la sensibilidad
segin la escala de
Duraffourd y Lapraz, que
presenta el Enterococcus
faecalis frente al aceite
esencial de Cinnamomum

Cinnamomum zeylanicum
Breyn (canela) + Origanum
vulgare L. (orégano) a
diferentes concentraciones
frente a  Enterococcus
faecalis y Candida
albicans.

2.0BJETIVOS
ESPECIFICOS

a) Establecer la
sensibilidad segun la escala
de Duraffourd y Lapraz,
que presenta el
Enterococcus faecalis
frente al aceite esencial de

Candida albicans
cuando se
individualmente.

que
utilizan

Variable Dependiente

— Enterococcus faecalis

— Candida albicans
-Tipo de Investigacion
Explicativo, relacién causa efecto

-Disefio de la Investigacién
Experimental prospectivo.

-Ambito de Estudio

Tacna

-Poblacion
— Enterococcus faecalis
— Candida albicans

para cada concentracion

Tamarfio de muestra
asumido en el presente
estudio: Tamafio de muestra
asumido en el presente
estudio: 12,11,10 y 8
repeticiones ( por encima del
numero minimo de
repeticiones)

-Unidad de analisis

0 Unidad de andlisis:
placa Petri con cepas de
Enterococcus Faecalis 'y
Candida albicans a las que
se les aplicé diferentes
concentraciones de aceite
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zeylanicum Breyn (canela),
Origanum  vulgare L.
(orégano) y de la
asociacion de
Cinnamomum  zeylanicum
Breyn (canela) + vy
Origanum  vulgare L.
(orégano), mediante la
técnica de difusion de
disco?

b) ¢Cual es la sensibilidad
segin la escala de
Duraffourd y Lapraz, que
presenta Candida Albicans
frente al aceite esencial de
Cinnamomum  zeylanicum
Breyn (canela), Origanum
vulgare L. (orégano) y de la
asociacién de
Cinnamomum  zeylanicum
Breyn (canela) + vy
Origanum  vulgare L.
(orégano), mediante la
técnica de difusion de
disco?

c) ¢Cuél es la
concentracion minima
inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de  Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela),
Origanum  vulgare L.
(orégano) y de la
asociacion  Cinnamomum

Cinnamomum  zeylanicum
Breyn (canela), Origanum
vulgare L. (orégano) y de la
asociacion de
Cinnamomum  zeylanicum
Breyn (canela) + vy
Origanum  vulgare L.
(orégano), mediante la
técnica de difusion de
disco.

b) Establecer la
sensibilidad segun la escala
de Duraffourd y Lapraz,
que presenta Candida
Albicans frente al aceite
esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela),
Origanum  vulgare L.
(orégano) y de la
asociacion de
Cinnamomum  zeylanicum
Breyn (canela) + vy
Origanum  vulgare L.
(orégano), mediante la
técnica de difusion de
disco.

c) Determinar la
concentracion minima
inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela),
Origanum  vulgare L.
(orégano) y de la

esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn y
Origanum vulgare.

0 Unidades de
muestreo

Microbiano: Colonia de
cada cepa de Enterococcus
Faecalis y Candida albicans

Biologico:  extracto  de
aceite esencial de
Cinnamomum  zeylanicum
Breyn y Origanum vulgare
en diferentes
concentraciones
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zeylanicum Breyn (canela)
+ Origanum vulgare L.
frente a las cepas de
Enterococcus faecalis y
Candida Albicans?

d) (Cual es la
concentracion minima
bactericida (CMB) y la
concentracion minima
antifingica (CMF)  del
aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum
Breyn  (canela) Y
Origanum  vulgare L.
(orégano) frente a las cepas
de Enterococcus faecalis y
Candida albicans?

e) ¢Cuél es la
concentracion minima
bactericida (CMB) y la
concentracion minima
fungicida (CMF) de la
asociacion  del aceite

esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela)
+ Origanum vulgare L.
(Orégano) frente a las
cepas de Enterococcus
faecalis y Candida
albicans?

asociacion  Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela)
+ Origanum vulgare L
frente a las cepas de
Enterococcus faecalis y
Candida Albicans.

d) Determinar la
concentracion minima
bactericida (CMB) y la
concentracion minima
antifangica (CMF)  del
aceite esencial de
Cinnamomum  zeylanicum
Breyn (canela) y Origanum
vulgare L. (orégano) frente
a las cepas de Enterococcus

faecalis y Candida
albicans.
e) Determinar la

concentracion minima
bactericida (CMB) y la
concentracion minima
fungicida (CMF) de la
asociacion del aceite
esencial de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (canela)
+ Origanum vulgare L.
(Orégano) frente a las
cepas de Enterococcus
faecalis 'y  Candida
albicans.




Anexo2: Resultados de laboratorio

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacolio CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 382038 ANEXO 1166
= 7

edu.pe (B http: edupe @) Apido. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA16D19.003922B

Nombre del Cliente
Direccion del Cliente

: Milder Raquel Layme Huanca
: Alfonso Ugarte 2da etapa Mz C4 Lote 19

RUC : No corresponde
Condicion del Muestreado : Por el cliente
Descripcion : Aceite esencial de canela
Tamafio de muestra :5mL

Fecha de Recepcion : 16/04/2019

Fecha de Inicio del Ensayo : 16/04/2019

Fecha de Emision de Informe  : 22/05/2019

Pagina t1de2

. ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS

RESULTADO

DETERMINACION CUALITATIVA DE
METABOLITOS SECUNDARIOS
CROMATOGRAFIA GASEOSA CON
DETECCION DE MASAS (DENOMINACION
NIST)

Name
1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-m

Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl)
Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-methylene-1
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-
Benzenepropanal

3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-me
3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha.,.
Cinnamaldehyde, (E)-

Phenol, 2-methoxy-3-(2-propenyl)-
Copaene

Bicyclo[7.2.0Jundec-4-ene, 4,11,11-tr
2-Propen-1-ol, 3-phenyl-, acetate, (E
.alpha.-Caryophyllene

2-Propenal, 3-(2-methoxyphenyl)-
2-Methyl-Z,Z-3,13-octadecadienol
2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2,

Name %
1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-m 092
Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl) 1.1
Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-methylene-1 3,75

1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- 27

Benzenepropanal 0,39
DETERMINACION CUANTITATIVA DE 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-me 0,89
METABOLITOS SECUNDARIOS (% ) 3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha.,. 0,81

Cinnamaldehyde, (E)- 7
CROMATOGRAFIA GASEOSA CON Phenol, 2-methoxy-3-(2-propenyl)- 2,78
DETECCION DE MASAS, METODO DE Copaene 049
CUANTIFICACION, POR NORMALIZACION Bicyclo[7.2.0Jundec-4-ene, 4,11,11-tr 426
INTERNA (AREA) 2-Propen-1-ol, 3-phenyl-, acetate, (E 7,54
.alpha.-Caryophyllene 0,96
2-Propenal, 3-(2-methoxyphenyl)- 0,69
2-Methyl-Z,Z-3,13-octadecadienol 0,52
2,6,10,14,18,22-Tetracosahexaene, 2, 1,18
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FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacolio CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 ® + 51 54 382038 ANEXO 1166
= i g

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

edu.pe (® edupe @ Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA16D19.003922B

Nombre del Cliente
Direccion del Cliente
RUC

Condicién del Muestreado

Descripcion
Tamaiio de muestra
Fecha de Recepcién

Fecha de Inicio del Ensayo

Fecha de Emision de
Pagina

: Milder Raquel Layme Huanca
: Alfonso Ugarte 2da etapa Mz C4 Lote 19
: No corresponde
: Por el cliente
: Aceite esencial de canela
:5mL
: 16/04/2019
: 16/04/2019
Informe  :22/05/2019
:2de2

P
S0 9.0 100

Peak# R.Time
| 9.744
2 9877
3 10.007
4 11.045
5 11.085
o 12271
7 12.449
8 13,523
9 14252

10 14.576

17350

OBSERVACIONES:
- Este documento al

e
190 200 200 219
min

13.0

k Report TIC
F.Time o AH Mark Name
y825 103 1.3-Cyclohexadi wethyl4-(1-n
9930 130 vV Benzene, l-methyl-2-f 1-methylethyl)
10,980 299 SV Bieyelo[3.1 0jhe 4-methylene-1
11.915 ilo SV Le-Octadicn-3-ol. 3,7-dimcthyl
12,125 0.45 V  Bewenepropanal
12390 0.9 vV 3.Cyclobexen-1-ol, d-methyl-1-1-m
12.080 094 SV 3.Cvelohexene-1-methanol. alpha..:
15.008 . oLo2 S Cinnamaldehyde, ¢
14335 428 TV Phenol. 2-methoxy-3-(2-propeny)-
14,000 0.50 TV Copacne
15.118 728 V  Bicyclo[7.2.0Jundcc-4:
5 134 sV en-1-ol, 3-phen
1.50 V. alpha-Caryophyllen
0x0 V  2-Propenal, 342-methoxyphenyl-
057 v ctadecadienol
093 SV Tetracosabiexacne, 2

100.00

ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de la

acreditacion otorgada por INACAL —-DA.

-~ Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan tnicamente a las muestras ensayadas y
no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser

reproducido, sin autorizacion e:

rita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José SIN Umacolio CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 382038 ANEXO 1166
= i edu.pe (® hitp: edupe @0 Aptdo. 1350

AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA16D19.003922A

: Milder Raquel Layme Huanca
: Alfonso Ugarte 2da etapa Mz C4 Lote 19

Nombre del Cliente
Direccion del Cliente

RUC : No corresponde
Condicién del Muestreado : Por el cliente

Descripcién : Aceite esencial de oregano
Tamaiio de muestra :5mL

Fecha de Recepcion : 16/04/2019

Fecha de Inicio del Ensayo : 16/04/2019

Fecha de Emision de Informe  : 22/05/2019

Pagina :1de2

l. ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS

RESULTADO

DETERMINACION CUALITATIVA DE
METABOLITOS SECUNDARIOS
CROMATOGRAFIA GASEOSA CON
DETECCION DE MASAS (DENOMINACION
NIST)

Name

.beta.-Myrcene

(+)-4-Carene

Benzene, 1-methyl-4-(1-methyl
18-.alpha.-Pinene
.alpha.-Pinene
cis-.beta.-Terpineol
Bicyclo[4.1.0]hept-2-ene, 3,7,7
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethy
cis-.beta.-Terpineol
2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4
Terpineol, cis-.beta.-

Benzene, 2-methoxy-4-methyl-
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethy
Thymol

Benzenemethanol, 4-(1-methyl
1,3,6-Heptatriene, 2,5,6-trimet
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethy
Caryophyllene
.alpha.-Caryophyllene
1,3,6-Heptatriene, 2,5,6-trimet

Name Area%
.beta.-Myrcene 5,53
(+)-4-Carene 10,6
Benzene, 1-methyl-4-(1-methyl 6,21
1S-.alpha.-Pinene 1,78
.alpha.-Pinene 24,44
cis-.beta.-Terpineol 4,82
DETERMINACION CUANTITATIVA DE Bicyclo[4.1.0]hept-2-ene, 3,7,7 3,83
METABOLITOS SECUNDARIOS (% ) 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethy 16
cis-.beta.-Terpineol 13,37
CROMATOGRAFIA GASEOSA CON 2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4 1,63
DETECCION DE MASAS, METODO DE Terpineol, cis-.beta.- 0,58
CUANTIFICACION, POR NORMALIZACION Benzene, 2-methoxy-4-methyl- 1,26
INTERNA (AREA) 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethy 12,52
Thymol 5,34
Benzenemethanol, 4-(1-methyl 0,58
1,3,6-Heptatriene, 2,5,6-trimet 0,49
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethy 0,2
G %“fz’ Caryophyllene 3,68
"3 .alpha.-Caryophyllene 0,39
2r 1,3,6-Heptatriene, 2,5 6-trimet 1,14
2n
o J 5¢
. eal” i
‘9"’417 . nﬁ“a@c&\




UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José SIN Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 B + 51 54 382038 ANEXO 1166
= i edu.pe (9 http edupe @ Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA16D19.003922A

Nombre del Cliente
Direccion del Cliente

: Milder Raquel Layme Huanca
: Alfonso Ugarte 2da etapa Mz C4 Lote 19

RUC : No corresponde
Condicion del Muestreado : Por el cliente

Descripcion : Aceite esencial de oregano
Tamaiio de muestra :5mL

Fecha de Recepcion : 16/04/2019

Fecha de Inicio del Ensayo : 16/04/2019

Fecha de Emision de Informe  : 22/05/2019

Pagina :2de2
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OBSERVACIONES:

- Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de la
acreditacion otorgada por INACAL -DA.

~  Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan tnicamente a las muestras ensayadas y
no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de caligad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser
reproducido, sin autorizacion estrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad

OF. Ricafdo A/ Abril Ramire.
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Anexo 3. Solicitud dirigida al Decano de la Facultad de Ciencias Agropecuarias

Tacna, 28 de diclembre del 2018

Seflor:
MSCMAGNO ROGLES TELLO

Decano de la Facultad de Cencias Agropecuarias
Presente

tmdmamcw..uanbmrMAthehmum
Raque! Layrme Huanca, estudiante de  Odontologie , sobre la identificacion de dos muestras
vegetales que empleard en wPrqeﬁodet«is,debohfcrmrktud.maMprocedidn
mmrmmenmduvhm.mutmdccmmmmm
Breyn * Canela® y Origanum wuigore L. ” Oréganc *,

<in mds que informar al respecto, ke saludo cordialmente.

A o Indecesada
PARA : 30 concomeuils X !'ﬂl
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Anexo 4. Constancia de elaboracién de tesis en las instalaciones del laboratorio del
Area de Microbiologia de la Facultad de Ciencias en la Universidad Nacional Jorge

Basadre Grohmann

Universidad Nacional “Jorge Basadre Grohmann” - Tacna

FACULTAD DE CIENCIAS

Escuela Académico Profesional de: Biologfa-Microbiologia y Fisica Aplicada

CONSTANCIA

Se hace constar que el Bachiller de la Escuela de Odontologia de la Facultad de Ciencias de
la Salud de la Universidad Privada de Tacna Sefiorita Milder Raquel Layme Huanca con
cédigo de matricula N° 2014-048519 y con documento de Identidad N° 72556009 realizé
la parte experimental de su tesis titulada “EFECTO ANTIMICROBIANO DEL ACEITE DE
Cinnamomun zeylanicum Breyn Y Origanum vulgare L. FRENTE A Enterococcus faecalis Y
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Anexo 5. Galeria de fotografias

Figura 11.Muestras vegetales de Cinnamomum zeylanicum Breyn y Origanum
vulgare L.

Figura 12. Método de destilacion por arrastre de vapor para Cinnamomum
zeylanicum Breyn y Origanum vulgare L.
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Figura 13. Aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn y Origanum
vulgare L.

Figura 14. Cepas microbianas de Enterococcus Faecalis ATCC29212 y Candida
albicans ATCC10231
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Figura 15. Activacion de las cepas microbianas de Enterococcus Faecalis
ATCC29212 vy Candida albicans ATCC10231

Figura 16. Preparacion de los medios de cultivo.
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Figura 17.Dispensacion de los discos de inhibicion (embebidos con aceite
esencial) cobre las placas inoculadas.

Figura 18. Halos representativos de la sensibilidad del Enterococcus Faecalis
frente al aceite esencial de  Cinnamomum zeylanicum Breyn y Origanum vulgare
L.
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Figura 19. Halos representativos de la sensibilidad de Candida albicans frente al
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn y Origanum vulgare L

Figura 20. Controles negativos frente a cepas microbianas de Enterococcus Faecalis
ATCC29212 vy Candida albicans ATCC10231
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Figura 21.Concentracion minima inhibitoria (CMI) del Cinnamomum zeylanicum
Breyn frente a cepas microbianas de Enterococcus Faecalis ATCC29212 vy
Candida albicans ATCC10231
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Figura 22. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del Origanum vulgare L
frente a cepas microbianas de Enterococcus Faecalis ATCC29212 y Candida
albicans ATCC10231
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Figura 23. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de la asociacion
Cinnamomum zeylanicum Breyn + Origanum vulgare L frente a cepas
microbianas de Enterococcus Faecalis ATCC29212 y Candida albicans

ATCC10231
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Figura 24. Controles positivos y negativos de Enterococcus Faecalis
ATCC29212 vy Candida albicans ATCC10231 para en CMI.

Figura 25. Unidades Formadoras de Colonias representativas de la prueba de
CMFyCMB
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