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Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare, como
coadyuvante en el cemento Endoseal y el cemento Apexit Plus frente al Enterococcus faecalis
ATCC 29212. Método: el estudio fue de tipo experimental, prospectivo, longitudinal y
comparativo, para determinar el efecto antibacteriano se cultivé cepas de Enterococcus faecalis
ATCC 29212 en 54 placas Petri con agar Mueller Hinton, dividas en tres grupos, donde se
utilizé el aceite esencial de Origanum vulgare en concentraciones de 100%, 75% y 50%,
cemento Endoseal y Apexit Plus, y las mezclas de cada cemento con las diferentes
concentraciones de aceite esencial, los halos fueron medidos a las 24 horas. Resultados: Los
promedios de halos de inhibicién obtenidos a las 24 horas, fueron los siguientes: Al usar solo
el aceite esencial de Origanum vulgare al 100% de concentracion se obtuvo 26.87+5.9mm, al
75% se obtuvo 19.75£5.9 mm, y al 50% se obtuvo 11.99+2.16 mm, en la mezcla de aceite
esencial de Origanum vulgare al 100% con Apexit Plus se obtuvo 15.67+1.75 mm y con
Endoseal se obtuvo 15.53+2 mm. Conclusion: Las tres concentraciones de aceite esencial de
Origanum vulgare utilizadas demostraron actividad antibacteriana, siendo la concentracion al
100% quién presento los halos de inhibicién de mayor didmetro, asimismo, al utilizar el aceite
esencial de Origanum vulgare como coadyuvante a los cementos endodonticos, la
concentracion al 100% fue el que produjo mayor aumento de didmetro en los halos de
inhibicion.

Palabras clave: aceite esencial, antibacteriano, cemento endodontico, Enterococcus

faecalis.
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Abstract
Objective: To evaluate the antibacterial effect of essential oil of Origanum vulgare, as
adjuvant between Endoseal cement and Apexit Plus cement against to Enterococcus faecalis
ATCC 29212. Method: the study was experimental, prospective, longitudinal and
comparative, to determine the antibacterial effect strains of Enterococcus Faecalis were
cultivated in 54 petri dishes, divided in three groups where the essential oil was used in
concentrations of 100%, 75% y 50%, Endoseal and Apexit Plus cement y both mixed with the
different concentrations of essential oil, the halos were measured at 24 hours. Results: The
average inhibition halos obtained after 24 hours were: using only the essential oil at 100% was
26.87+5.9mm, 75% was 19.75+5.9 mm, at 50% was 11.99+2.16 mm, mixing the essential oil
at 100% and Apexit Plus was 15.67+1.75 mm and with Endoseal was 15.53+2 mm.
Conclusion: the three concentrations of essential oil of Origanum vulgare utilized shown
antibacterial effect, being concentration at 100% the one that presented the largest inhibition
halos diameter, likewise, when using the essential oil of Origanum vulgare as adjuvant to the
endodontic cements, the concentration at 100% was the one that produced larger inhibition

halos diameter.

Key words: essential oil, antibacterial, endodontic cement, Enterococcus faecalis.



I Introduccion

La posibilidad de un fracaso post tratamiento de conducto siempre esta latente, debido
a ello, existe la necesidad de advertir las propiedades terapéuticas de los productos con los que
se trabaja, siendo asi, es importante conocer el efecto antibacteriano de los cementos
endododnticos utilizados en la practica diaria de la profesion, cuanto mas, si el cemento
endododntico es usado en la etapa final del tratamiento de conducto, Ilamado obturacion,
teniendo un papel fundamental ya que, es aquel material que cumple la funcion de union entre
el material de obturacion y la pared del conducto radicular, y asimismo, rellenar los conductos
laterales y/o accesorios existentes (Cohen et al., 2011); es crucial la propiedad bactericida de
los cementos endodonticos a fin de asegurar el éxito terapéutico (Ferrer et al., 2014), ya que,
se estarian disminuyendo las causas de posibles fracasos post tratamiento de conducto
(Negroni, 2009), aunado a ello, es importante conocer alternativas coadyuvantes a los cementos
endoddnticos, los cuales podrian potenciar el efecto antibacteriano de los materiales existentes,
para que posteriormente, sean la base de elaboracion de nuevos cementos endoddnticos con
sustancias poco conocidas pero con grandes beneficios terapéuticos. EXxiste poca evidencia
cientifica sobre el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare, por tal
motivo, el presente estudio pretende demostrar el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Origanum vulgare, como coadyuvante en el cemento Endoseal y el cemento Apexit Plus frente
al Enterococcus faecalis ATCC 29212, para obtener mejores resultados en los tratamientos

endoddnticos que se realizan en la préactica profesional.

1.1  Descripcion y formulacion del problema
Los cementos endodonticos tienen un papel fundamental, ya que son el elemento final

que tiene contacto directo con los microorganismos que no se eliminaron en los pasos



anteriores del tratamiento de conducto, es por ello su importancia y la necesidad de una eleccion
correcta.

En el mercado existen diversos tipos de cementos endodonticos, que contienen
diferente composicion, para el odontologo es dificil saber cual de ellos tendra una mejor
actividad antibacteriana, segun el diagnéstico de cada paciente, y asi disminuir la probabilidad
de un fracaso post tratamiento de conducto, es por ello la importancia de investigar sobre ello.
A la vez es necesario evaluar otras sustancias, como aquellas a base de aceites esenciales de
plantas naturales, diversas investigaciones han permitido establecer su actividad antibacteriana
y antimicotica, lo cual puede ser un gran coadyuvante para los cementos endodonticos
existentes, asi como, la base para fabricacion de nuevos cementos endodonticos.

El Enterococcus tiene la capacidad de crecer en un caldo que contenga 6,5 % de cloruro
de sodio, su poder de sobrevivencia después del calentamiento a 60 °C durante 30 min y su
habilidad para crecer en un caldo de cultivo a 10 °C y a 45 °C (Barrow, 1993).

Por tanto, se desprende que el Enterococcus faecalis tiene una gran capacidad para
sobrevivir y crecer en microambientes que pudieran ser tdxicos para muchas bacterias, en
particular zonas con altas concentraciones de sales, temperaturas extremas (Barrow, 1993).
Esto se ve relacionado con su capacidad de supervivencia en los conductos radiculares de
dientes que han sido sometidos a tratamiento endodontico, en los cuales los nutrientes son
limitados, como también su existencia en diagndsticos como periodontitis apical persistente en
los cuales tiene un alto porcentaje de prevalencia, causando el fracaso en dientes tratados
endodonticamente.

El objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial
de Origanum vulgare frente al Enterococcus faecalis, el cual podria ser usado como
coadyuvante a los cementos endoddnticos que son usados en la obturacion de conductos

radiculares en piezas dentarias sometidas a tratamiento de conducto, por tanto, ello me lleva a



la siguiente pregunta: ¢(Cudl es el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum
vulgare, el cemento Endoseal y el cemento Apexit Plus frente al Enterococcus faecalis ATCC

292127

1.2 Antecedentes

1.2.1 Antecedentes nacionales

Chambilla (2021), en Tacna, Perd, realizé un estudio cuyo objetivo fue comparar la
eficacia antimicrobiana de cementos selladores usados en el area de endodoncia (a base de
resina, hidroxido de calcio, 6xido de zinc y eugenol) frente a Enterococcus faecalis ATCC
29212, Streptococcus mutans ATCC 2517 y Candida albicans ATCC 10231. Obtuvo como
resultado que, el cemento a base de éxido de zinc y eugenol mostr6 el mejor efecto
antimicrobiano contra las tres cepas (S.M-23,283 mm, E.F-8,468mm, C.A- 21,965mm),
seguido del cemento a base de resina (S.M-21,262mm, E.F-6,642mm, C.A- 8,781mm), y el de
hidréxido de calcio (S.M-13,010 mm, E.F-6,165mm, C.A- 5,640mm).

Gonzales (2020), en Lima, Peru, realiz6 una investigacion cuyo objetivo fue determinar
la capacidad antibacteriana de dos cementos endodonticos a base de hidroxido de calcio y 6xido
de zinc frente a cepas de Enterococcus faecalis. A las 24 horas se obtuvo como resultado que
el gluconato de clorhexidina al 2% (20.6mm) mostré mayor capacidad antibacteriana seguida
del Sealer 26 (14.3mm), Endoseal (12.4mm) y finalmente por el Suero fisiol6gico (6.0mm).

Moromi et al. (2018), en Lima, Per(, realizaron un estudio cuyo objetivo fue determinar
el efecto antibacteriano in vitro de la oleorresina de copaiba y el aceite esencial de orégano
frente a las cepas de E. faecalis y S. mutans. En el aceite de orégano obtuvieron como resultado
halos a la concentracion del 100 % con un promedio de 25,3 £ 0,96 mm para S. mutans y para
E. faecalis de 9,5 + 1,29 mm.

Heredia et al. (2017), en Lima, Perd, realizaron un estudio cuyo objetivo fue la

comparacion de la eficacia antibacteriana sobre el Enterococcus faecalis, de tres cementos



selladores de obturacion utilizados en la terapia endoddntica, determinada mediante la
medicion del tamafio del halo inhibitorio. Obtuvieron como resultado que el sellador a base de
resina epoxica (TOPSEAL) presento un halo de inhibicion de 7,7 mm, el sellador a base de
hidroxido de calcio (SEALAPEX) provoco un halo inhibitorio de 6,0 mm y el sellador a base
de 6xido de zinc y eugenol (GROSSFAR) presento un halo de inhibicion de 8,4 mm, siendo el
de mayor eficacia de los tres selladores utilizados en este estudio.

Malpartida (2017), en Lima, Peru, realizo un estudio cuyo objetivo fue determinar el
efecto inhibidor de las concentraciones minimas del aceite esencial de mufia y orégano en
comparacion con sustancias antimicrobianas usadas en la terapia pulpar frente a cepas de
Enterococcus faecalis. Obtuvo como resultado, que el efecto inhibidor del aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano) al 100% frente a cepas de Enterococcus faecalis al cabo de 24
horas fue de 7,56 mm. £ 1,5 mm. y a las 48 horas fue 6,82 mm. £ 2,21 mm.

Malca (2016) en Trujillo, Per realizé un estudio cuyo objetivo fue determinar el efecto
sinérgico in vitro del Origanum vulgare y la penicilina. sobre la resistencia del Enterococcus
faecalis ATCC 29212. Obteniendo como resultado que en el que el grupo s6lo de aceite
esencial la concentracion que registrd el mayor promedio de halo de inhibicién siendo la
concentracion 100% =23.0mm, la concentracion del 75% = 12.6mm y en lo que se refiere al
grupo penicilina mas aceite esencial, el mayor promedio se registroé en el grupo Penicilina +
Aceite Esencial Origanum vulgare 100% =21.7mm.

Valdivia (2011), en Trujillo, Peru, realizd un estudio cuyo objetivo fue Determinar el
efecto antimicrobiano de los cementos endodonticos Endofill, Apexit Plus y Fillcanal, sobre el
crecimiento de Enterococcus faecalis y Candida albicans a las 24, 48 'y 72 horas. Obtuvo como
resultado que, a las 24 horas, sobre el Enterococcus faecalis, el cemento Endofill presentd
como promedio de halo de inhibicién 8.625, el cemento Fillcanal presenté 7.906mm, el Apexit

Plus no presento efecto antimicrobiano.



Garcia y Arashiro (2008), en Lima, Perd, realizaron un estudio cuyo objetivo fue
determinar el efecto antibacteriano de tres cementos endodonticos (Super EBA, Ketac Endo y
MTA) frente a tres especies bacterianas potencialmente patégenas de la pulpa y periapice
radicular (Porphyromonas gingivalis, Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis). Para el
Enterococcus faecalis, obtuvieron como resultado que al usar el cemento Super EBA se
presento un halo de inhibicién de 10,35mm, ante el cemento Ketac Endo se obtuvo 7,3 mm de
halo de inhibicidn, y ante el cemento MTA se obtuvo 9,5mm.

Baldwin y Castro (2007), en Lima Perq, realizaron una investigacion que tuvo como
objetivo determinar la diferencia en la capacidad antibacteriana entre los cementos
endoddnticos AH 26, Sealer 26, Roeko seal y tipo Grossman frente al Enterococcus faecalis.
Obtuvieron que el cemento Roeko seal no presentd halo de inhibicion mientras que los otros
tres cementos si presentaron el halo de inhibicion. ElI mayor halo lo presentd el cemento AH
26 (18,5 mm.), después el Sealer 26 (15mm), luego el tipo Grossman (14,7mm), Roeko Seal
(6,00mm).

1.2.2 Antecedentes internacionales

Kapralos et al. (2017), en Oslo, Noruega, realizaron una investigacion con el objetivo
de determinar la actividad antibacteriana de los selladores AH Plus, sellador TotalFill BC,
RoekoSeal y Guttaflow 2 para detectar biopeliculas de Enterococcus faecalis, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans cultivadas en plancton a las 24
horas. Obtuvieron como resultado, que AH Plus tuvo una alta actividad antibacteriana hacia
todas las especies investigadas.

Tapia (2016), en Quito, Ecuador, realizd un estudio con el objetivo de determinar el
efecto antimicrobiano in vitro de diferentes selladores endodonticos, a base de Hidroxido de
Calcio, Resina Epoxica y Silicona; mediante la formacion de halos de inhibicién sobre la cepa

ATCC 29212 de Enterococcus faecalis. Obtuvo como resultado que, el sellador AH Plus tuvo



la mayor zona de inhibicion, siendo que a las 24 horas los promedios de halo inhibitorio fueron
los siguientes: AH PLUS = 8.65mm, ROEKO SEAL = 6.00mm, APEXIT PLUS =6.00mm.

Gurel et al. (2016), en Samsun, Turquia, realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar
la actividad antimicrobiana de cementos bioceramicos Smartpaste Bio, MTA Fillapex y AH
plus frente a Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Candida albicans y Escherichia
coli. Obtuvieron como resultado que, sobre el Enterococcus faecalis, el sellador Smartpaste
Bio tuvo la mayor zona de inhibicion y la mas baja el MTA Fillapex, siendo que a las 24 horas
los promedios de halos de inhibicion fueron los siguientes: Smartpaste Bio = 11.75+0.42mm,
MTA Fillapex = 6.00£0.36mm, AH Plus = 7.00+0.44mm.

Habeeb (2014), en Bagdad, Irak, realiz6 un estudio con el objetivo de evaluar la accién
antibacterial de cementos endodonticos frente a patégenos endodonticos (Enterococcus
faecalis, Staphylococcus Aureus y Candida Albicans). Obtuvo como resultado que, sobre el
Enterococcus faecalis, el cemento Endofill mostro la mayor actividad antibacterial (4.4mm),
GuttaFlow mostro efecto moderado (2.4mm), Apexit mostro un mal efecto (0.6mm), mientras
que AH Plus no mostro ningun efecto.

Nirupama et al. (2014), India, realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar la accion
antimicrobiana de cuatro biomateriales endodonticos frente al Enterococcus faecalis, Candida
albicans y Staphylococcus aureus, los cementos utilizados fueron AH Plus, Tubliseal EWT,
EndoRez e iRoot SP. Obtuvieron como resultado que, el cemento AH Plus e iRoot SP tuvieron
la mejor actividad antimicrobiana frente a Enterococcus faecalis, mientras que Tubliseal EWT
y AH Plus tuvieron la mejor actividad antimicrobiana frente a Candida albicans y
Staphylococcus aureus.

Tanomaru et al. (2009), en Caracas, Venezuela, realizaron un estudio con el objetivo
de evaluar la actividad antimicrobiana de los cementos endodonticos a base de resina

(Epiphany, Sealer 26 e AH Plus), cementos a base de silicona (Roeko Seal) y cementos de



oxido de zinc y eugenol (Intrafill), sobre cinco diferentes especies de microorganismos.
Obtuvieron como resultado que, los promedios de halo inhibitorio de los cementos
endoddnticos frente al Enterococcus faecalis fueron los siguientes: Epiphany = 14mm, Sealer
26 = 7mm, AH Plus = 9mm, Intrafill = 8mm, Roeko Seal = Omm.

Piotto et al. (2009), Brasil, realizaron un estudio con el objetivo de determinar la
actividad antimicrobiana de varios cementos endodonticos, tales como, Endofill, Sealer 26, AH
Plus y Acroseal frente a E. coli, E. faecalis, B. cereus y S. aureus. Obteniendo como resultado
que, el cemento Acroseal frente a E.Faecalis: Omm, AH Plus frente a E. Faecalis: 12mm,
Sealer 26 frente a E. Faecalis: 8mm, y el cemento Endofill frente a E. Faecalis: 9,67+0.58mm.
1.3 Objetivos
Objetivo general

Evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare, como
coadyuvante en el cemento Endoseal y el cemento Apexit Plus frente al Enterococcus faecalis
ATCC 29212.

Obijetivos especificos

o Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare al
100%, 75% y 50% de concentracién frente al Enterococcus faecalis a las 24 horas.

o Determinar el efecto antibacteriano del cemento Endoseal frente al
Enterococcus faecalis a las 24 horas.

o Determinar el efecto antibacteriano del cemento Apexit Plus frente al
Enterococcus faecalis a las 24 horas.

o Determinar el efecto antibacteriano de la union del cemento Endoseal con el
aceite esencial de Origanum vulgare al 100%, 75% y 50% de concentracion, frente al

Enterococcus faecalis a las 24 horas.



o Determinar el efecto antibacteriano de la unién del cemento Apexit Plus con el
aceite esencial de Origanum vulgare al 100%, 75% y 50% de concentracion, frente al
Enterococcus faecalis a las 24 horas.

1.4 Justificacion

El presente estudio busca determinar el efecto antibacteriano que posee el aceite
esencial de Origanum vulgare, y dos cementos endoddnticos (Endoseal y Apexit Plus) frente
al Enterococcus faecalis ATCC 29212, de esta manera el odont6logo conocera que agente es
mas eficaz al obturar un conducto, ya que es de suma importancia disminuir las causas de
fracasos en tratamientos de conductos y lograr el éxito del mismo.

Asimismo, es necesario buscar nuevos agentes antibacterianos para ser usados en
tratamientos odontoldgicos en base a productos naturales, ya sea como coadyuvantes o creacion
de cementos en base a ellos. La bacteria sobre la cual se evaluard la actividad antibacteriana
sera el Enterococcus faecalis ya que tiene una gran capacidad para sobrevivir y crecer en
microambientes que pudieran ser tdxicos para muchas bacterias, y a la vez se encuentra
presente en un gran porcentaje de casos en los cuales hubo fracaso post tratamiento
endodontico.

1.5 Hipdtesis
El aceite esencial de Origanum vulgare incrementa el efecto antibacteriano del cemento

Endoseal y del cemento Apexit Plus frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212,



1. Marco Tedrico

2.1  Bases teoricas sobre el tema de investigacion

2.1.1 Microbiologia oral

La microbiologia oral estudia a los microorganismos propios de la cavidad bucal, ya
que es parte de la microbiologia médica y clinica también estudiara la respuesta frente a la
presencia de aquellos microorganismos, asimismo, analiza las relaciones que los microbios
establecen entre si, asi como, su relacion con los tejidos de la boca y el rol que ejercen en las
enfermedades infecciosas locales como sistémicas (Liébana, 2002).

Los enterococos son microorganismos que tienen forma ovoide, son anaerobios
facultativos, catalasa negativos y cocos grampositivos (Murray, 1990).

Los enterococos tienen capacidad para crecer en un caldo que contenga 6,5% de cloruro
de sodio, pueden sobrevivir a mas de 60°C durante 30 minutos, asimismo, tienen gran habilidad
para crecer en caldos de cultivo a 10°C y a 45°C, estas son caracteristicas que permiten
diferenciar a los Enterococcus de los Streptococcus (Barrow, 1993).

Antes de 1984, los enterococos se clasificaban como estreptococos del grupo D debido
a que poseen el antigeno de la pared celular del grupo D, posteriormente se clasificaron en el
género Enterococcus, el cual consta de 29 especies, las especies que con mayor frecuencia se
aislan y que clinicamente son las mé&s importantes son los Enterococcus faecalis y
Enterococcus faecium, los Enterococcus gallinarum y Enterococcus casseliflavus son
habituales colonizadores del aparato digestivo del ser humano (Murray, 2006).

Los enterococos se aislan generalmente a partir de las heces del ser humanos y de
diferentes animales, gran variedad de los microorganismos que pertenecen a la especie E.
faecalis se hallan en el intestino grueso y en el aparato genitourinario (Murray, 2006). Se

desarrollan con facilidad en el medio de cultivo agar sangre y agar chocolate (Murray, 2006).
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Los enterococos se encuentran en las infecciones endodonticas persistentes debido a su
capacidad de multiplicacion y de traslado desde el interior del conducto hasta tejidos
periapicales, son resistentes a los cambios de ambiente que pueden surgir antes, durante y
después del tratamiento, por lo que son responsables del fracaso endodontico (Canalda, 2006).

El Enterococcus faecalis tiene una amplia variedad de factores de virulencia, esta
relacionado con infecciones endodonticas post tratamiento (Negroni, 2009). La presencia de
Enterococcus faecalis es ligada a la periodontitis apical resistente (Bodrumlu y Semiz, 2006).

Los enterococos presentan una resistencia de bajo nivel a los aminoglucosidos, por lo
que deben utilizarse discos con mayores concentraciones de antibiotico que las habituales para
detectar una resistencia de alto nivel que elimine el efecto sinérgico, estos microorganismos

son resistentes a oxacilina, cefalosporinas, clindamicina y cotrimoxazol (Instituto Nacional de

Salud, 2002).

ANTIMICROBIANO CONTENIDO DEL DIAMETRO EN MM
DISCO R ‘ I | S

PENICILINAS
Ampicilina | 10 g | £16 | - EY
GLICOPEPTIDOS
Vancomicina 30 pg £14 15-16 817
Teicoplanina 30 ug £10 11-13 314
AMINOGLUCOSIDOS
Gentamicina 120 ug 6 7-9 310
Estreptomicina 300 pg 6 7-9 310
FLUOROQUINOLONAS
Ciprofloxacina 5 ug £15 16-20 321
Levofloxacina 5 ug £13 14-16 317
Norfloxacina 10 g £12 13-16 817
TETRACICLINA
Tetraciclina | 30 pg | £14 | 1518 | ®19
MACROLIDOS
Eritromicina | 15 pg | £13 | 1422 | =23
OTROS
Rifampicina 5ug £16 17-19 320
Nitrofurantoina 300 pg £14 15-16 317

Nota. El grafico representa los Antibidticos y diametros criticos para Enterococcus spp.
Tomado de Manual de Procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el

Método de Disco Difusion, de Instituto Nacional de Salud, 2002, p. 24.
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2.1.2 Endodoncia

La endodoncia es una ciencia cuyo objetivo es el estudio de la estructura, morfologia,
fisiologia y patologia de la pulpa dental y de los tejidos perirradiculares, la endodoncia integra
ciencias basicas y clinicas que se encargan de la biologia de la pulpa, también, la etiopatogenia,
el diagnostico, la prevencion y el tratamiento de las enfermedades de la pulpa y de los tejidos
perirradiculares (Canalda, 2014).

El tratamiento endodontico tiene como finalidad la erradicacion de los
microorganismos que se hallan en los conductos radiculares, asi como, evitar el ingreso de
microorganismos al conducto (Spoleti, 2013).

La cavidad bucal posee una microbiota compleja, para el 2009 se calculaban que
existieran mas de 700 especies (Negroni, 2009).

Los enterococos sobreviven en los conductos radiculares como organismo unico, los
cementos endoddnticos pueden ayudar en el control de la infeccidén contra el Enterococcus
faecalis, debido a la actividad antibacteriana que poseen (Bodrumlu y Semiz, 2006).

En los tratamientos de conductos se requiere que los cementos endodonticos tengan una
accion antimicrobiana, a fin de eliminar las bacterias mas resistentes que puedan encontrarse
en el conducto radicular, de esta manera se evitara una reactivacion futura de las colonias de
microorganismos (Brito et al., 2016).

En conductos con infeccion primaria usualmente se encuentran bacterias anaerobias
estrictas, y en piezas dentarias con tratamientos de endodoncia fallido se suele encontrar
bacterias anaerobias facultativas (Guijarro, 2017).

2.1.3 Cemento endodontico

El cemento debido a sus caracteristicas fisicas ocupa el espacio que la gutapercha no

puede llegar a obturar, adhiriéndose con fuerza a la dentina y al material de

obturacién(gutapercha) (Cohen et al., 2011). Los cementos suelen componerse de polvo y
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liquido, al presentar reaccion de fraguado se debe preparar al momento de uso (Leonardo,
2005).

Grossman sefialé que el cemento ideal durante la mezcla debe tener consistencia
pegajosa para que al fraguarse brinde una adecuada adherencia con la pared del conducto, debe
brindar un sellado hermético, debe distinguirse en las radiografias (el material debe ser
radiopaco), ser facil de mezclar, no contraerse al fraguar, no tefiir la estructura dentaria, tener
propiedades antibacterianas, o al menos no favorecer la proliferacion bacteriana, ser de
fraguado lento, insoluble en el fluido bucal, presentar biocompatibilidad, estimular o permitir
la aposicion de tejido mineralizado a nivel apical (Grossman et al., 1988). “Los selladores
idealmente deben ser antimicrobianos, papel importante en el éxito del tratamiento de los
conductos radiculares” (Cohen et al., 2011, p.263).

Los cementos no deben generar reacciones inmunitarias al tener contacto con los tejidos
periapicales, y no deben ser mutagénicos ni cancerigenos (Ingle, 2008).

A pesar de no existir cementos que puedan eliminar en su totalidad a los
microorganismos gque quedan luego de la instrumentacion mecéanica y quimica realizada en el
tratamiento de conductos, es de suma importancia que estos cementos posean algun tipo de
actividad antimicrobiana (Ferrer et al., 2014).

Actualmente existen una gran variedad de cementos endodonticos, diferenciados entre
si por su composicién, entre ellos tenemos:

Los cementos a base de 6xido de zinc y eugenol, desarrollados por Grossman en el afio
1936, se usaron juntamente a conos de gutapercha para la obturacion de conductos radiculares,
al inicio se componian de 6xido de zinc, eugenol, plata precipitada y 6xido de magnesio,
teniendo como inconveniente la formacion de sulfatos por la plata, produciendo tincién en los
dientes. En 1958, se reemplazaron estos productos por surcarbonato de bismuto y sulfato de

bario, surgiendo el “New Grossman Sealer” que fue reformulado después usando solamente
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eugenol como liquido, siendo denominado Proco-Sol (Leonardo, 2005). El 6xido de zinc
presenta propiedades antimicrobianas y proporciona citoproteccion a las células tisulares, el
eugenol se une al 6xido de zinc como vehiculo de mezcla (Cohen et al., 2011). Uno de los
cementos endodonticos usados en clinica, a base de 6xido de zinc y eugenol, es el Endoseal, el
cual es una pasta radiopaca, no reabsorbible para la obturacién permanente del conducto
radicular, su composicion es bien tolerada por los tejidos y proporciona acciones
antiinflamatorias, antisépticas y germicidas (PREVEST DenPro, 2021).

Los cementos a base de hidroxido de calcio tuvieron como objetivo reunir las
propiedades bioldgicas del hidroxido de calcio puro, mejorando sus propiedades fisico-
quimicas y logrando un buen sellado del conducto radicular; posee como desventaja el nivel
inferior de adherencia a la dentina radicular y su penetracién en los tubulos dentinarios frente
a otros cementos. Entre los cementos a base de hidroxido de calcio tenemos al cemento Sealer
26, el cual estd compuesto por trioxido de bismuto, hidroxido de calcio, hexametileno
tetramida, dioxido de titanio y resina epoxi bisfenol (Leonardo, 2005).

Otro cemento endodontico a base de hidroxido de calcio es el Apexit Plus, el cual es un
sellador de canales radiculares con base de hidroxido de calcio, radio opaco y libre de
contraccion, esta especialmente indicado para el sellado definitivo de los canales radiculares y
se puede emplear en todas las técnicas de obturacion donde se use gutapercha (Ivoclar, 2022).
2.1.4 Orégano

Origanum vulgare es una planta que pertenece a la familia Labiatae, proviene de la
regién mediterranea de Europa, el cultivo de este es muy esparcido en Grecia, Italia, Espafia,
Turquia, Francia, Albania, Yugoslavia y Marruecos; los principales productores en América
son México, Brasil, Chile y Costa Rica. (Klauer, 2009). Los centros de produccion en el Per(

se encuentran en el departamento de Tacna, Moguegua, Arequipa y Junin.
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Las plantas que pertenecen a las familias Labiadas contienen un compuesto o principio
activo propio, ofreciendo posibilidades para la busqueda de principios bioactivos o
Etnomedicina siendo una alternativa de uso de antisépticos estandar (Albado et al., 2001).

Para la obtencidn de aceite esencial de orégano se utilizan las muestras desecadas de
hojas y tallos de orégano, las cuales son molidas y trasladas al tubo de extraccion de un equipo
para destilacion por arrastre de vapor de agua; el aceite se separa de la capa acuosa, se seca con
sulfato de sodio y se filtra (Albado et al., 2001).

El orégano, al ser usado en extractos acuosos y aceites esenciales, esta compuesto
guimicamente por flavonoides como la apigeninay la luteolina, agliconas, alcoholes alifaticos,
compuestos terpénicos y derivados del fenilpropano (Arcila et al., 2004).

El aceite esencial de orégano posee gran cantidad de fenoles, como el carvacrol y timol,
produciendo una alta capacidad antimicrobiana, ambos componentes son capaces de
desintegrar la membrana externa de las bacterias gramnegativas, liberan los polisacaridos y
aumentan la permeabilidad de la membrana citoplasmatica de ATP (Boskovic et al., 2015).

Los aceites esenciales de las especies del género Origanum presentan actividad contra
bacterias gramnegativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Yersinia enterocolitica y Enterobacter cloacae; y contra las grampositivas como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes y Bacillus
subtilis. Tienen ademas capacidad antifungicida contra Candida albicans, C.tropicalis,
Torulopsis glabrata, Aspergillus Niger, Geotrichum y Rhodotorula. Los fenoles (carvacrol y
timol) que posee el aceite esencial de orégano presenta los niveles mas altos de actividad contra
microorganismos gramnegativos, excepto para P. aeruginosa, siendo el timol méas activo
(Arcila et al., 2004).

En los aceites esenciales pueden encontrarse hidrocarburos aliciclicos y aromaticos, asi

como sus derivados oxigenados (alcoholes, aldehidos, cetonas y ésteres), sustancias azufradas
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y nitrogenadas, los compuestos mas frecuentes son derivados del acido mevalénico y se les
clasifica en monoterpenoides y sesquiterpenoides (Arcila et al., 2004).

Para la extraccion de aceites esenciales se utiliza como método convencional: la
destilacion con arrastre de vapor y el uso de solventes organicos; los rendimientos de extraccion
generalmente van desde el 1.8% hasta el 5.6%; se han logrado identificar hasta 56 compuestos
(Arcila et al., 2004).

El aceite esencial de orégano posee gran actividad antimicrobiana, brindando efecto
sinérgico en combinacion con otros antibioticos como la Gentamicina contra cultivos de E.
coli., lo cual potencia el efecto antimicrobiano (Chavez et al., 2008).

2.1.5 Medio de cultivo

Los medios de cultivos son preparados que intentan reproducir las condiciones del
habitat natural de los agentes bacterianos, de una forma artificial, los componentes de los
medios de cultivos deben abastecer las necesidades nutricionales de las bacterias que se
estudiaran, la mezcla debe ser justa y equilibrada, para producir su crecimiento y su
multiplicacién. La siembra consiste en la inoculacién del microorganismo (o muestra clinica
que lo contenga) en el medio de cultivo. Las bacterias tienen diferentes caracteristicas
nutricionales, algunas son mas exigentes que otras, las cuales necesitan algin tipo de sustancia
en particular, algunas bacterias son mas dificiles de cultivar (Liébana, 2002).

El método de dilucion consiste en la cuantificacion (in vitro) de los antimicrobianos,
los cuales radican en la determinacion del crecimiento de los microorganismos en presencia de
concentraciones crecientes del antimicrobiano en el medio de cultivo, el cual puede ser un agar
o un caldo (Picazo, 2000).

Los métodos de dilucion se utilizan para la determinacion cuantitativa de la actividad

de los antimicrobianos, asimismo para determinar la actividad bactericida; para una correcta
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evaluacion se debe realizar de forma estandarizada, debido a la gran cantidad de variables que
influyen en estos métodos (Picazo, 2000).

La dilucion en agar es el método que incorpora el antimicrobiano a evaluar a un medio
con agar, el antimicrobiana se coloca cuando el medio este fundido, para lograr el rango de
dilucidn se prepara diversas placas, cada una debe contener una determinada concentracion de
antimicrobiano; para la inoculacion se utilizard un replicador, esto se realizara luego de la
solidificacion del medio de cultivo (Picazo, 2000).

Los medios de cultivo suelen obtenerse de distribuidores comerciales, quienes indican
las condiciones para su preparacion, el cual debe ser esterilizado, luego debe dejarse enfriar a
unos 50°C antes de afiadir suplementos (si es necesario) y las soluciones con antimicrobiano.
El pH del medio, una vez sélido y con los suplementos que se requieran, ha de estar entre 7.2
y 7.4; al verter el medio sobre placas de Petri estériles, se debe evitar la formacion de burbujas,
ya que, podrian dificultar la posterior inoculacion de las placas. EI medio de cultivo a emplear,
en la mayoria de casos, es agar Mueller-Hinton, pero en funcion de los microorganismos y de
sus necesidades nutritivas podria afiadirse algin suplemento a este medio, o0 emplear un medio
diferente (Picazo, 2000).

En placas Petri circulares de 90 mm de didmetro son necesarios 20 ml de medio con
antimicrobiano (habitualmente en la proporcion 19 ml de medio por 1 ml de solucién de la
correspondiente concentracion de antimicrobiano), estan placas se dejan solidificar para su uso
de inmediato o se pueden almacenar en frigorifico (Picazo, 2000).

Para estudios de referencia, las placas a utilizar no se deben almacenar méas de cinco
dias; las placas que se utilicen en algunos antimicrobianos como la ampicilina, meticilina,
imipenem y acido clavulanico, deben ser las que se prepararon el mismo dia, ya que, los
mencionados antimicrobianos son poco estables a 4-8°C. Luego de sacar las placas del

frigorifico, se deben dejar a temperatura ambiente unos 30 minutos antes de realizar su
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inoculacion, asimismo, se debe comprobar que no debe existir agua de condensacion en su
superficie, las placas que estén humedas se pueden secar en la estufa dejando las tapas
entreabiertas (Picazo, 2000).

En cada serie de concentraciones se debe introducir placas de medio sin antimicrobiano,
los cuales serviran como control del crecimiento y la posibilidad de que exista algun tipo de
contaminacion durante el proceso de inoculacion (Picazo, 2000).

El agar Mueller Hinton es el medio base recomendado para realizar un antibiograma
por difusion, debido a que su reproducibilidad es aceptable, tiene baja concentracion de
inhibidores, posee condicién critica para evaluar sulfonamidas, trimetoprim y tetraciclina,
ayuda en el crecimiento satisfactorio de patégenos no fastidiosos, y por la existencia de
diversos estudios de susceptibilidad (Cona, 2002).

En la preparacion del agar Mueller Hinton se utiliza el Agar base deshidratado, el cual
luego del Post autoclavado se enfria en bafio a 45-50° C, luego se vierte en placas en superficie
horizontal 4 mm de profundidad, a un volumen de 60-70 ml para placas de 150 mm y 25-30
ml para placas de 100 mm, después se deja enfriar a temperatura ambiente, para finalmente ser
almacenadas en refrigeracion (4-8 °C), su duracion es de 7 a 14 dias (en manga de polietileno),
se debe realizar control de esterilidad y calidad de la preparacion realizada (Cona, 2002).

El halo de inhibiciédn es la zona que se forma alrededor del disco del antibiético, zona
donde no hay crecimiento bacteriano, es decir, si el microorganismo es sensible al
antimicrobiano, formara un halo de inhibicién visible y medible luego de la incubacion, el
diametro que se forma va a determinar si existe resistencia al antimicrobiano o sensibilidad

(Mahlhauser, 2014).
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II. Meétodo

3.1  Tipo de investigacion

Experimental: El investigador interviene en el fendbmeno que se analizara (actividad
antibacteriana).

Prospectivo: El registro de la informacion se realizard después de la colocacion de los
agentes (Aceite esencial de Origanum vulgare, el cemento Endoseal y el cemento Apexit Plus)
sobre las cepas sembradas.

Longitudinal: La medicion se realizara a las 24 horas.

Comparativo: Se comparara la medida de cada halo de inhibicién que produce cada
agente (Aceite esencial de Origanum vulgare, el cemento Endoseal, el cemento Apexit Plus y
las combinaciones del Aceite esencial de Origanum vulgare con cada cemento endoddntico).
3.2 Ambito temporal y espacial

Las muestras se procesaron en el laboratorio de microbiologia del Laboratorio clinico

Biolab & Inmunomed, en el afio 2021.

3.3 Variables

VARIABLE DIMENSION | INDICADOR ESCALA
Variable Efecto Antibacteriano. | ------------=---- Diametro del Razdn
Dependiente halo de
inhibicion.
Aceite Concentracion Nominal
Variabl esencial de al 100%,75% y
| e:jla ed' i Origanum 50%.
ndependiente vulgare.
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Sustancias y cementos
experimentales

Tipo de i. Cemento a Nominal
cemento base de 6xido de
endodéntico. zinc y eugenol

(Endoseal)

ii. Cemento a

base hidroxido

de calcio

(Apexit Plus)
Unién de i. A.0.100%+ Nominal
aceite esencial | Endoseal.
de Origanum ii. A.O.75%+
vulgare y Endoseal
cemento iii. A.0.50%+
endodontico. Endoseal

iv. A.0.100%+

Apexit plus

v. A.0.75%+

Apexit plus

vi. A.0.50%+

Apexit plus

Nota. A.O.: Aceite esencial de Origanum vulgare

Variable dependiente

Efecto antibacteriano: Capacidad de destruir o inhibir el crecimiento bacteriano que

posee un agente antimicrobiano (Paredes, 2004).

Variable independiente

a. Aceite esencial de Origanum vulgare: Compuesto principal del orégano, contiene

mas de 34 compuestos activos dentro de los cuales estan los fenoles (Villar, 2001).

b. Cementos endododnticos: Agentes de union que rellenan las irregularidades del

conducto y las discrepancias entre la pared del conducto radicular y el material de obturacién

(Cohen et al., 2011).

b.1 Endoseal: Cemento a base de Oxido de zinc y eugenol.

b.2 Apexit Plus: Cemento a base hidroxido de calcio.

c. Unidn de aceite esencial de Origanum vulgare y cemento endodontico:



20

c.1 Aceite de Origanum vulgare 100% + Endoseal.
c.2 Aceite de Origanum vulgare 75% + Endoseal.

c.3 Aceite de Origanum vulgare 50% + Endoseal.

c.4 Aceite de Origanum vulgare 100% + Apexit plus.
c.5 Aceite de Origanum vulgare 75% + Apexit plus.

c.6 Aceite de Origanum vulgare 50% + Apexit plus.

3.4  Poblacion y muestra

3.4.1 Poblacion

Cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212

3.4.2 Muestra

El tamafio de la muestra para el presente trabajo estd conformado por 54 placas Petri
inoculadas con cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212, divididos en tres grupos, se
considerd un nivel de confianza del 95% para estimar el tamarfio de la muestra. En las 54 placas
Petri se us6 como control positivo a la Ampicilina 10pg, asimismo, estuvieron divididas de la
siguiente manera:

-18 placas Petri inoculadas con las cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 para
aceite esencial de Origanum vulgare al 100%, cemento Endoseal, cemento Apexit Plus, la
unién del cemento Endoseal y el aceite esencial de Origanum vulgare al 100%, y la union del
cemento Apexit Plus y el aceite esencial de Origanum vulgare al 100%.

-18 placas Petri inoculadas con las cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 para
aceite esencial de Origanum vulgare al 75%, cemento Endoseal, cemento Apexit Plus, la union
del cemento Endoseal y el aceite esencial de Origanum vulgare al 75%, y la union del cemento
Apexit Plus y el aceite esencial de Origanum vulgare al 75%.

-18 placas Petri inoculadas con las cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 para

aceite esencial de Origanum vulgare al 50%, cemento Endoseal, cemento Apexit Plus, la union



21

del cemento Endoseal y el aceite esencial de Origanum vulgare al 50%, y la union del cemento
Apexit Plus y el aceite esencial de Origanum vulgare al 50%.
3.4.3 Criterios de seleccion

3.4.3.1 Criterios de inclusion

o Placas Petri con cepas activadas de Enterococcus faecalis ATCC 29212.
o Aceite esencial de Origanum vulgare al 100%.
o Dilucion del Aceite esencial de Origanum vulgare al 50% y 75% estériles.

3.4.3.2 Criterios de exclusion

o Placas Petri con cepas no activadas de Enterococcus faecalis ATCC 29212,

o Placas Petri con cepas activadas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 que
hayan sufrido contaminaciones y/o alteraciones.

. Aceite esencial de Origanum vulgare en concentraciones diferentes a las
propuestas en esta investigacion.

o Aceite esencial de Origanum vulgare con compuestos minerales que puedan

producir sedimentaciones.

3.5  Instrumentos
Ficha de recoleccion de datos (Anexo 1).
Vernier digital.

3.6 Procedimientos

3.6.1 Obtencion y preparacién de la muestra vegetal

Se recolectd 5kg de plantas frescas de Origanum vulgare “orégano” del mercado
Mayorista de Lima, procedentes del departamento de Junin, se seleccion6 las hojas en buen

estado, las hojas seleccionadas se lavaron con agua destilada, luego se pesaron 500g de las
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hojas de orégano, estas se colocaron en un recipiente y se desecaron bajo sombra a temperatura
ambiente por 5 dias, hasta que la muestra estuvo seca.

3.6.2 Obtencidn del aceite esencial

El aceite esencial de Origanum vulgare se obtuvo por el método de arrastre de vapor
de agua, para tal efecto se colocaron 2 litros de agua en el tanque generador de vapor, a una
temperatura de 110°C aproximadamente. Luego se acoplaron los tres componentes del equipo
(la resistencia, el recipiente para muestra y el refrigerante). El balén con la muestra seca estuvo
conectado al refrigerante, el cual desemboc6 en un embudo decantador tipo pera. El resultado
del destilado se separ6 tomando en cuenta sus propiedades de inmiscibilidad y diferencia de
densidades entre el agua y el aceite esencial, utilizando la pera de decantacion de vidrio.

Transcurrido el tiempo de extraccion, se agreg6 sulfato de sodio anhidro para atrapar
los restos de agua, filtrandose el aceite puro. Finalmente, el aceite esencial de Origanum
vulgare obtenido, considerado al 100%, se colocé en un frasco de vidrio color ambar para evitar
su desnaturalizacion, y se reservé a 4°C hasta su utilizacion.

Posteriormente, se prepararon las concentraciones del aceite esencial de orégano al 50%
y 75%, mediante el método de dilucion, utilizando Tween 80 como solvente.

Para la elaboracion del aceite esencial de orégano al 50%, se colocé en un vial de vidrio
5ml del aceite esencial al 100% y 5ml de Tween 80. Para la elaboracidn del aceite esencial de
orégano al 75%, se colocé en un vial de vidrio 7.5ml del aceite esencial al 100% y 2.5ml de
Tween 80. Todos los frascos con las diferentes concentraciones de aceite esencial 100%, 75%

y 50% fueron debidamente rotulados.
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3.6.3 Obtencion y activacion de las cepas microbianas de Enterococcus faecalis ATCC

29212

Las cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 fueron obtenida por medio de un
distribuidor de cepas microbianas en Lima (GenLab), y fueron reactivadas en el Laboratorio
de Microbiologia de Biolab & Inmunomed.

Para la reactivacion, las cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212 fueron cultivadas
en placas Petri en Agar sangre de carnero e incubadas por 24 horas a 37°C.

3.6.4 Preparacion del medio de cultivo Agar Mueller Hinton

Se prepar6 el Agar Mueller Hinton en un frasco de vidrio segln las indicaciones del
fabricante, 34gramos en 1 litro de agua destilada, luego se autoclavé el agar a 121°C durante
15 minutos, inmediatamente luego del autoclavado se dejé enfriar el agar entre 45-50°C, en
bafio de agua. Luego de temperarse el Agar, se vertio en placas Petri, en superficie horizontal
4mm de profundidad, correspondiente a 60-70ml de volumen para placas de 150mm de
didmetro. Luego del plaqueado del Agar, las placas se dejan solidificar a temperatura ambiente.
Cabe mencionar, que se realizd un control de esterilidad, para ello el 5% de las placas Petri
utilizadas se incubaron a 37°C.

3.6.5 Preparacion del inéculo

Luego de la activacién de las cepas, se tomé una cierta de cantidad de colonias de
Enterococcus faecalis ATCC 29212, estas se diluyeron en un tubo de ensayo conteniendo 10ml
de suero fisiologico estéril (cloruro de sodio 0.9%), hasta obtener una turbidez equivalente al
tubo 0.5 de la escala de McFarland, lo cual corresponde aproximadamente a 1x10®

microorganismos viables por ml.
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3.6.6 Inoculacion de las placas

El indculo bacteriano preparado se trasladd a las 54 placas Petri con Agar Mueller
Hinton mediante el método de Kirby-Bauer (método de difusién en agar), se sembro las placas
de borde a borde, asegurando una correcta distribucion del Enterococcus faecalis ATCC 29212
en cada una de las 54 placas Petri.

Luego del proceso de siembra de las bacterias se procedié a rotular y enumerar las
placas Petri, fueron 3 grupos conformados por 18 placas cada uno.

3.6.7 Colocacion del aceite esencial de orégano, de los cementos endodonticos, de las

mezclas de aceite con cemento, y del control positivo en las placas Petri

Se procedi6 a preparar los cementos endodénticos, y las mezclas de los cementos
endodonticos con las diferentes concentraciones de aceite esencial de orégano, esto se realiz6
de la siguiente manera:

El cemento Endoseal, cemento a base de 6xido de zinc y eugenol, fue preparado de
acuerdo con las indicaciones del fabricante, por cada cucharada de polvo se agregé cinco gotas
de liquido, estas proporciones fueron mezcladas en una platina de vidrio estéril, para luego
embeber con ello los discos de papel filtro (6mm de didmetro) que fue colocado en cada placa
Petri segin correspondia.

El cemento Apexit Plus, cemento a base de hidroxido de calcio, ya que viene en
presentacion de jeringa dual, fue dispensado de manera directa a una platina de vidrio, para
luego embeber con ello los discos de papel filtro (6mm de didmetro) que fue colocado en cada
placa Petri segin correspondia.

Se prepararon en platinas de vidrio esterilizadas, las siguientes mezclas:

La mezcla del cemento Endoseal y el aceite esencial de Origanum vulgare al 100%, fue
realizado sobre una platina de vidrio estéril, por cada 2 porciones de cemento Endoseal se

agrego 50 microlitros de aceite esencial de Origanum vulgare al 100%, para luego embeber
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con ello los discos de papel filtro (6mm de didmetro) que fueron colocados en cada placa Petri
segun correspondia.

La mezcla del cemento Endoseal y el aceite esencial de Origanum vulgare al 75%, fue
realizado sobre una platina de vidrio estéril, por cada 2 porciones de cemento Endoseal se
agreg6 50 microlitros de aceite esencial de Origanum vulgare al 75%, para luego embeber con
ello los discos de papel filtro (6mm de diametro) que fueron colocados en cada placa Petri
segun correspondia.

La mezcla del cemento Endoseal y el aceite esencial de Origanum vulgare al 50%, fue
realizado sobre una platina de vidrio estéril, por cada 2 porciones de cemento Endoseal se
agreg6 50 microlitros de aceite esencial de Origanum vulgare al 50%, para luego embeber con
ello los discos de papel filtro (6mm de diametro) que fueron colocados en cada placa Petri
segun correspondia.

La mezcla del cemento Apexit Plus y el aceite esencial de Origanum vulgare al 100%,
fue realizado sobre una platina de vidrio estéril, por cada 100 microlitros de cemento Apexit
Plus se agregé 50 microlitros de aceite esencial de Origanum vulgare al 100%, para luego
embeber con ello los discos de papel filtro (6mm de diametro) que fueron colocados en cada
placa Petri segin correspondia.

La mezcla del cemento Apexit Plus y el aceite esencial de Origanum vulgare al 75%,
fue realizado sobre una platina de vidrio estéril, por cada 100 microlitros de cemento Apexit
Plus se agregdé 50 microlitros de aceite esencial de Origanum vulgare al 75%, para luego
embeber con ello los discos de papel filtro (6mm de diametro) que fueron colocados en cada
placa Petri segin correspondia.

La mezcla del cemento Apexit Plus y el aceite esencial de Origanum vulgare al 50%,
fue realizado sobre una platina de vidrio estéril, por cada 100 microlitros de cemento Apexit

Plus se agregdé 50 microlitros de aceite esencial de Origanum vulgare al 50%, para luego
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embeber con ello los discos de papel filtro (6mm de diametro) que fueron colocados en cada
placa Petri segin correspondia.

Asimismo, se coloco gotas de aceite esencial de Origanum vulgare al 100%, para luego
embeber con ello los discos de papel filtro (6mm de diametro) que fueron colocados en cada
placa Petri segun correspondia, el mismo procedimiento fue realizado con las concentraciones
de 50% y 75% de aceite esencial de Origanum vulgare.

Los discos de papel filtro embebidos con las diferentes sustancias se colocaron sobre la
siembra presionandolos suavemente, de igual manera, el control positivo (discos de Ampicilina
10pg) fue colocado en la siembra directamente en cada placa Petri.

3.6.8 Incubacion de las placas Petri

Las 54 placas Petri fueron selladas con Parafilm y luego llevadas a la incubadora a una
temperatura de 37°C durante 24 horas.

3.6.9 Evaluacion del efecto inhibitorio mediante halos de inhibicién

Una vez finalizado el periodo de incubacion de las 54 placas Petri, se evalud los
resultados teniendo en consideracion las medidas de los halos de inhibicidn, los didmetros de
la zona de inhibicién fueron medidos utilizando un vernier digital y se anotaron en la ficha de
recoleccion de datos.

3.7 Andlisis de datos

Los datos obtenidos se colocaron en la ficha de recoleccion de datos para luego ser
procesados y analizados, se realizo el analisis descriptivo de los datos, presentando medidas de
resumen (promedio, mediana, desviacion estandar, minimo y maximo) para cada grupo de
trabajo y se elabor6 tablas y gréficas de barra. El nivel de significancia para las pruebas
estadisticas se fijo en (p < 0.05), el analisis se realizé utilizando el programa SPSS versién 25.0
y el Microsoft Excel. Para la presente investigacion se utilizd la prueba estadistica de ANOVA

(Analisis de varianza), de Kruskal Wallis, de Bonferroni y de Dunn.
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3.8 Consideraciones éticas
Para la presente investigacion se solicitd la autorizacion en la Oficina de Grados y
Titulos de la Facultad de Odontologia previo a su ejecucion. El investigador no tiene ningun

conflicto de interés con los productos utilizados en el estudio.
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IV.  Resultados

Este estudio fue realizado sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212, en los
cuales se observo el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare, el cemento
Endoseal y el cemento Apexit Plus. Los resultados se muestran en tablas y graficos.

Los valores descriptivos para el halo de inhibicién del Enterococcus faecalis, en el
grupo orégano al 100% usado de forma unica fue en promedio mayor (26.87+5.9mm) a todos
los grupos de cementos a excepcion del grupo control, seguido de los cementos con
coadyuvante: Apexit Plus+Orégano100% y Endoseal+Orégano 100%. Sin embargo, el uso de
cementos de forma individual presentd menor efecto la cepa bacteriana. Ver tabla y grafico 1
Tabla 1
Resumen descriptivo y comparacion del Efecto Antibacteriano (halo de inhibicién en mm) del

aceite esencial de Origanum vulgare al 100%, frente al Enterococcus faecalis.

1C95% p-
Grupos Promedio DE Min Max
Li Ls valor

Orégano 100% 26.87 590 1856 3550 2394 2981
Endoseal+Orégano100% 15.53 200 1104 18.32 1454 16.52

Apexit Plus+Orégano100%  15.67 1.75 1232 18.03 1480 16.54

<0.01*
Endoseal 11.09 2.18 6.51 16.62 10.01 12.17
Apexit Plus 9.32 1.77 6.80 1224 844 10.20
Ampicilina 27.26 097 2498 2855 26.78 27.74

Nota. *Diferencias significativas entre al menos dos grupos; 2ANOVA de un factor; DE:

Desviacion estandar; 1C95% Intervalo de confianza de la media.
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Graéfico 1

Distribucion de los valores del halo inhibitorio para los grupos de estudio

30,00

20,00

Halo de inhibicion

10,00

a0

Ampicilina  Oregano100% Endoseal Apexit Oreg100% Oreg100%
+Endoseal +Apexit

Nota. Graficos elaborados en base a la media y el intervalo de confianza al 95%

El grupo que uso orégano al 75% de forma Unica fue mas efectivo con promedio de
inhibicion de 19.75+5.9 mm que los otros grupos tanto cementos como usando como
coadyuvante. Siendo los cementos usados de forma individual también los que presentaron
menor halo de inhibicion. Ver tabla y grafico 2

Tabla 2

Resumen descriptivo y comparacion del Efecto Antibacteriano (halo de inhibicién en mm) del

aceite esencial de Origanum vulgare al 75%, frente al Enterococcus faecalis.
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1C95% p-
Grupos Promedio DE Min Max
Li Ls valor

Orégano 75% 19.75 591 1053 3233 16.81 22.69
Endoseal+Orégano75%  13.84 1.57 1119 16.79 13.06 14.62
Apexit

12.54 1.14 10.6 14.7 11.96  13.13
Plus+Orégano75% <0.01*
Endoseal 10.83 1.00 9 13 10.33  11.33
Apexit Plus 10.33 0.94 8.11 11.76 9.86  10.80
Ampicilina 27.99 0.94 2643 2954 2752 28.46

Nota. *Diferencias significativas entre al menos dos grupos; ANOVA de un factor; DE:

Desviacion estandar; 1C95% Intervalo de confianza de la media.

Gréfico 2

Distribucién de los valores del halo inhibitorio para los grupos de estudio
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Halo de inhibicion
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Ampicilina

Oregano75%

Endoseal

Apexit

Oreg75%

+Endoseal

Oreg75%
+Apexit

Nota. Graficos elaborados en base a la media y el intervalo de confianza al 95%.
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La respuesta antibacteriana del orégano al 50% fue similar con los grupos de cementos

de forma individual, asi como de los usado con coadyuvante de orégano. Los valores medios

de inhibicion fueron para el grupo orégano 50% de 11.994+2.16 mm, como coadyuvante del

Endoseal de 11.83+£0.78 mm y del Apexit Plus con 11.98+1.59 mm. Ver tabla y grafico 3

Tabla 3

Resumen descriptivo y comparacion del Efecto Antibacteriano (halo de inhibicion en mm) del

aceite esencial de Origanum vulgare al 50% comparado con otros grupos de estudio, frente al

Enterococcus faecalis.

1C95%
Grupos Mediana RIQ Min Max p-valor?
Li Ls

Orégano 50% 11.99 216 1075 1466 11.68 12.90
Orégano50%-+Endoseal 11.83 0.78 1097 131 1159 1222
Orégano50%-+Apexit

11.98 1.59 9.1 135 1122 1229
Plus <0.01*
Endoseal 10.91 1.41 8.3 12.11  10.01 11.07
Apexit Plus 10.24 1.92 8.17 12.3 9.69 10.90
Ampicilina 27.39 8.71 213 3318 2496 29.36

Nota. *Diferencias significativas entre al menos dos grupos; ®Prueba Kruskal Wallis; RIQ:

Rango intercuartilar (Q3-Q1).
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Graéfico 3

Distribucion de los valores del halo inhibitorio para los grupos de Orégano al 50% y otros

grupos de estudio.
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+Endoseal +Apexit

Nota. Graficos elaborados en base a la media y el intervalo de confianza al 95%.

Al analizar los valores obtenidos de todos los grupos de orégano individual y como
coadyuvante, el de concentracion al 100% fue el que presenté mayor inhibicion de halo con
26.87+5.9 mm, seguido del 75% con 19.75+5.91 mm, orégano al 100%+Apexit Plus con
15.67+1.75 mm y mas Endoseal con 15.53+2 mm. Ver tabla y grafico 4

Tabla 4

Resumen descriptivo y comparacion del Efecto Antibacteriano (halo de inhibicion en mm) del
aceite esencial de Origanum vulgare al 100%, 75% y 50% como coadyuvantes de los cementos

Endoseal y Apexit Plus, frente al Enterococcus faecalis.

1C95% p-
Grupos Promedio DE Min Max
Li Ls valor?

Orégano 100% 26.87 590 1856 3550 2394 29.81 <0.01*
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Orégano 75% 19.75 591 1053 3233 16.81 22.69
Orégano 50% 12.29 1.23 10.75 1466 11.68 12.90
Orégano100%+Endoseal 15.53 2.00 11.04 18.32 1454 16.52
Orégano75%-+Endoseal 13.84 157 1119 16.79 13.06 14.62
Orégano50%-+Endoseal 11.91 0.63 1097 131 1159 1222

Oréganol00%+Apexit Plus  15.67 175 1232 18.03 1480 16.54
Orégano75%-+Apexit Plus 12.54 1.14 10.6 147 1196 13.13

Orégano50%-+Apexit Plus 11.76 1.08 9.1 135 11.22 1229

Nota. *Diferencias significativas entre al menos dos grupos; ANOVA de un factor; DE:

Desviacion estandar; 1C95% Intervalo de confianza de la media.

Gréfico 4

Distribucion de los valores del halo inhibitorio para los grupos de Orégano como coadyuvante

de los cementos Endoseal y Apexit Plus.
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Nota. Graficos elaborados en base a la media y el intervalo de confianza al 95%.
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Estas diferencias halladas fueron significativas donde el orégano al 100% presento halo
de inhibicion significativamente mayor que todos los demas grupos (p<0.05). Sin embargo, el
orégano al 100% como coadyuvante del cemento Endoseal y de Apexit Plus fue mayor
significativamente al cemento Endoseal y Apexit Plus (p<0.05). Ver tabla 5
Tabla 5
Comparaciones multiples de las medias del Efecto Antibacteriano entre aceite esencial de
Origanum vulgare al 100% como coadyuvantes con cementos Endoseal y Apexit Plus frente al

Enterococcus faecalis.

Orégano Apexit  Oregl100%+
Ampicilina Endoseal
100% Plus Endoseal

Orégano 100% 0.39
Endoseal -16.17* -15.78*
Apexit Plus -17.94* -17.55* -1.76
Oreg100%+

-11.73* -11.34* 4.44* 6.21*
Endoseal
Oreg100%+

-11.59* -11.2* 4.58* 6.35* 0.14
Apexit Plus

Nota. El contraste de hip6tesis de diferencia entre medias de los grupos estéa basado en la prueba
de Bonferroni. Los valores son las diferencias de medias y los asteriscos las diferencias

estadisticamente significativas a nivel de 0.05.

Con respecto al grupo con orégano al 75%, este fue significativamente mayor que los
cementos usados de forma individual, asi como, de los cementos Endoseal y Apexit Plus que

usaron como coadyuvante al orégano 75% (p<0.05). El grupo orégano 75% +Endoseal
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presentaron halos de inhibicidn estadisticamente mayores que los grupos de cementos usado
de forma individual (p<0.05). Ver tabla 6

Tabla 6

Comparaciones multiples de las medias del Efecto Antibacteriano entre aceite esencial de
Origanum vulgare al 75% como coadyuvantes con cementos Endoseal y Apexit Plus frente al

Enterococcus faecalis.

Orégano Apexit  Orégano75%+
Ampicilina Endoseal
75% Plus Endoseal
Orégano 75% -8.24*
Endoseal -17.16* -8.92*
Apexit Plus -17.66* -9.41* -0.49
Orégano75%-+
Endoseal -14.15* -5.9* 3.01* 3.51*
Orégano75%+
Apexit Plus -15.44* -1.2* 1.72 2.21 -1.29

Nota. El contraste de hip6tesis de diferencia entre medias de los grupos estéa basado en la prueba
de Bonferroni. Los valores son las diferencias de medias y los asteriscos las diferencias

estadisticamente significativas a nivel de 0.05.

El grupo de orégano al 50% de forma individual solo fue significativamente mayor a
los cementos Apexit Plus y Endoseal usado de forma individual (p<0.05). En el mismo sentido,
los cementos usando como coadyuvante al orégano 50% presentaron halos de inhibicion

significativamente mayores que los cementos usados de forma individual. Ver tabla 7
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Tabla 7

Comparaciones multiples de las medias del Efecto Antibacteriano entre aceite esencial de
Origanum vulgare al 50% como coadyuvantes con cementos Endoseal y Apexit Plus frente al

Enterococcus faecalis.

Orégano50%+
Ampicilina Orégano 50% Endoseal Apexit Plus
Endoseal
Orégano 50% 3.67*
Endoseal 6.79* 3.12*
Apexit Plus 7.11* 3.45* 0.32
Orégano50%-+
Endoseal 3.92* 0.25 -2.88* -3.19*
Orégano50%-+
Apexit Plus 4.37* 0.7 -2.42* -2.75* 0.45

Nota. El contraste de hipotesis de diferencia entre medias de los grupos esta basado en la prueba
de Dunn. Los valores son las diferencias de medias y los asteriscos las diferencias

estadisticamente significativas a nivel de 0.05.

Las comparaciones multiples entre todos los grupos que usan orégano muestran que el
orégano al 100% fue significativamente mayor a las demas concentraciones ya sea de forma
individual como usados como coadyuvantes de los cementos (p<0.05). EI grupo de orégano al
75% fue mayor a todos los grupos con excepcién del de concentracion 100% (p<0.05), mientras
que el grupo de orégano al 50% solo fue mayor al grupo de 75%+Apexit Plus. (p<0.05). Ver

tabla 8
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Comparaciones multiples de las medias del Efecto Antibacteriano entre aceite esencial de

Origanum vulgare al 100%, 75% y 50% como coadyuvantes con cementos Endoseal y Apexit

Plus frente al Enterococcus faecalis.

Orég. Orég. Orég. Orég. Orég.
Orég. Orég. Oreg.
100% 100% 75%+ 75%+ 50%¢+
100% 75%  50%
+E +A E A E
Orégano 75%  -7.13*
Orégano 50% -14.58* -7.45*
Orég.100%+E -11.34* -4.22* 3.24
Orég.100%+A -13.03* -591* 155 -1.69
Orég.75%+E  -14.97* -7.84* -0.39 -3.63* -1.93
Orég.75%+A  -11.2* -4.08* 3.38* 0.14 1.83 3.76%
Orég.50%+E  -14.33* -7.2* 025 -299 -1.29 064 -3.13
Orég.50%+A -15.12* -7.99* -0.54 -3.78* -2.08 -0.15 -3.91* -0.79

Nota. E: Endoseal; A: Apexit Plus. El contraste de hipdtesis de diferencia entre medias de los

grupos esta basado en la prueba de Bonferroni. Los valores son las diferencias de medias y

los asteriscos las diferencias estadisticamente significativas a nivel de 0.05.
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V. Discusion de resultados

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Origanum vulgare y el de dos cementos endodonticos frente al Enterococcus
faecalis, asi como también, determinar si al mezclar las diversas concentraciones de aceite de
orégano con cada cemento endoddntico, produciria un incremento en el efecto antibacteriano;
uno de los cementos endoddnticos fue a base de dxido de zinc y eugenol (Endoseal), y el otro
cemento fue a base de hidroxido de calcio (Apexit Plus), asimismo, se realizaron mezclas de
las concentraciones de aceite esencial de Origanum vulgare con los cementos endodénticos.
La siembra de la cepa de Enterococcus faecalis se realiz6 en Agar Mueller Hinton, se
embebieron discos de papel con el aceite esencial de Origanum vulgare (100, 75y 50 %), los
cementos endodonticos, y las mezclas entre aceite y cementos.

Ahora bien, en el estudio realizado por Chambilla (2021) obtuvo que, el cemento a base
de 6xido de zinc y eugenol mostrd un halo frente al Enterococcus faecalis de 8,468mm, y el
cemento a base de hidroxido mostro un halo frente al Enterococcus faecalis de 6,165mm, en
la presente investigacion se obtuvo en el primer grupo, un promedio de 11.09mm para el
cemento a base 6xido de zinc y eugenol (Endoseal) y 9.32mm para el cemento a base de
hidroxido de calcio (Apexit Plus), asimismo, al afiadir aceite esencial de orégano al 100% a
dicho cementos, el halo inhibitorio aumento, arrojando un promedio para la mezcla entre el
Endoseal+Aceite de oréganol00% un halo de 15.63mm y para Apexit Plus+Aceite de
orégano100% un halo de 15.67mm. En la investigacion realizada por Gonzales (2020), obtuvo
como resultado que frente al E. faecalis, el cemento Sealer 26 arrojé 14.3mm, y el cemento
Endoseal 12.4mm, estos resultados discrepan con el presente estudio, ya que en la presente
investigacién los promedios de halos de inhibicion obtenidos por los cementos endoddnticos

fueron menores.
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Moromi et al. (2018) obtuvieron halos de 9,5 + 1,29 mm al usar el aceite de orégano a
la concentracion del 100 % frente al Enterococcus faecalis, estos resultados discrepan con el
presente estudio ya que en la presente investigacion el promedio de halos de inhibicion
obtenidos por el aceite de orégano al 100% fue de 26.87+£5.9mm. Malpartida (2017), en su
estudio realizado frente a cepas de Enterococcus faecalis, obtuvo como resultado, que el efecto
inhibidor del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 100% fue de 7,56 mm. £ 1,5
mm., estos resultados discrepan con el presente estudio ya que en la presente investigacion el
promedio de halos de inhibicion obtenidos por el aceite de orégano al 100% fue de
26.87+5.9mm. Malca (2016) obtuvo como resultado que en el que el grupo so6lo de aceite
esencial de Origanum vulgare a la concentracion 100% se mostré un promedio de halo de
23.0mm, y a la concentracion del 75% = 12.6mm, estos resultados son similares con el presente
estudio ya que en la presente investigacion el promedio de halos de inhibicion obtenidos por el
aceite de orégano al 100% fue de 26.87+£5.9mm, asimismo, a la concentracion de 75% se
obtuvo19.75£5.9 mm de halo de inhibicion. Tapia (2016) obtuvo los siguientes halos de
inhibicion sobre la cepa ATCC 29212 de Enterococcus faecalis: AH PLUS = 8.65mm,
ROEKO SEAL = 6.00mm, APEXIT PLUS = 6.00mm, en la presente investigacion se obtuvo
en el primer grupo, un promedio de 9.32mm para el cemento a base de hidréxido de calcio
(Apexit Plus). Grel et al. (2016), obtuvieron como resultado que los promedios de halos de
inhibicion frente a Enterococcus faecalis fueron los siguientes: Smartpaste Bio =
11.75+0.42mm, MTA Fillapex = 6.00+£0.36mm, AH Plus = 7.00+0.44mm; asimismo, Habeeb
(2014), obtuvo como resultado que, sobre el Enterococcus faecalis, el cemento Endofill mostrd
la mayor actividad antibacterial (4.4mm), GuttaFlow mostro efecto moderado (2.4mm), Apexit
mostré un mal efecto (0.6mm), mientras que AH Plus no mostré ningun efecto, los resultados
de ambas investigaciones discrepan con el presente estudio ya que, en la presente investigacion

el promedio de halos de inhibicion obtenidos por los cementos endoddnticos fueron mayores
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(11.09mm para el cemento a base Oxido de zinc y eugenol — Endoseal, y 9.32mm para el
cemento a base de hidroxido de calcio -Apexit Plus).

Por todo lo antes expuesto, se acepta la hipdtesis de la investigacion donde se afirma
que el aceite esencial de Origanum vulgare incrementa el efecto antibacteriano del cemento
Endoseal y del cemento Apexit Plus frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212,

La importancia del presente estudio radica en que se logro determinar que el aceite
esencial de Origanum vulgare a concentraciones de 100%, 75% y 50% presenta un efecto
antibacteriano frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212, y que, al usarlo como coadyuvante
en cementos endodonticos a base de 6xido de zinc-eugenol y a base de hidroxido de calcio,
estos incrementan su accion, siendo de gran ayuda en el campo de la Endodoncia, ya que,
siempre esta latente la posibilidad de presencia de agentes infecciosos al culminar un

tratamiento de conducto.
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VI.  Conclusiones

> Las tres concentraciones de aceite esencial de Origanum vulgare utilizadas en
el presente estudio demostraron actividad antibacteriana, siendo la concentracién al 100% la
que presentd los halos de inhibicion de mayor didmetro en comparacion con las
concentraciones al 75% y 50%.

> Al comparar el didmetro del halo de inhibicion del aceite esencial de Origanum
vulgare al 100% con los halos producidos por los cementos Endoseal y Apexit Plus, se hallaron
diferencias estadisticas altamente significativas, siendo el aceite esencial de Origanum vulgare
al 100% el que presento los halos de inhibicion de mayor diametro.

> Al utilizar el aceite esencial de Origanum vulgare como coadyuvante a los
cementos usados, se obtuvo que el de concentracion al 100% fue el que produjo mayor aumento

de didmetro en los halos de inhibicidn.



42

VII. Recomendaciones

> Utilizar cepas diferentes para evaluar la accion antibacteriana del aceite esencial
de Origanum vulgare.

> Realizar estudios con diversas cantidades de aceite esencial de Origanum
vulgare con los mismos tipos de cementos utilizados en el presente estudio.

> Realizar estudios con otros tipos cementos endoddnticos, para conocer la
realidad de la resistencia antibacteriana del aceite esencial de Origanum vulgare como
coadyuvante.

> Realizar estudios sobre cepas recolectadas clinicamente, para conocer la
realidad de la resistencia antibacteriana del aceite esencial de Origanum vulgare.

> Realizar estudios experimentales in vitro en animales a fin de determinar las
dosis terapéuticas y su toxicidad.

> Realizar estudios con otras presentaciones farmacéuticas en base al aceite
esencial del Origanum vulgare (como geles, extractos, etc.) como otra opcion para los

pacientes que presenten enfermedades bucodentales.
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Anexo B - Matriz de consistencia
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Anexo C - Fotografias de la obtencion del aceite esencial de Origanum vulgare
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Anexo D — Certificacion del Enterococcus faecalis ATCC 29212
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1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
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Anexo E - Fotografias de la obtencién y activacién de las cepas microbianas de
Enterococcus faecalis ATCC 29212
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Anexo F - Preparacion del medio de cultivo Agar Mueller Hinton
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Anexo G - Preparacion del inéculo
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Anexo H — Inoculacién de las placas
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Anexo | — Control positivo (Ampicilina 10pg) / Aceite esencial de orégano al 100%, 75%

y 50% / Cemento a base de 6xido de zinc y eugenol (Endoseal) / Cemento a base de

hidroxido de calcio (Apexit Plus)
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Anexo J — Colocacion del Aceite esencial de orégano, de los cementos endoddnticos, de las

mezclas de aceite con cemento, y del control positivo en las placas Petri




Anexo K — Incubacion de las placas Petri
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Anexo L — Evaluacion del efecto inhibitorio mediante la medicién de los halos de

inhibicién




Anexo M — Carta de presentacion.
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Puedio Lidre, € oe julio de 2021

Dr.
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DIRECTOR MEDICO
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Presente .-
De mi especial consderacidn:

Tengo el agrado de dirigirme a usted, con la finalidad de presentarie a la Bachiller Josselynne
Rosmery Ocafia Bernmal, quien se encuentra realizando su trabajo de tesis titulada:

EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE ORIGANUM VULGARE Y DOS
CEMENTOS ENDODONTIC0S FRENTE AL ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212w

En tal virnad, mucho agradeceré le brinde las facilidades del caso a la Srta. Ocafa para la
recopilacién de datos que le permitird desarrollar su trabajo de investigacdn.

Sin otro particular, aprovecho la oportunidad para renovarle los sentimientos de mi especial
consideraciéan.
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Dr. FRANCO RATEL MAURICIO VALENTIN
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S afures: Prosocolo de Teck
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Anexo N — Constancia emitida por el Quimico Farmacéutico

"Wt e b Vpuntdand du pportumidades pers mujeras g bumbres”
AN el Wiceenagin de) Peris. 200 wus ds Indspenisensis’

CONSTANCIA

YO, JUAN ROBERTO PEREZ LEON CAMBORDA, Quimico Farmacéutico, con
el prido de Mugister en Recursos Vegetales y Terapéuticos, mediante Ja presente dejo
constiar i colaboracion con la bachiller JOSSELYNNE ROSMERY OCARA BERNAL,
erresidin de lu Facultad de Odontologfa de la Universidad Nacional Federico Villarreal,
en lis anctividades de preparacion de aceite esencial de orégano y sus concentraciones de
Cnsinyo, lin cuales seran wiilizadas pars el desarrollo de la tesis titulada; “EFECTO
ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE ORIGANUM
VULGARE Y DOS CEMENTOS ENDODONTICOS FRENTE AL ENTEROCOCCUS
VALCALIS ATCC 29212",

Se extiende Ju presente constancia a solicitud de la parte interesada para los fines
académicos que estime conveniente,

Lima, 05 de octubre de 2021,

i L2
/ 3, ROBERTO PEREZ LEON C,
? QUIICO FARMACEUTICO

COFP.0M431 DRECTOR TECHICO




Anexo N — Carta de aceptacion del Laboratorio Clinico.
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Anexo O — Constancia emitida por el Laboratorio Clinico.
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LABCRATORIO CLINICT

CONSTANCIA

La que suscrite, Dra. Miryam Danitza More Yupanqui, Medico pattlogo del
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Ceriifica gue,

JOSSELYNNE ROSMERY OCANA BERNAL

Bachiller de |a facultad de Odontologia de la Universidad Macional Federico
Vilzmeal, ha sjecutado su  proyecto de  investigacion  “EFECTOD
ANTIBACTERIAND IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE ORMANLM
VULGARE ¥ DOS CEMENTOS ENDODONTICOS FRENTE AL
ENTERQCOCCUS FAECALIS ATCC 29M T, durante el mes de ociubre vy
noviembre del 2021, realzandolo satistactoriaments.

Se expide el presente documento a soficiiud del interesado, para los fines que
Ssime conenisnte.

Lima, 18 de enere del 2022

e

MCORE YUPANGL MR AM DAMITIA
Madico Pabalogo olinkeo
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