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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, de tipo experimental, nivel explicativo y enfoque
cuantitativo; se realizé con el objetivo de demostrar el efecto antibacteriano in vitro que
posee el aceite esencial de hojas de Mentha spicata (Menta) frente a cepas de
Staphylococcus aureus. Se trabajé con 28 placas con cultivos de la cepas divididas en 4
grupos: grupo control negativo (dimetilsulfoxido al 10%), grupo estandar farmacoldgico
(Ciprofloxacino Sug/disco) y 2 grupos experimentales a concentraciones de 45% y 75%
de A.E. de hojas de M. spicata. El volumen que se administro fue de 25 ul de aceite
esencial. El efecto antibacteriano se evalu6 mediante el método de Kirby Bauer. Las
medidas de los halos de inhibicién para el aceite esencial al 45% fue 17.06+0.25 mm; al
75% fue de 23.90+0.31 mm; para el control estandar (ciprofloxacino) fue de
22.06+0.39 mm, diferenciandose entre ellos significativamente segun la prueba ANOVA
(P<0.05). Segun la prueba de T-Student al comparar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de hojas de M. spicata al 45% con Ciprofloxacino si presentd diferencia
significativa; en tanto que el efecto antibacteriano del aceite esencial al 75% comparado
con Ciprofloxacino no difiere significativamente. Se concluye que el aceite esencial de
las hojas de Mentha spicata si tiene efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de
Staphylococcus aureus. Presentando el aceite esencial de hojas de Mentha spicata al

75% similar efecto que ciprofloxacino.

Palabras clave: Efecto antibacteriano. Halos de inhibicion. Staphylococcus aureus



ABSTRACT
The present work of investigation, of experimental type, explanatory level and
quantitative approach; was carried out with the aim of demonstrating the in vitro
antibacterial effect of the essential oil of Mentha spicata leaves (Menta) against strains
of Staphylococcus aureus. We worked with 28 plates with cultures of the strains divided
into 4 groups: negative control group (10% dimethylsulfoxide), standard
pharmacological group (Ciprofloxacin 5Sug / disc) and 2 experimental groups at
concentrations of 45% and 75% of A.E. of leaves of M. spicata. The volume that was
administered was 25 pl of essential oil. The antibacterial effect was evaluated by the
Kirby Bauer method. The measurements of the inhibition zones for the 45% essential oil
was 17.06 + 0.25 mm; at 75% it was 23.90 £ 0.31 mm; for the standard control
(ciprofloxacin) was 22.06 + 0.39 mm, differing significantly from each other according
to the ANOVA test (P <0.05). According to the T-Student test when comparing the
antibacterial effect of the essential oil of leaves of M. spicata to 45% with Ciprofloxacin
if it presented a significant difference; while the antibacterial effect of 75% essential oil
compared to Ciprofloxacin does not differ significantly. It is concluded that the essential
oil from the leaves of Mentha spicata has an antibacterial effect in vitro against strains of
Staphylococcus aureus. Presenting the essential oil of leaves of Mentha spicata 75%

similar effect that ciprofloxacin.

Keywords:  Antibacterial effect. Halos of inhibition.  Staphylococcus  aureus
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I. INTRODUCCION

La naturaleza a través de las plantas brinda diversos beneficios, con ellas se ha
podido curar muchas enfermedades de las que sufre el hombre; por ello podemos
concluir que la medicina alternativa siempre ha estado presentes desde muchos siglos
atras. Estas majestuosas plantas tienen esencias curativas que pueden reducir los
efectos secundarios e incrementar la efectividad de muchos tratamientos; por ello los
estudios cientificos de estas magnificas plantas han abierto nuevas expectativas en el

sector farmacéutico y la cosmética .

La etnobotanica es la disciplina que investiga el aprovechamiento de las plantas por
parte de los habitantes, constituyendo una herramienta importante en la bdsqueda de
estrategias que conllevan a un manejo sustentable de los recursos naturales y la
necesidad de encontrar alternativas a los problemas de salud local y no perder el

conocimiento tradicional de las plantas ©.

Existen alrededor de 250 000 clases de plantas medicinales, de las que solo
conocemos en parte el 10%, lo que explica lo mucho que nos falta por investigar y
obtener futuros medicamentos con gran potencial. Se considera al Perl como el pais
con mayor variedad biologica y con diferentes ecosistemas. Sin embargo, su
inclusion en la actividad comercial mundial de los productos naturales es de

0.02%.En nuestro pais se utilizan 1400 especies con propiedades medicinales de uso



popular, no obstante un pequefio porcentaje de éstas y sus derivados se transan

comercialmente en el sector nacional e internacional ©.

Staphylococcus aureus es una bacteria anaerobia Gram positiva es la principal
causa de la infecciones del sistema circulatorio, intoxicaciones ocasionadas por
alimentos, infecciones de piel, tejido blando y del tracto genitourinario. En la década
de los 80, se ha incrementado el nimero de bacteriemias producidas por este
patdgeno, tanto adquiridas en la comunidad como hospitalarias; esta patogenia surge
cuando se produce la combinacion de los factores de virulencia con la disminucién de

las defensas del huésped .

Staphylococcus aureus es un patdgenos que mayormente causa las infecciones
intrahospitalarias y en la sociedad, que pueden ser infecciones agudas como
foliculitis, forunculitis o graves que involucran a los érganos internos como el
corazon, los pulmones, etc., siendo la poblacion méas afectada los grupos

vulnerables®.

Unos de los problemas de las comunidades son las afecciones en relaciéon con las
infecciones, pero esta situacion ha ido mejorando con la elaboracion de los
antibacterianos. Estos han colaborado salvaguardando la salud y han contribuido
con la medicina y las intervenciones quirdrgicas aumentando las probabilidades de

supervivencia frente a esta patologia. No obstante, desde hace pocos afos, una



amenaza creciente deteriora la eficacia de estos farmacos: la resistencia bacteriana a
los antibidticos, que se podria definir como la capacidad de un microbio para soportar

los efectos de los antibacterianos destinados a inhibirlos .

La penicilina fue uno de los primeros tratamientos que erradic las infecciones
producidas por Staphylococcus aureus. No obstante en 1946 en Inglaterra se realizd
la primera separacion del estafilococos donde se present6 un 60% de resistencia a la
penicilina, luego se incluyd una nueva droga denominada meticilina, después de un
afio se detectd la primera cepa de Staphylococcus aureus meticilinorresistente
(SAMRY); luego de tres afios se manifesto el primer brote intrahospitalario causado
por SAMR; desde ese caso se han notificado que este patdgeno es

meticilinorresistentes en todo el mundo ©.

Una de las alternativas para aliviar muchas enfermedades es la aplicacién de plantas
medicinales una de ellas puede ser Mentha Spicata o conocida cominmente como
Menta, que fue exportada al Per( por los conquistadores espafioles y su distribucion
del cultivo es en las tres regiones del pais. Quimicamente consta de alcoholes,
acidos organicos y aceites esenciales. El aceite esencial de las hojas contiene L-
carvona (50-70%), L-limoneno(13-20%), falandreno, alfa y beta-pineno(2-5%), d-

pineno, acetato de dihidrocarveol y cineol(2-4%) ©.

Los aceites esenciales tienen actividad inhibitoria contra algunos organismos,

debido a sus diferentes grupos de compuestos quimicos. La actividad antimicrobiana
3



no tiene un mecanismo especifico; pero se precisa ciertos lugares de accion en la
célula en donde pueden ocurrir los siguientes efectos: dafios a la membrana citosol,
dafo a las proteinas, filtracion del contenido celular, coagulacién del citoplasma y la

eliminacion de la energfa erradicando asi a los microorganismos 9.

Desde muchos afios las esencias han sido empleadas por sus propiedades
antisépticas.Su accion antiséptica es general y se manifiesta tanto en presencia de sus
vapores, como por contacto directo o de forma muy diluida; el poder antiséptico de
los aceites esenciales resulta de mucha importancia porque se asocia a una inocuidad
respecto a los tejidos sanos, es evidente que las propiedades terapéuticas de los
aceites esenciales seria muy Util para prevenir las infecciones causadas por bacteria

en el transcurso de la vida del ser humano @2,

Los aceites esenciales tienen una capacidad de inhibicion de los agentes que
deterioran las células; lo que impiden los procesos de descomposicién, a esto se
complementa su poder cicatrizante ya que estimulan la regeneraciéon celular vy
refuerzan las defensas organicas previniendo la infeccidon bacteriana; cabe agregar
que todos estos beneficios podrian contribuir a la disminucion de la tasa de
prevalencias y mortalidad de infecciones causada Staphylococcus aureus que son

adquiridas en mayor porcentaje en los hospitales que en la comunidad @Y.

La utilizacion de los aceites esenciales podria ser Gtil en la practica de nebulizaciones

(aerosol) en las habitaciones de los enfermos y en los lugares puablicos como podria
4



ser residencias, hospitales o escuelas como accién terapéutica y preventiva, esto
podria ayudar disminuir los costos de los tratamientos, tiempo de estancia
hospitalaria asociadas a complicaciones por las infecciones y lograr que los pacientes

se reintegren a su vida cotidiana @Y.

La presente investigacion busca aportar nuevos conocimientos sobre la eficacia de la
medicina natural en prevencion de infecciones producidas por staphylococcus aureus,
utilizando el aceite esencial de Mentha spicata como una alternativa para el
complemento de los tratamientos con antibidticos, cicatrizantes y como un
antiseptico topico lo cual disminuiria los riesgos de adquirir una infeccion
intrahospitalaria; por lo tanto se disminuira los costos del tratamiento y el tiempo de
estancia hospitalaria, siendo un gran beneficio para la poblacion peruana
principalmente con bajos recursos econémicos, Por lo consiguiente planteamos el
siguiente enunciado:

¢El aceite esencial de hojas de Mentha spicata (Menta) tendrd efecto antibacteriano

frente a Staphylococcus aureus?

Objetivo General:
e Demostrar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de Mentha

spicata (Menta) frente a Staphylococcus aureus.



Objetivos Especificos:

e Determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de Mentha
spicata (Menta) en concentraciones de 45% y 75 % frente a Staphylococcus.

e Comparar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de Mentha
spicata (Menta) a concentraciones de 45%, 75% Yy ciprofloxacino frente a

Staphylococcus aureus.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

Segin Snoussi, et al. en el afio 2015 Tanez (Africa), realizd la siguiente
investigacion sobre las actividades antibacterianas del aceite esencial aislado de las
partes aéreas de Mentha spicata L. (menta verde). Los principales componentes eran
carvona (40,8% + 1,23%) y limoneno (20,8% * 1,12%). Se evalud por fusién en
disco y los ensayos de microdilucion. Todos los microorganismos se ven fuertemente

afectados, lo que indica un potencial antimicrobiano apreciable del aceite 2.

Shahbazi, en el afio 2015 (Iran), Se investigé la composicion quimica y la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Mentha spicata contra bacterias patdgenas. Se
evalué mediante el método de microdilucion en caldo y el ensayo de difusion en
disco de agar. El aceite esencial mostrd un nivel moderado de actividad
antibacteriana contra todos los microorganismos de prueba. Los resultados del aceite
esencial de M. spicata (zona de inhibicion =22 mm y MIC y MBC = 2.5 uL / mL).
Segun nuestros resultados, el aceite esencial de la planta de M. spicata tiene el

potencial de ser aplicado como agente antibacteriano 2.

Segun Fitsiou et al., en el afio 2016 (Grecia), analizd la composicién de las
preparaciones volatiles de los aceites esenciales de las plantas griegas Ocimum
basilicum, Mentha spicata, Pimpinella anisum y Fortunella margarita. Nos indica

que principales componentes en las fracciones de aceites esenciales, fueron carvona



(85,4%) en menta verde, chavicol de metilo (74,9%) en la albahaca dulce, transanetol
(88,1%) en el anis, y limoneno (93,8%) en kumquat ®¥ Se estudié su efecto
antimicrobiano, antioxidante y actividades anti proliferativas; solo los aceites
esenciales de menta verde y la albahaca dulce demostraron citotoxicidad contra las

bacterias 9.

El estudio de Shahbazi, Shavisi, en el afio 2016 (Iran), realizaron la evaluacién de las
interacciones de los aceites esenciales de Ziziphora clinopodioides y Mentha spicata
con quitosano y ciprofloxacino contra patégenos comunes relacionados con los
alimentos (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium y Escherichia coli). Los componentes mas
abundantes del aceite esencial de M. spicata fueron la carvona (78.76%), el limoneno
(11.50%) y el B-bourbonene (11.23%). Los resultados del presente estudio, el aceite
esencial de Z. clinopodioides en combinacion con el aceite esencial de M. spicata y
el quitosano podrian considerarse potenciales antimicrobianos fuertes potenciales en

los productos alimenticios *°.

Golestan, Seyedyousefi , Kaboosi, Safari, en el afio 2016 (Ir&n), investigaron sobre
la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Mentha spicata y Mentha
aquatica (EO) se probo contra Staphylococcus aureus , Lactobacillus reuteri ,
Bifidobacterium animalis y Clostridium perfringens utilizando técnicas de difusion
en disco y en agar. Los resultados mostraron que M. spicata EO tuvo la actividad de

inhibicion mas alta contra los microorganismos estudiados *©.



Bayan, Kisek, en el afio 2018 (Turquia), investigaron sobre la composicion quimica
y la actividad antifungica y antibacteriana del aceite volatil de Mentha spicata. M.
spicata mostré que el componente principal era carvona (56,94%), seguido de
limoneno (11,63%), hidrato de sabino (7,04%) y cariofileno (4,06%). El aceite
volatil exhibié una actividad notable contra las cepas bacterianas seleccionadas de

Xanthomonas spp. 7.

Karaca, Demirci, en el afio 2018 (Boston), se realizo la siguiente investigacion sobre
la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Lavandula stoechas subsp.
stoechas y Mentha spicata que se utilizan para el tratamiento de la sinusitis. Los
principales componentes de los aceites de L. stoechas y M. spicata se determinaron
como alcanfor (46.7%) y carvona (60.6%), respectivamente. Los patdgenos
seleccionados Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
aureus, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis y Pseudomonas aeruginosa
usando difusion de agar in vitro, microdilucién y métodos de difusién de vapor.
Como resultado, fueron relativamente suaves antibacterianos (CIM in vitro 310-1250

ug / ml) en accion™®.

Horvath, Koscova, en el afio 2018 (Slovakia), Se comprobo los -efectos
antibacterianos de los aceites esenciales de Especie de Mentha con mentol contra
diferentes cepas de S. aureus. Se utilizaron dos métodos in vitro; el ensayo
cualitativo de difusion de disco y la concentracion inhibitoria minima cuantitativos

(MIC). Los aceites se disolvieron en DMSO. En base a los resultados determinados
9



mediante la prueba de difusion en disco de agar, el mas alto antibacteriano
propiedades se observaron en el aceite de menta verde contra S. aureus, donde la
zona de inhibicién variado en un rango de 35.67 £ 6.81 mm. Las concentraciones
mas bajas de aceites esenciales que poseia efectos inhibitorios sobre el crecimiento

de S. aureus variaron entre 0.125% y 0.25%."9).

Reafio, en el afio 2014 en la Universidad Nacional de Trujillo (Pert); Evaluo la
actividad antibacteriana in vitro de los extractos etanodlicos de Aloysia triphylla,
Rosmarinus officinalis, Mentha spicata, Portulaca oleracea y Taraxacum officinale,
sobre las bacterias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella. Se utilizé el
método de Kirby Bauer, se colocd 30 uL de la solucién del extracto vegetal de cada
una de las plantas en estudio a una concentracion de 10mg/mL. Los resultados
obtenidos se determind que los extractos a la concentracion de 10mg/mL, tuvieron

actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus ©%.

2.1. Bases Tedricas

Fitoterapia

Ciencia que se ocupa del tratamiento y la prevencién de enfermedades humanas por
medio de las plantas medicinales y los productos herbarios. Se estudia la capacidad
de curacion de las plantas o drogas vegetales, indicaciones, contraindicaciones, dosis

y tratamiento oportuno de administracion @Y.
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Plantas medicinales
Son todas las plantas que en uno 0 mas de sus Organos abarcan sustancias que
pueden ser empleadas con la finalidad terapéutica o que son precursores para la semi
sintesis quimico-farmacéutica Y.
Droga Vegetal
Es parte de la planta que se utiliza con fines terapéuticos, ya que contiene
compuestos quimicos capaces de ejercer una accién farmacoldgica. Por supuesto,
esta definicién no excluye que la droga puede ser compuesta de toda la planta;
representa la parte de la planta (seca o fresca) que contiene el mayor nimero de
principios activo @Y.
Principio Activo
Toda sustancia 0 mezcla de sustancias de diferente origen: humano, animal,
vegetal, mineral, microbioldgico, quimico o afines, a la cual contiene actividad
farmacoldgica especifica o que, sin poseerla la adquiera al ser administrada al
organismo V.
Aceite esencial
Son mezclas complejas de compuestos volatiles producidos por organismos vivos y
aislados por medios fisicos (presion y destilacion) a partir de una planta aromatica
entera 0 parte de ella. Estas componentes le brindan el aroma de las plantas y
tienen diversas funciones bioldgicas como ser mensajeros internos, como defensa

contra los herbivoros y para la polinizacién #2.

11



Mentha spicata L

Definicion

La menta es una hierba perenne, rastrera, con las ramas angulosas, lampifias o
ligeramente pubescentes, hojas opuestas, oblongas, de superficie rugosa y margen
aserrado, cortamente peciolada ©®.

Habitat

Planta nativa del Viejo Mundo y especialmente de la zona mediterranea,
ampliamente naturalizada en lugares soleados, requiere suelo medio profundo,
humifero, clima templado entre los 1500 - 2700 m.s.n.m ¥,

Descripcion Botanica

Es una planta herbacea y vivaz, con estolones y tallos ramificados, cuadrangulares,
pubescentes y erectos, que alcanzan hasta 70 cm de altura. Las hojas tienen la
superficie rugosa, de color verde brillante, son sésiles, opuestas, ovado-
lanceoladas, con el &pice acuminado y margen desigualmente dentado o aserrado,
miden de 4 a 6 cm de largo y de 3 a 5 cm de ancho. Tallos purplreos. Las
inflorescencias tienen la forma de espigas terminales de color blanco-violaceas,
cilindricas y poco densas 2.

Composicién Quimica

Presenta un aceite esencial que contiene mentol (50-86%), mentona, felandreno y
limoneno , carvona (67-80%), cineol, linalol, limoneno (13-20%), oOxido de

piperitona y Oxido de piperitenona, acetato de metilo, pulegona (1,18%),

monoterpenos  (camfeno, alcanfor, carvacrol, carveol, dihidrocarvona),

12



sesquiterpenos (cariofileno, copaeno, franeseno), esteroides, azlcares reductores,
aminas, flavonoides, leucoantocianidinas, quinonas, taninos, principios amargos.
Hojas: el analisis proximal de 100 g de hoja fresca contiene: agua (83 g), proteina
(4,8 g), grasa (0,6 g), carbohidratos (10 g), fibra (2,0), ceniza (1,6 g), calcio (200
mg), fésforo (80 mg), hierro (15,6), caroteno (1620 pg), tiamina (0,05 mg),
riboflavina (0,08 mg), niacina (0,4 mg) .

Propiedades Terapéuticas

Las hojas se usan para el tratamiento de enfermedades digestivas (diarrea,
dispepsia, flatulencia, gastralgia, nausea, vomito) por sus propiedades tonicas y
estimulantes estomacal, carminativa, antiespasmadica, antiparasitaria, antisépticas
y antiinflamatorias sobre el sistema respiratorio, antisépticas sobre la piel y
mucosas, antidismenorreica, antihipocondriaca y antihistaminica. También es
usado en reumatismo y neuralgia ©®.

Toxicidad

La Comunidad Europea el extracto fluido de Mentha spicata L. se puede clasificar
como no toxico, ya que tiene una DL50 mayor que 2000 mg/kg . El aceite esencial
de la menta puede producir nerviosismo e insomnio y también puede ocasionar

dermatitis de contacto .

Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus es un coco grampositivo, anaerobio, inmovil, no esporulante,

con actividad catalasa y coagulasa, mayormente se dispone en racimos irregulares
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semejantes a los de uvas. Es un microorganismo que vive en el medio ambiente y en
el ser humano principalmente en la piel y las mucosas®?.
Genoma de la bacteria
La medida que puede tener el genoma del staphylococcus aureus cambia en
relacion a la cepa secuenciada que puede ser alrededor de entre 2,742 y 3,043 Mb.
La comparacion de ambos genomas secuenciados evidencian que el 50% de
moléculas proteicas codificadas por el cromosoma de esta bacteria posee un alto
parecido con el genoma de la bacteria Bacillus subtilis; lo que nos indica que
ambas bacterias proceden de un mismo antepasado. EI ADN que forman dicho
nucleo o Core de esta bcateria contiene alrededor del 75 % del material genético y
estos se vinculan con el metabolismo céntrico y diferentes actividades primordiales
del staphylococcus aureus .
La peculiaridad notable del genoma de esta bacteria es la existencia de una gran
cantidad de componentes moviles como son los plasmidos, secuencias de insercion
y los transposones; ademés contiene los agentes de virulencia y la resistencia a los
diferentes antibidticos. El estudio de los plasmidos nos ha proporcionado aclarar
los procesos genéticos bacterianos ©.
Etiopatogenia
Los datos estadisticos nos refiere que alrededor del 20 y 50 % de los habitantes son
portadores de la bacteria de staphylococcus aureus y se encuentra en las fosas
nasales y el otro 30% estan en modo persistente en la piel y sistema

gastrointestinal; en el momento que las barreras de defensivas no estan ilesas; el

14



staphylococcus aureus puede ingresar a los érganos vitales y causar mucho dafios
irreparables en el ser humano. El contagio puede darse porque los mismos
pacientes tienen contacto con sus fosas nasales; el contagio entre pacientes del
hospital y también en la comunidad se da mediante la colonizacion de esta
bacteria®.

Para una mejor resistencia y colonizacion en el huésped todo los agentes de
virulencia deben poseer un sistema de comunicacion entre células; el cual es
denominado como quorum sensing (QS); el cual esta mediado por diminutas
moléculas proteicas elaboradas por las bacterias nombradas como autoinductoras y
también depende de los factores del ambiente que pueden activar una cantidad
grande de genes que engloban los agentes de virulencia ©.

Mecanismos de virulencia

Los Factores de virulencia

Moléculas de adhesion, son proteinas en su superficie que median la adherencia a
los tejidos del hospedero y comienzan la colonizacidn, produciendo una infeccion.
Tenemos:

Tenemos a la proteina de fibronectina (FnbpA y FnbpB), estas moléculas proteicas
intervienen en el acoplamiento de la bacteria a la fibronectina y cooperan a la
unién del staphylococcus aureus a los coagulos que se forman en la sangre y
también es los biomateriales; de esta manera la bacteria puede adherirse con mayor
firmeza a los trombos en condiciones casi o0 normales de la circulacion

sanguinea®.
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Consta de una molécula proteica denominada Cna su funcion es mediar la
adherencia bacteriana al colageno; dicha proteina es codificada por un gen
nombrado como gen cna, que se encuentra dentro de una isla de patogenicidad.
También se menciona investigaciones que manifiestan que esta molecula proteica
Cna es iddnea e imprescindible para logar la unién de este microorganismo al
fibrocartilago. Sin embargo el papel que realiza en las infecciones del sistema déseo

no ha sido del todo explicado >

También se menciona a la proteina A posee la disposicion de unirse a la fraccion
constante de la inmunoglobulina G e impedir que se realice los mecanismo de la
opsonizacién y la fagocitosis. No obstante, S aureus también posee la capacidad de

adherirse a superficies de biomateriales y subsecuentemente formar un biofilm .

El Biofilm se puede definir como una agrupacion sésil originada de bacterias o
microorganismos, estandarizadas por unidades celulares que estan asociadas al
medio en que se desarrollan o entre ellas; estdn unidas a una base de sustancias
proteicas fuera de la célula, y muestran los fenotipos desordenados con relacion a
su crecimiento, su genética y la elaboracién de protefnas ®.

Estos biofilms poseen ADN extracelular (eADN), y se ha establecido que le brinda
estabilidad estructural. Diferentes trabajos indican que los biofilms de S. aureus,
una vez implantados, se mantienen firmes frente a los tratamientos antimicrobianos

y a los mecanismos innatos del hospedero por eliminar al microorganismo. Es por

16



ello que se consideran los responsables de muchas infecciones recurrentes y

resistentes a la respuesta inmune del hospedero .

Enzimas extracelulares los Staphylococcus aureus son eficaces de elaborar y
segregar un conjunto de enzimas que participan en el desarrollo de la
infeccion.Aquellas enzimas son: la enzima catalasa es la que degrada al peroxido
de hidrogeno cuidando a la bacteria de ser fagocitada; esta contiene dos formas
denominadas coagulasa ligada y como coagulasa libre, ellas transforman el
fibringeno en fibrina ayudando a la creacion de abscesos y shock séptico .

La determinacion de la coagulasa libre es una prueba que hace unico al
staphylococcus aureus. La enzima hialuronidasa se encarga de hacer la degradacién
del &cido hialurénico posibilitando la dispersion de la infeccion y la enzima de
penicilinasa que también produce la bacteria de staphylococcus aureus inactiva a
la penicilina destruyendo el anillo B- lactamico ©°.

Toxinas citoliticas son las que conforman los poros de B-barril en la membrana
celular, produciendo la salida del contenido y finalmente la eliminacién de la
célula; estas toxinas citoliticas son la a-hemolisina, B-hemolisina, y-hemolisina,
leucocidina y la leucocidina PVL (Panton-Valen© ne)

EL gen hla es que codifica a la toxina alfa y esta se encuentra en el genoma en un
alto porcentaje. También tiene la cualidad de construir grandes complejos de
molécula proteica denominados poros celulares causando la lisis celular. La

hemolisina beta posee actividad esfingomielinasa, mientras que, la hemolisina
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gamma alcanza a destruir totalmente los hematies de los mamiferos y presentan
efecto frente a las células fagociticas como son los neutrofilos y macréfagos .Por
altimo el gen hld es el encargado de codificar a la toxina hemolisina delta se
encuentra en un 97 % del cromosoma de las bacterias de S. aureus y posee la
capacidad de lisar eritrocitos y tiene propiedades surfactante y formadora de
poros®®.

El S. aureus tiene toxinas con actividad superantigénica y son de tres tipos
Ilamadas toxinas pirdgenas superantigénica, la presencia de estas son la razén de
los sindromes toxigénicos; en segundo lugar tenemos a la toxina TSST-1 que es la
causa de la aparicion del sindrome del shock tdxico; y finalmente tenemos a las
toxinas termoestables denominadas enterotoxinas que toleran la inactivacion de las
enzimas proteasas .

Las toxinas exfoliativas son las responsables en el sindrome de la piel escaldada,
su mecanismo se desconoce, pero se menciona que la bacteria las fabrica en el
momento que ingresan al flujo sanguineo y; mediante la difusién desde los
capilares llegan a una area granulosa de la epidermis. Estas toxinas que ya se
encuentran en la epidermis se fusionan al péptido de la desmoglobina -1
posiblemente acttia como proteasas destruyendo la cohesién intercelular .
Inmunidad contra Staphylococcus aureus

El S. aureus es capaz de actuar en las 3 vias del sistema de complemento que son la
clasica, alterna y finalmente la de lectina; por lo tanto se menciona que dicho sistema

es ineficiente para eliminar dicha bacteria, siendo necesario la activacion de los
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neutrofilos; ellos distinguen a los &cidos teicoicos y el peptidoglicano de estas
bacterias a través de los receptores tipo Toll-2. Se avisto que esta bacteria produce
una transformacion en los neutréfilos mientras se unen, modificando la expresion
de las moléculas proteicas y originandose un estrés oxidativo para causar una
degradacion celular permitiendo su supervivencia intracelular ©.

Cuando se desarrolla una infeccion los neutrdfilos actuan movilizando a los
leucocitos al lugar de la infeccion, también el sistema de complemento tiene un rol
muy importante en el sistema inmune innata del ser humano, involucrando todas sus
funciones de esta inmunidad en contra del patégeno ©.

La bacterias Gram positivas como el staphylococcus aureus tienen en la superficie
de la pared celular una moléculas proteicas que se encargan de inhibir los
mecanismos de defensa del sistema de complemento como es la fagocitosis y la
opsonizacién. La proteina A de la pared celular de la bacteria bloquea a los
receptores de las inmunoglobulinas y la identificacion del complemento mediante la
adaptacion en la porcion de la Fraccion constante de las inmunoglobulinas IgG.
Estos factores promueven su supervivencia en el huésped y favorecen a su
patogénesis, evitando ser destruido por las células de defensa del sistema
inmunolégico propio del individuo ©.

Infeccion bacteriana

El término infeccion es la presencia y proliferacion de gérmenes en el
cuerpo®”.Muchas de estas infecciones son causadas por la bacteria Gram positiva de

S. aureus que se ocasionan por heridas cutaneas, quirdargicas que benefician a la
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insercion de la bacteria desde la epidermis hasta muchos de los tejidos y 6rganos
principales, produciendo supuraciones y abscesos. Por su amplia variabilidad, puede
ocasionar muchas afecciones graves, infecciones agudas de los tegumentos y pueden
originar infecciones invasoras muy graves ©.

Etapas de la Infeccidn por staphylococcus aureus

Periodo de incubacion: El periodo de incubacion para las infecciones de S. aureus en
personas es variante. La intoxicacion estafilocdcica alimentaria por lo general su
periodo de incubacion puede variar desde 30 minutos hasta ocho horas “°.

Periodo de estado: Muchos casos clinicos se hacen evidentes en 4 a 10 dias, la
colonizacién asintomatica es comun y logra producir la enfermedad hasta varios
meses posteriormente de la colonizacion ©°.

Periodo final o terminal: Esta enfermedad es auto limitante y la mayor cantidad de
las personas se recuperan en 1 a 3 dias, aunque a algunas les lleva més tiempo®®®.
Mecanismo de accion de Mentha spicata frente Staphylococcus aureus

Los aceite esencial tienen importante propiedades antimicrobianas que no atribuyen a
un mecanismo especificos; sin embargo existente algunos sitios de accion en la
célula en donde puede presentarse efectos como dafios en la membrana
citoplasmatica y por con siguiente muerte celular ®®. Estudios realizados han
demostrado que el aceite esencial Mentha spicata a la concentracion de 10mg/mL,

tuvieron actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus ?9.
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Los componentes de los aceites esenciales podrian ejercer actividad antibacteriana
por interferir a nivel celular especialmente en la membrana causando salida excesiva
de los constituyentes celulares ?9.

Destruyéndose el sistema de enzimas presentando dafio mitocondrial y alteracion de
respiracion bacteriana, cuando se trata de concentraciones bajas de los aceites
esenciales; mientras que a altas concentraciones provocarian dafios severos de los
componentes estructurales de la célula bacteriana, como la pérdida de homedstasis o
inactivando o destruyendo el material genético, dando lugar a la muerte celular ©°.
Los terpenos tienen diferentes bioatividades, presentando actividad contra los
microorganismos. El mecanismo de accion contra los mismos ain no esta totalmente
entendido, pero se cree que esta relacionado con la rotura de la membrana por los
componentes lipofilicos 9.

Estudios nos explican que los componente fitoquimicos de la Mentha spicata como
es el carvacrol aumenta la fluidez de la membrana y causa fuga de protones e iones
de potasio, lo que resulta en un colapso del potencial de membrana y la inhibicion de
la sintesis del ATP y también nos indican que el mentol presenta un efecto
“antiplasmid” (secuencia extracromosomica de ADN que no puede ser compartida

entre los patdgenos); esta accién permite interrumpir la eficiencia de la célula ©V.
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I11.HIPOTESIS

Ho: EIl aceite esencial de hojas de Mentha spicata (Menta) no tiene efecto
antibacteriano frente a Staphylococcus aureus.

H1: El aceite esencial de hojas de Mentha spicata (Menta) tiene efecto

antibacteriano frente a Staphylococcus aureus.
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IV.METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1. Disefio de la Investigacion

El trabajo de investigacion consta de 4 grupos conformados por 7 placas Petri cada
grupo teniendo el siguiente orden un control negativo, control estdndar y 2 grupos
experimentales con diferentes concentraciones de aceite esencial descritos a
continuacion:

Control negativo:

Conformado por 07 placas con cultivos de Staphylococcus aureus y con 4 discos por
placa conteniendo el solvente de diluciéon del aceite esencial (dimetil sulféxido -
DMSO al 10%), se incubo por un tiempo de 24 horas a temperatura de 37 °C,
transcurrido el tiempo determinado se realiz6 la lectura de los halos de inhibicion
Control estandar farmacologico:

Conformado por 07 placas con cultivos de Staphylococcus aureus y con 4 discos del
ciprofloxacino de 5ug por placa, se incubo por un tiempo de 24 horas a temperatura
de 37 °C, transcurrido el tiempo determinado se realizé la lectura de los halos de
inhibicion.

El 90% de S. aureus aislados producen las enzimas de betalactamasas que son la
causa primordial que las penicilinas pierdan su actividad farmacoldgica. Si se
presenta un gran aumento de poblacion bacteriana rapidamente permite que gran

32)

cantidad considerable de antibiético se inactive 2. Es por ello que se tiene la

necesidad de usar el ciprofloxacino que es un antibidtico sintético de segunda
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generacion que actGa en la inhibicion de la topoisomerasa IV y la DNA-girasa
bacterianas®?.

Control experimental N°1:

Conformado por 07 placas con cultivos de Staphylococcus aureus y con 4 discos por
placa con 25 pul conteniendo el solvente de dilucion del aceite esencial de Mentha
spicata al 45% v/v (dimetil sulféxido - DMSO al 10% + aceite esencial), se incubo
por un tiempo de 24 horas a temperatura de 37 °C, transcurrido el tiempo
determinado se realizd la lectura de los halos de inhibicion.

Control experimental N°2:

Conformado por 07 placas con cultivos de Staphylococcus aureus y con 4 discos por
placa con 25 pul conteniendo el solvente de dilucion del aceite esencial de Mentha
spicata al 75% v/v (dimetil sulféxido - DMSO al 10% + aceite esencial), se incubo
por un tiempo de 24 horas a temperatura de 37 °C, transcurrido el tiempo

determinado se realizd la lectura de los halos de inhibicién.
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DISENO DE LA
INVESTIGACION ™

Esquema del disefio de la investigacion

Cepas de
Staphylococcus aureus
atcc 25923

Control negativo

dimetil sulféxido -

e F

DMSO al 10%
Cepasde
Staphylococcus aureus
atcc 25923
Control estandar B
: Aqi Discos de
Tipo 4 grupos cada farmacolégico ] A
Experimental, uno con 7 J ciprofloxacino de
Observacional , 1 placas Sug
nlvsl 2’;&:;3;”0 Y cada placa ‘
cuantitativo S 4 discos ) Cepasde
y Staphylococcus aureus
atcc 25923

Grupo experimental
1

- F

Aceite esencial 45%
+ DMSO 10%

Cepasde
Grupo experimental Staphylococcus aureus
2 atcc 25923

-
r

Aceite esencial 75%
+ DMSO 10%
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4.2. Poblacion y Muestra
Poblacion Microbioldgica:
Cepas de bacterias Gram positivas staphylococcus aureus atcc 25923 fueron
obtenidas del laboratorio Microbiologics.
Criterios de inclusion
¢+ Cepa de bacteriana de staphylococcus aureus viable
Criterios de exclusion
+¢+ Cepa de bacteriana que estén contaminadas
Poblacion vegetal:
Planta de Mentha spicata crece en el Distrito de Pacanga provincia de Chepén,
Departamento La Libertad situada a una altitud 82 msnm.
Muestra vegetal:
Se recolectaron 4000 g de hoja verde de Mentha spicata para la extraccion del
Aceite esencial.
Criterios de inclusion
¢+ Se recolectaron hojas verdes de menta del Distrito de Pacanga
% Las hojas deberan estar en buenas condiciones sin presentar alteracion en su
estructura morfoldgica
Criterios de exclusion

+ Las plantas de menta que hayan sido fumigadas con una semana de anterioridad
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4.3. Definicion y operacionalizacion de las variables

Variables Definicion Conceptual  Definicidon Indicadores Escala de Medicién
Operacional

Variable Conjunto de Se utilizé 2 Aceite esencial de Variable Cualitativa

Independiente componentes  volatiles concentraciones Mentha spicata al 45%  Nominal

Aceite esencial de hojas de Mentha spicata

Aceite  esencial de

de Mentha spicata contenidos en un
(Menta). solvente (DMSO  10%) Mentha spicata 75%
gue un tienen efecto
inhibitorio en
bacterias®".
Es la inhibicion del
Variable Dependiente  crecimiento bacteriano 0  Se determiné a través de Diametro del halo de Variable Cuantitativa
Efecto antibacteriano del de cualquier los halos de inhibicién inhibiciéon mm de razon.

aceite esencial in vitro
frente a Staphylococcus
aureus

microorganismo;

produciendo dafio
celular a nivel de la
pared, membrana celular

de los agentes patdgenos
(31

(milimetros)
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Variable independiente:

Aceite esencial. Los aceites esenciales son un conjunto de componentes volatiles con
caracteristicas aromaticas que estan conformados por compuestos quimicos; que se
encuentran presentes en las plantas, los cuales son extraidos por la técnica de
destilacion; su caracteristica fisica y quimicas son liquidos y liposoluble que son
obtenidos como el producto final del metabolismo secundario de las plantas y
demuestran tener efecto inhibitorio en las bacterias o microorganismos ©%.

Variable dependiente:

Efecto antibacteriano. Es la inhibicion del crecimiento bacteriano o de cualquier
microorganismo; produciendo dafio celular a nivel de la pared, membrana celular de
los agentes patdgenos &,

4.4. Técnicas e Instrumentos

Material vegetal y obtencion del aceite esencial:

Mentha spicata (Menta) es cultivada en la costa Libertefia de la provincia de Chepén,
Distrito Pacanga. Para obtencion del aceite esencial de menta, primero se deshojo,
luego se pesd 4000g, seguidamente se lavo. Esto se realiz6 por hidrodestilacién que
es una técnica de destilacion directa, para lo cual se utiliz6 las hojas frescas.

Se agregd en el balén de 2000 ml modelo GLASSCO NS 29/32, 500 g de muestra
vegetal fresca partida en trozos pequerios, se afiadié agua destilada hasta la mitad del
balon y se coloco cuerpos de ebullicion. Se monté el balén en su manta de

calefaccion marca ISOLAB, modelo 450W 220 V/ 50 Hz y se sostuvo con unas

28



pinzas; se colocé cuidadosamente el equipo de Clevenger marca INNOVADORA, se
sostuvo con otras pinzas la boca que llevo el refrigerante ©°.

Se anexo las mangueras al refrigerante, se conectd la canastilla al reostato y se
comenz0 a calentar cuidadosamente hasta la ebullicion, hasta precisar un reflujo
adecuado. EIl aceite se fue separando en la bureta de la trampa y se suspendié el
reflujo cuando se obtuvo la cantidad suficiente (0.25 ml de aceite), se recogio en un
vaso de precipitacion pequefio. Este procedimiento se realizd por 8 veces seguidas
obteniendo un rendimiento total de 2 ml de aceite esencial y se almacend en un
frasco ambar a una temperatura de 4°C ©9,

Dilucion del Dimetil Sulféxido (DMSO) al 10%

Se utiliz6 500 ul de DMSO y se agregd 4500 ul de agua destilada.

Dilucion del aceite esencial de Mentha spicata al 45%

Un 1 ml de aceite esencial de Mentha spicata es el 100%, para obtener la
concentracion del aceite esencial al 45% se utiliz6 0.45 ml. Se necesit6 un volumen
total de 700 ul (315 pl de aceite esencial de Menta spicata al 45% + 385 ul de DMSO
10%) para el grupo de experimentacion conformado por 7 placas conteniendo 4
discos cada uno. Se administr6 a cada disco 25 ul (11.25 ul de aceite esencial al 45%
+13.75 pl de DMSO 10%)

Dilucion del aceite esencial de Mentha spicata al 75%

Un 1 ml de aceite esencial de Mentha spicata es el 100%, para obtener la

concentracion del aceite esencial al 75% se utilizd 0.75 ml. Se necesité un volumen

total de 700 ul (525 pl de aceite esencial de menta spicata al 75% + 175 ul de DMSO
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10%) para el grupo de experimentacion conformado por 7 placas conteniendo 4
discos cada uno. Se administr6 a cada disco 25 pl (18.75 pl de aceite esencial al 75%
+6.25 ul de DMSO 10%)

Material bacteriano:

La cepa Staphylococcus aureus fueron obtenidas del laboratorio de Microbiologics,
se sembr6 en un medio de cultivo Agar Muller-Hinton (laboratorio de MERK
MILLIPORE) y DMSO al 10% mas ciprofloxacino ©®.

Meétodo de difusion de discos

El método mas utilizado en la evaluacion de la actividad antimicrobiana es el ensayo
Kirby — Bauer. Los discos empleados fueron impregnados del aceite esencial de
Mentha spicata en diferentes concentraciones para colocarlas en cada placa a una
distancia establecida. Al ser sometidos a un grado de incubacion de 37°C en 24 h,
para Staphylococcus aureus, el aceite esencial difundidé radialmente desde el disco a
través del agar, el cual la concentracién disminuyo al extenderse y alejarse desde el
punto de disco. Llego a un punto en que el aceite esencial con actividad
antibacteriana no ejercera dicho efecto frente a la cepa. Se medié el diametro del
area de inhibicion alrededor del disco, se pudo clasificar en diferentes categorias de
sensible, intermedio o resistente (S, 1 o R). ®** Segin especificaciones de la
Asociacion Argentina de Fitomedicina, frente a Resultados teoricos de la

Concentracién Minima Inhibitoria son ¢
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POSITIVO Si el radio del halo es mayo a 9mm

( Didmetro mayor a 18 mm)

Si el radio del halo es de 6-9 mm
(Didmetro entre 12-18)

ACTIVIDAD INTERMEDIA

NEGATIVO Si el radio del halo es inferior a 6mm
(SIN ACTIVIDAD) (Didmetro inferior a 12 mm)

Se utilizo discos de ciprofloxacino (5 ug) para el control positivo. Para los azoles, la
CMI mas baja es de (> 50%) efecto antibacteriano, reduciendo el crecimiento control
después de 24h ©7.

Preparacion de Nefelébmetro: Preparacion de la suspension estandar de turbidez
0,5 de McFarland

Los pasos para la preparacion son los siguientes, agregar 0.5ml de una solucién de
BaCl, 0.048M a 99.5mL a una solucion de H2SO4 0.18M generando asi una
suspension de sulfato de bario; en un tubo de ensayo se distribuyd parte de la
suspension aproximado al volumen del inéculo ©°.

Preparacion del medio de cultivo:

Para el cultivo de bacterias, el medio adecuado para su crecimiento es el agar Muller-
Hinton. La composicion del medio de cultivo, Agar Muller-Hinton (Caseina acida
hidrolizada 17.5¢/L, Pasta de extracto de corazon 5.0g/L, almidén 1.5g/L, Agar
12.0g/L.). Para la preparacion se procedio a pesar 34g del medio deshidratado en un

litro de agua destilada y se ajustara aun pH 7.4.
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Luego se dejé embeber de 10 a 15 minutos, se comenzo a calentar con agitacion
fuerte y constante y se llevo a hervir durante 1 minuto. A continuacion, se procedié a
esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos, se dejo enfriar hasta que llego6 a
una temperatura entre 45°-50°C y se procedio a distribuir de 25 a 30 ml en las placas
Petri, de manera que el grosor del agar en la placa sea de 4 mm. ©7.

Preparacion del inéculo para Staphylococcus aureus:

De una placa de cultivo con agar no selectivo e incubada por 18-24horas, con ayuda
de un hisopo estéril, se seleccionan colonias aisladas y se prepara una suspension
directa en solucion salina. La suspension debe ser inmediatamente ajustada a la escala
0.5 de Mc. Farland. Esta solucion tendrd una concentracion de 1x108 - 5x108
UFC/ml. @7,

Siembra de la muestra:

Se utiliz6 un asa bacterioldgica o un hisopo estéril, luego sumergié en la solucién
preparada para coger Staphylococcus aureus. Se colocé el aplicador por encima del
nivel del contenido o la muestra del tubo y se giréd por las paredes del mismo para
remover el exceso del inéculo 7.

En la superficie de la placa con el medio de cultivo, se sembrd el in6culo de manera
uniforme. La siembra se realiz6 en 3 direcciones evitando el exceso. Se dejé la placa
tapada entre 5a 10 minutos para que la superficie del medio se seque 7.

Despueés del sembrado de la bacteria en estudio, se coloco los discos en la superficie
del agar dentro de la placa usando pinzas estériles, se presiono los discos suavemente

sobre el medio de cultivo para asegurar la adherencia al medio y el contacto sea
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uniforme. En la superficie de la placa se afiadié 4 discos en la periferia, con una
medida de 2 cm de distancia entre disco y disco, para evitar que el halo de
inhibicion quede sobrepuesto 7.

Incubacion:

Se incubaron las placas en posicion invertida a 35°C, durante 24 horas. Luego se

prosiguio con la medicion de los diametros de los halos de inhibicion alrededor de

cada disco después del tiempo a los que estén expuestos, en 24 horas 7.

Recoleccion de datos:

Se realiz6 mediante observacion directa de los resultados de la experimentacion:
Medicién de los halos de inhibicion formados por la aplicacion de los discos
embebidos con el aceite esencial a diferentes concentraciones

4.5. Plan de Analisis

Los resultados fueron sometidos a pruebas paramétrica como son ANOVA para
variables cuantitativas, a un 95% de confianza (a< 0.05) y un error del 5% y a la

prueba de T-STUDENT. Se utiliz6 el Paquete estadistico SPSS v 22.1
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4.6. Matriz de Consistencia

Titulo de la Formulacion del Objetivos Hipotesis Tipo de la variables Definicion Indicadores y Plan de
investigacion problema investigacion 'y operacional  escala de andlisis
disefio medicion
Efecto ¢El aceite  Objetivo General: Hipdtesis
antibacteriano esencial de <Demostrar el efecto alternativa: El
in vitro del hojas de antibacteriana in vitro del aceite esencial Concentracion  pos
aceite esencial Mentha spicata aceite esencial de hojas de de hojas de Variable del aceite  concentraciones
de hojas de (Menta) tendrd& Mentha spicata (Menta) Mentha spicata independiente esencial VIV del
Mentha spicata efe_cto _ frente a Staphylococcus (Menta) tiene Aceite esencial de_ Mentha  aceite esencial
(Menta) frente a  antibacteriano aureus. efecto hoi de Spicata de
Staphylococcus  frente a Obijetivos Especificos: antibacteriano de ojas ~ de al 45%y 75%  hoias de Prueba
aureus Staphylococcus  Determinar el  efecto sobre Mentha - spicata Ménthas icata estadistica
aureus? antibacteriano  in  vitro Staphylococcus (Menta) de 45% yp75% ANOVA vy
Mentha spicata (Menta) aureus. TIPO: variable -
por medio del método de experimental, cualitativa STUDENT
susceptibilidad Kiroy- Observacional )
Bauer frente a Hipotesis nula: _ ) nominal
Staphylococcus aureus a El aceite NIVEL: zi/analgl_e
Las concentraciones del esencial de explicativo ependiente
45% y 75%. ho_jas de Mentha ENFOQUE Efecto Se determiné
spicata (Menta) - cuantitativo. antibacteriano in mediante el
Comparar el  efecto NoO tiene efecto vitto frente a diametro  del mm
antibacteriano in vitro del antibacteriano Staphylococcus ~ halo de (milimetros)
aceite esencial de hojas I;rentﬁl aureus inhibicion  del .
Mentha spicata (Menta) a o oy oo crecimiento Variable
_ aureus. cuantitativa de
las concentraciones del raz6n
45% y 75% y
ciprofloxacino frente a

Staphylococcus aureus
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4.7. Principios Eticos

La presente investigacion fue realizada teniendo en cuenta los protocolos de
bioseguridad en la manipulacién microbiologica. Las cepas de staphylococcus aureus
se les acondiciono el medio cultivo , los nutrientes y la temperatura adecuada para su
crecimiento , normativizados en el Manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion reglamentada por el
Instituto Nacional de Salud (INS) del Perd.

Se respetd  correctamente las normas de bioseguridad dentro y fuera del
laboratorio.Conforme lo establecido en los principios que rigen la actividad
investigadora de la UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE CHIMBOTE,
donde nos menciona que las investigaciones se realizaran previa evaluacion de los
beneficios y los riesgos posibles, tanto para el medio ambiente y las personas

responsables en la ejecucion del trabajo ©®.
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V. RESULTADOS
Tabla 01: Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de Mentha spicata

(Menta) a concentraciones de 45% y 75 % frente a Staphylococcus aureus

Promedio + Desviacion ANOVA
GRUPO Estandar del diametro de halos _

de inhibicion en “mm?” Sig. (P)
Dimetilsulfoxido 10 % 6.00+0.00
Es_tandar Fal_’macologlco 99 06+0.39
(Ciprofloxacino 5 pg)
Aceite esencial de Mentha 17.06+0.25 0.000
spicata al 45 % R
Aceite esencial de Mentha 93.00+0.31

spicata al 75 %

P=0.000 < 0.05. Son estadisticamente significativos, se acepta la hipdtesis alternativa y
se rechaza la hipétesis nula.

Fuentes: Paquete Estadistico SPSS 22.0, datos obtenidos en la investigacion
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Tabla 02: Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas
de Mentha spicata (Menta) a concentracion de 45%, 75% vy ciprofloxacino frente a

Staphylococcus aureus

GRUPOS SIgﬂIflCinCIa
(p)

Aceite esencial Mentha spicata al 45% Vs
Ciprofloxacino 0.008
Aceite esencial Mentha spicata al 75% Vs
Ciprofloxacino 0.094

Aceite esencial Mentha spicata al 45% Vs 75% 0.000

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

Fuentes: Paquete estadistico SPSS 22.0, datos obtenidos en la investigacion

37



5.1. Analisis de Resultados

El presente estudio de investigacion es de tipo experimental “in vitro” fue disefiado
para demostrar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Mentha spicata
(MENTA) frente a las cepas de staphylococcus aureus atcc 25923 utilizando como
patron comparativo los discos de antibidticos de ciprofloxacino de 5 ug/disco. Se

realizd las concentraciones de estudio al 45 % y 75 %.

El promedio de los halos de inhibicion fueron de 17.06 mm y de 23.90 mm que
pertenecen a las concentraciones del 45% y 75% del aceite esencial de las hojas de

Mentha spicata sobre staphylococcus aureus.

En la tabla N 01, se elabord el Analisis de Varianza (ANOVA) para la comparacion
de los grupos de trabajo aqui se observd que presenta un valor de significancia de
0.000 demostrando que existe diferencia estadistica altamente significativa, entre los
Grupos de experimentacion en los que se administrd el aceites esencial de Mentha
Spicata (Menta) en las concentraciones del 45% y 75% es decir se Acepta la
Hipotesis Alternativa : El aceite esencial de Mentha Spicata (Menta) tiene efecto

antibacteriano frente a las cepas de staphylococcus aureus.

En la tabla N 02, se utilizd la prueba estadistica de T — STUDENT, donde se comparo
el aceite esencial de las hojas de Mentha spicata a concentraciones del 45% y 75 %

frente al ciprofloxacino, donde nos indica que en la concentracion del 45% del aceite
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esencial de Mentha spicata presenta diferencias estadisticamente significativas con
respecto al ciprofloxacino y al 75% del aceite esencial de Mentha spicata no presenta
valores estadisticos altamente significativos con respecto al ciprofloxacino , se podria

decir que tienen el mismo efecto antibacteriano frente a los Staphylococcus aureus.

En las concentraciones del 45% y 75% del aceite esencial de Mentha spicata si
presentan valores estadisticos altamente significativos lo que indica que el aceite
esencial de Mentha spicata a la concentracion del 75% presenté mayor efecto

antibacteriano.

Esta investigacion se asemeja a mucho al estudio realizado por Shahbazi, donde nos
refieren que el aceite esencial de Mentha spicata tiene efecto antibacteriano frente a
las bacterias Gram positivas mostrando un halo de inhibicién de 22 mm “¥; con
respecto a este de trabajo de investigacion se trabajo con concentracion de 45% y
75% obteniendo un promedio de halo de inhibicién de 17.06 mm y 23.90 mm

respectivamente.

Asimismo Fitsiou et al. en el afio 2016 realiz6 un estudio sobre el analisis de los
componentes volatiles de la Mentha spicata y otras especies, donde nos refiere que el
mayor componente es la carvona con un porcentaje del 85.4% brindandole el efecto

antimicrobiano frente a las bacterias @,
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En el estudio realizado por Golestan et al. nos indica que el aceite esencial de
Mentha spicata y Mentha aquatica tiene efecto antibacteriano frente a diversas
bacterias Gram positivas como es staphylococcus aureus ; al igual que el presente
trabajo se utilizé el método de kirby- Bauer y los resultados obtenidos muestran el

efecto antibacteriano que tiene el aceite esencial "

Citamos a Reafio donde nos refiere que también evalud el efecto antibacteriano de
Mentha spicata frente a Staphylococcus aureus utilizando el mismo método de
investigacion y nos confirma que si presenta efecto antibacteriano frente a esta cepa
de S. aureus y sus resultados obtenidos fueron analizados por ANOVA y T-

STUDENT mostrando significancia @Y.

Otros estudios como el de Shahbazi, Shavisi, se basaron en identificar que
componentes del aceite esencial le confiere el efecto antibacteriano mencionandonos
que el més abundante es la carvona (78.76%), el limoneno (11.50%) y el B-

bourbonene (11.23%) y posiblemente se debe a estos su efecto antibacteriano “®.

El mecanismo de accidn del efecto antibacteriano que presenta los metabolitos de
Mentha spicata aun no ha sido claramente determinados pero como se menciona en
los estudios anteriores que posiblemente el afecto antibacteriano del aceite esencial de
Mentha spicata se debe a la carvona que es un monoterpeno, que esta relacionado

con la rotura de la membrana por los componentes lipofilicos .
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Otro estudios nos explican que los componente fitoquimicos de la Mentha spicata
como es el carvacrol aumenta la fluidez de la membrana y causa fuga de protones e
iones de potasio, lo que resulta en un colapso del potencial de membrana y la
inhibicidn de la sintesis del ATP y también nos indican que el mentol presenta un

efecto “antiplasmid” esta accion permite interrumpir la eficiencia de la célula 32)

Un aspecto importante del presente estudio, es que en la revision bibliografica no se
han identificado estudios anteriores relacionados al efecto antibacteriano del aceite
esencial de hojas Mentha spicata frente a Staphylococcus aureus, contribuyéndose
de esta manera a dar como aporte que el aceite esencial de hojas de Mentha spicata

tiene efecto antibacteriano “in vitro” sobre dicha bacteria.
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VI. CONCLUSIONES

« EIl aceite esencial de hojas de Mentha spicata a concentracion del 45% y 75%
presentan efecto antibacteriano frente a las cepas de Staphylococcus aureus.

+«+ Efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de M. spicata al 45% comparado
con Ciprofloxacino presenta diferencia significativa; en tanto que el efecto
antibacteriano del aceite esencial al 75% con Ciprofloxacino presenta similar

efecto.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

X4

X/

X/
*

X/
L X4

Se recomienda utilizar mayor cantidad de hojas de menta para obtener mayor
obtencion de aceite esencial.

Recomienda realizar nuevos estudios comparativos con antibiéticos indicados
para combatir infecciones producidas por estafilococo aureus.

Recomienda realizar la extraccién con hoja seca para comparar el rendimiento de
la extraccion del aceite esencial de Mentha spicata

Recomienda realizar estudios in vivo preclinico para comprobar si se obtiene

resultados similares con el estudio in vitro.
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ANEXOS
Anexo 01:

Tabla 3: PRUEBA DE CHAPIRO — WILKS PARA DETERMINAL LA

NORMALIDAD DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Pruebas de normalidad(b)

GRUPO Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
H24  ESTANDAR 0631 : 0010
EXPOL 0.903 7 0.035
EXP02
0.927 7 0.024

Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a) Correccion de la significacion de Lilliefors

b) H24 es una constante cuando GRUPO = NEGATIVO y se ha desestimado.

FUENTE: PAQUETE ESTADISTICO SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS

OBTENIDOS EN LA INVESTIGACION
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Anexo 02

Tabla 4: PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS ENTRE LOS

GRUPOS ESTUDIADOS UTILIZANDO ESTADISTICO DE LEVENE

Prueba de homogeneidad de varianzas

H24

Estadistico de Levene

gll

gl2

Sig.

7.555

24

0.001

FUENTE: PAQUETE ESTADISTICO SPSS 220 SOBRE LOS DATOS

OBTENIDOS EN LA INVESTIGACION
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Anexo 03

Tabla 5: DATOS VALIDOS SEGUN CRITERIO DE NORMALIDAD

Resumen del procesamiento de los casos

CASOS
Vélidos

Perdidos Total

GRUPO N Porcentaje | N Porcentaje N Porcentaje
H24 NEGATIVO 7 100.0% 0 0.0% 7 100.0%

ESTANDAR 7 100.0% 0 0.0% 7 100.0%
EXPO1 7 100.0% 0 0.0% 7 100.0%
EXP02 7 100.0% 0 0.0% 7 100.0%

FUENTE: PAQUETE ESTADISTICO SPSS 22.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDOS

EN LA INVESTIGACION
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ANEXO 04

CERTIFICACION DE LAS BACTERIAS DE STAPHYLOCOCUS AUREUS
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Anexo 05

Mentha spicata (Menta)
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ANEXO 06

CERTIFICACION DE LA PLANTA
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Anexo 07

PROCEDIMIENTO

[ RECOLECCION DE LA PLANTA }

Fuente fotografica propia

[ Pesar las hojas de menta }

Extraccién del aceite esencial con el

equipo de clevenger




Fuente fotogréafica propia
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MEDICACION DE LOS HALOS

Materiales: vernier

:

Fuente fotografica propia
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