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RESUMEN

Objetivo: Probar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de: Menta
piperita (Menta), Origanum vulgare (Orégano) y Cymbopogon citratus
(Hierba Luisa) sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus.
Materiales y Método: Fue un estudio experimental in vitro, prospectivo, Los
aceites esenciales de dichas plantas se obtuvieron por el método de arrastre
por vapor de agua. Luego se llevé a cabo la activacion de la cepa bacteriana
y la preparacion del inéculo con una turbidez de 0,5 en la escala Mc Farland,
la siembra se realiz6 en 72 cajas Petri con el medio de cultivo Dextrosa
Sabouraund a una temperatura de 37°C para luego proceder a la colocacion
de discos estériles impregnados de las diferentes aceites esenciales, para
finalmente medir los halos de inhibicibn mediante una regla pie de rey.
Resultados: Los resultados promedio del efecto antimicrobiano para grupo
de estudio 1 Origanum vulgare (Orégano) el valor promedio de formacién de
halo de inhibicién fue (20,02 + 5,09 mm), el grupo de estudio 2 Menta
piperita (Menta) arrojé un valor promedio (12,19+ 0,86 mm) y para el grupo
de estudio 3 Cymbopogon citratrus (Hierba luisa) la media fue (20,94 + 2,11
mm). El analisis de varianza con la prueba no paramétrica kruskal Walis. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre los
tres grupos estudiados Conclusiones: La esencia de Cymbopogon citratus
(Hierba Luisa) presenté mayor halos de inhibicion sobre el Streptococcus
Mutans y Lactobacillus Acidophilus en relacion al aceites esencial de
Origanum vulgare (Orégano), Menta piperita (Menta) pero las diferencias
encontradas no fueron estadisticamente significativas.

Palabras claves: Cymbopogon citratus (Hierba Luisa), Origanum vulgare

(Orégano), Menta piperita (Menta), efecto antimicrobiano.



SUMMARY

Objective: To test the antimicrobial effect of the essential oil of: Peppermint
(Mint), Origanum vulgare (Oregano) and Cymbopogon citratus (Herb Luisa)
on Streptococcus mutans and Lactobacillus acidophilus.

Materials and Methods: It was an experimental, in vitro, prospective study.
The essential oils of these plants were obtained by the method of steam
water drag. The activation of the bacterial strain and the preparation of the
inoculum were then carried out with a turbidity of 0.5 on the Mc Farland
scale, the seeding was carried out in 72 Petri dishes with Sabouraund
Dextrose culture medium at a temperature of 37 ° C to then proceed to the
placement of sterile disks impregnated with the different essential oils, to
finally measure the inhibition haloes by means of a ruler standing.

Results: The average results of the antimicrobial effect for study group 1
Origanum vulgare (Oregano) the average value of inhibition halo formation
was (20.02 £ 5.09 mm). Study Group 2 peppermint (Mint) yielded an average
value (12.19 = 0.86 mm) and for study group 3 Cymbopogon citratrus (Luisa
grass) the average was (20.94 + 2.11 mm). The analysis of variance with the
nonparametric Kruskal Walis test. No statistically significant differences were
found (p> 0.05) between the three groups studied

Conclusions: The essence of Cymbopogon citrates (Luisa grass) presented
greater halos of inhibition on the Streptococcus Mutans and Lactobacillus
Acidophilus in relation to the essential oils of Origanum vulgare (Oregano),
Peppermint (Mint) but the differences found were not statistically significant.
Key Words: Cymbopogon citratus (Luisa grass), Origanum vulgare

(Oregano), Peppermint (Mint), antimicrobial effect.
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INTRODUCCION

La caries dental es una alteracion fisiologica de los minerales del tejido
dental y los fluidos que lo rodean, donde interactia un amplio grupo de
factores bioldgicos, socioeconémicos y culturales®. Entre los factores
biol6gicos esta implicito el biofilm?; se trata de una matriz formada por
material proteico, polimeros extracelulares y comunidades microbianas que
interactian a través de sistemas dinamicos, proporcionando proteccion
bacteriana y resistencia a agentes antimicrobianos entre 100 y 1000 veces
mayor con respecto a bacterias en estado plancténico®. La especie
bacteriana Streptococcus mutans, se destaca por ser el agente principal
asociado a la caries dental debido a sus propiedades acidogénicas y
aciduricas que le permiten adaptarse y sobrevivir a los cambios

ambientales?.

La caries es un problema de salud publica, ya que prevalece en 60 a 90% de
la poblacion mundial en edad escolar. Varios factores interactian en su
etiologia, entre ellos la placa dental es necesario tener microorganismos
productores de acido lactico como Streptococcus del grupo Mutans. Las
medidas de prevencion y tratamiento existentes no son totalmente efectivas
y generan efectos adversos, por lo que es necesario buscar estrategias

complementarias para su manejo.
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1.1.

CAPITULO I:

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion del problema

La caries dental es una de las enfermedades de etiologia bacteriana
mas comuln entre los seres humanos®, siendo el Streptococcus
mutans, el microorganismo mas importante ligado a tal patologia,
considerado como la especie mas frecuentemente aislada en la placa

dentobacteriana®.

Asimismo, otros microorganismos como el Lactobacillus acidophilus
han sido asociados a la caries dental, ya que éstos son capaces de
producir grandes cantidades de acidos, en un pH bajo, resultando en

una placa altamente acida que favorece la desmineralizacién dental.

La caries dental es un problema de salud publica global’, debido a su
magnitud, ademas, causa absentismo doloroso, escolar y laboral,
dificultades nutricionales, asi como fonacion, estética y problemas

econdmicoss.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el 60-90% de los nifios en
edad escolar en todo el mundo tienen caries dental, el 98% de la

poblacion adolescente entre 11 y 13 afios de edad en América Latina®



La salud bucal en el Pert atraviesa una situacion critica. El
MINSA en el afio 2014 publicé que 95 de cada 100 peruanos padece
caries dental asegurando la prevalencia estimada en la denticion
temporal fue (60,5%) y en denticion permanente (60,6%), ademas en
lo que se refiere a caries dental el indice de dientes cariados, perdidos
y obturado (CPOd), a los 12 aflos es de aproximadamente 6, que
muestra también que la presencia de caries dental va incrementanose

conforme aumenta la edad?°.

En consecuencia, es necesario evaluar otras sustancias a base de
aceites esenciales de plantas naturales, los cuales son el producto
final del metabolismo secundario de las plantas aromaticas y donde
diversas investigaciones han permitido establecer su actividad

antibacteriana, antimicotica, antiparasitaria, antiviral e insecticida.

Por consiguiente, existe la necesidad inmediata de trabajar en la
prevencion y tratamiento de la caries dental a base de productos
naturales de facil implementacion y de amplio espectro presentes en
extractos de plantas naturales; los cuales podran estar al alcance de
toda la comunidad por su facil acceso, bajo costo y sobre todo por

pocos efectos colaterales indeseables.

Por todo lo expuesto, el proposito de la presente investigacion fue
determinar cual de estos aceites esenciales de Menta piperita
(Menta), Origanum vulgare (Orégano) y Cymbopogon Citratus (Hierba
luisa) tiene mejor efecto antimicrobiano sobre Streptococcus mutans,

Lactobacillus acidophilus tanto en su forma concentrada como diluida.
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1.2. Formulacién del problema

Problema General

¢ Existira efecto antimicrobiano del aceite esencial de: Menta piperita
(Menta), Origanum vulgare (Orégano) y Cymbopogon Citratus
(Hierba Luisa) sobre: Streptococcus mutans y Lactobacillus

acidophilus?

Problemas especificos
- ¢Cuanto es el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Menta
piperita (Menta), Origanum vulgare (Orégano) y Cymbopogon

citratus (Hierba Luisa) frente a Streptococcus mutans?

- ¢Cuanto es el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Menta
piperita (Menta), Origanum vulgare (Orégano) y Cymbopogon

citratus (Hierba Luisa) frente a Lactobacillus acidophilus?

1.3 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

- TEORICO

Este proyecto aportara conocimiento cientifico sobre la existencia

de plantas medicinales con propiedades antimicrobianas.

- METODICO

Porque podrian ser alternativas de prevencion y tratamiento de las
patologias mas frecuentes de la cavidad bucal, como la caries

dental.

11



- PRACTICO

Porque de esta manera se podra elaborar farmacos naturales, en
los que en su composicidn contengan compuestos quimicos

propios de estas plantas.

1.4 OBJETIVOS
Objetivo general
Probar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de: Menta piperita
(Menta), Origanum vulgare (Orégano) y Cymbopogon citratus
(Hierba Luisa) sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus

acidophilus.

Objetivos especificos

- Determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de
Menta piperita (Menta), Origanum vulgare (Orégano) Yy
Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) frente a Streptococcus
mutans.

- Determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de
Menta piperita (Menta), Origanum vulgare (Orégano) Yy
Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) frente a Lactobacillus

acidophilus.

12



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Tofifio A, Ortega M, Galvisa D, Jiménez-Rios H, Merini LJ, Martinez-
Pabon MC. Colombia (2016). Efecto de los aceites esenciales de Lippia
alba y Cymbopogon citratus en las biopeliculas de Streptococcus mutans
y citotoxicidad en células CHO. OBJETIVO: El estudio buscé evaluar la
capacidad de erradicacion de los biofilms de Streptococcus mutans y la
toxicidad en las células eucariotas de los aceites esenciales Lippia alba y
Cymbopogon citratus. METODOLOGIA: Los aceites esenciales se
extrajeron del material vegetal mediante destilacién con vapor y luego se
determiné su composicion quimica. EI MBEC de alto rendimiento
(MBEC-HTP) (Innovotech, Edmonton, Alberta, Canada) ensayo utilizado
para determinar la concentracién de erradicacion de S. mutans ATCC
35668 biofilms deformacion. La citotoxicidad se evalu6 en células CHO a
través del ensayo de proliferacién de células MTT. RESULTADOS: Los
componentes principales en ambos aceites fueron Geraniol y Citral; en
L. alba 18,9% y 15,9%, respectivamente, y en C. citratus 31,3% vy
26,7%. Los aceites esenciales de L. alba presentaron actividad de
erradicacion frente a los biofilms de S. mutans del 95,8% en la
concentracién de 0,01 mg / dL y los aceites esenciales de C. citratus
mostraron una actividad de erradicacion del 95,4% a 0,1y 0,01 mg / dly
del 93,1% Concentracion de 0,001 mg / dI;ninguna de las

concentraciones de ambos aceites esenciales mostrd toxicidad en las
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células CHO durante 24 horas. CONCLUSION: Los aceites esenciales
de L. alba y C. citratus mostraron actividad de erradicacion contra los
biofiims de S. mutans y citotoxicidad nula, evidenciando la necesidad de
realizar estudios adicionales que puedan identificar sus componentes
activos y orientar un uso seguro en el tratamiento y prevencion de la

caries dental'l.

Chamba L. Ecuador (2015). EFECTO ANTIBACTERIANO Y
ANTIFUNGICO DEL ACEITE ESENCIAL DE: Menta piperita (MENTA),
Origanum vulgare (OREGANO) y Cymbopogon citratus (HIERBA LUISA)
SOBRE Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus
ATCC 10746 y Candida albicans ATCC 90028”. Objetivo principal
evaluar la actividad antifingica de los aceites esenciales de Orégano y
Hierba Luisa sobre cepas de C. albicans tomando como medicamento
control a la nistatina y asi establecer su capacidad inhibitoria
Metodologia. Los aceites esenciales se obtuvo mediante técnica de
arrastre a vapor de agua en diferentes concentraciones. Se llevé a cabo
la activacion de la cepa micoldgica y la preparacion del inéculo con una
turbidez de 0,5 en la escala Mc Farland, la siembra se realiz6 en 19
cajas Petri con el medio de cultivo Dextrosa Sabouraund a una
temperatura de 37°C para luego proceder a la colocacién de discos
estériles impregnados de las diferentes concentraciones de aceites
esenciales (25%.50%,75%,100%) nistatina control positivo y tween 80
control negativo. Se incubo el material durante 72 horas para la posterior
medicion de los halos de inhibicion mediante una regla pie de rey.

Resultados Se observo que los valores medios del halo de inhibicién

14



guardan relacion con la concentracion del extracto probado, los valores
para ambos grupos experimentales son bastante similares al comparar
sus pares correspondientes en funcion de la concentracién. EI maximo
valor medio de halo de inhibicién se presentd con el aceite esencial de
orégano (18mm), seguido por el aceite esencial de hierba luisa al “100%”
(“17,8mm”).Concluyendo que existieron discrepancias significativas por

grupo de estudio segun la prueba de Kruswal'?,

Chaudhari LK, Jawale BA, Sharma S, Sharma H, Kumar CD, Kulkarni
PA. India 2012. Actividad antimicrobiana de aceites esenciales
comercialmente disponibles contra Streptococcus mutans. Objetivo:
Estudiar la actividad antibacteriana de nueve aceites esenciales
comercialmente disponibles contra Streptococcus mutans in vitro y
comparar la actividad antibacteriana entre cada material. Metodologia:
Nueve aceites esenciales puros; aceite de girasol, aceite de lima, aceite
de canela, aceite de menta, aceite de menta, aceite de limén, aceite de
cedro, aceite de clavo y aceite de ucalipto. Streptococcus mutans se
inoculé a 37°C y se sembrdé en medio de agar sangre. El ensayo de
difusion de pocillo de agar se us6 para medir la actividad
antibacteriana. La zona de inhibicion se midi6é alrededor del papel de
filtro en milimetros con un calibre vernier. Resultados: El aceite de
canela mostr6 la actividad mas alta contra Streptococcus
mutans seguido de aceite de limén y aceite de cedro. El aceite de
Wintergreen, el aceite de lima, el aceite de menta y el aceite de menta

no mostraron actividad antibacteriana. Conclusidon: El aceite de canela,
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aceite de limén, aceite de cedro, aceite de clavo de olor y aceite de

eucalipto exhiben propiedades antibacterianas contra S. mutans?®s.

Bastos M, Damé L, De Souza L, Almeida D, Alves M, Braga J. Cuba.
(2011). Actividad antimicrobiana de aceite esencial de Origanum vulgare
L. ante bacterias aisladas en leche de bovino. Objetivos: evaluar la
concentracion bactericida minima del aceite esencial de Origanum
vulgare L. (orégano) frente a bacterias aisladas de leche mastitica.
Métodos: se evaluo la actividad antimicrobiana del aceite esencial de O.
vulgare frente a 71 bacterias aisladas de leche bovina, de los
géneros Streptococcus, Staphylococcus y Corynebacterium;y 3 cepas
patron de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus y Escherichia coli. La técnica utilizada fue de dilucion en
microplaca.

Resultados: la concentracion bactericida minima media varié de 0,23 a
2 % frente a las bacterias aisladas de leche bovina, con la menor
concentracion para el género Streptococcus y la mayor
para Staphylococcus coagulasa negativa. En cuanto a las cepas
patrones la concentracion bactericida minima fue de 3,17 y 0,35 %
para S. aureusy Escherichia coli, respectivamente; no presentd efecto
para Pseudomonas aeruginosa. Conclusiones: en los resultados se
comprobd la actividad in vitro del aceite de orégano frente a las bacterias

relacionadas con la mastitis bovinal.
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Abhishek M, Purohit R, Deepika M, Prasad G, Dua V.India (2011).
Investigacion farmacoldgica del extracto de metanol de Mentha piperita
L. raices sobre la base de propiedades antimicrobianas, antioxidantes y
anti-inflamatorias. Metodologia Se us6 extracto de raiz de metanol de
Mentha piperita L. para evaluar la actividad antioxidante, antimicrobiana
y propiedades anti-inflamatorias. Se encontré6 el extracto posee la
maxima potencia contra agentes patdégenos infecciosos. Ademas la
maxima capacidad antioxidante se observé en extractos de metanol. El
extracto de metanol de las raices de la planta también poseia maxima
actividad anti-inflamatoria, en el modelo de carragenina los animales,
inducida en forma dependiente de dosis a una dosis de 50 mg / kg. Los
valores de p <0,05 se consideraron significativos. Diferentes otros
extractos no mostraron ninguna potencia en comparacion con otros
extractos de disolvente de la planta. Estos extractos activos de metanol
crudo se ensayaron también para la toxicidad celular de los eritrocitos de

oveja y se encontré que no tienen toxicidad celulart®.

Rasooli I, Shayegh S, y Astaneh S. Iran (2009).The effect of Mentha
spicata and Eucalyptus camaldulensis essential oils on dental biofilm.
Evaluaron los efectos antimicrobianos de aceites esenciales de Mentha
spicata y Eucalyptus camaldulensis y clorhexidina frente a Streptococcus
mutans y Streptococcus pyogenes, in vitro e in vivo relacionado a la
formacion de biopeliculas. Los aceites esenciales se analizaron
mediante cromatografia de gases (GC) y espectrometria de masas (MS).

15 y 21 compuestos fueron identificados en los aceites esenciales de M.
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spicata y E. camaldulensis, respectivamente. Las concentraciones
minimas bactericidas (MBC) de aceites esenciales de M. spicata y E.
camaldulensis se encontro que 4 y 2 mg/ml, y de clorhexidina (2%) eran
8 y 1mg/ml, para ambos S.mutans y S. pyogenes, respectivamente.
Tiempo de reduccion decimal de S. mutans de M. spicata y aceites de E.
camaldulensis en sus niveles de CBM fue de 2,8 minutos, mientras que
la de clorhexidina fue de 12,8 min. El valor de S. pyogenes expuestos a
los niveles de MBC de aceites de M. spicata y E. camaldulensis y de
clorhexidina fueron 4,3; 3,6 y 2,8 minutos respectivamente. Concluyeron
gue los aceites esenciales de E. camaldulensis y M. spicata retrasan
significativamente la formacion de biofim y pueden contribuir al
desarrollo de tratamientos anticaries nuevos?®.

De Souza L, Frascolla R, Santin R, Ziemann M, Costa R, Alves M. Cuba.
(2008). Actividad de extractos de orégano y tomillo frente a
microorganismos asociados con otitis externa. Evaluaron la actividad
antimicrobiana in vitro de 3 tipos de extractos (un aceite, una tintura y
una decoccién) de las plantas Origanum vulgare L. (orégano) y Thymus
vulgaris L. (tomillo), frente a: Malassezia pachydermatis(hongo),
Pseudomonas aeruginosa Gram (-) y Staphylococcus aureus Gram (+).
Los aceites presentaron CMI menor frente a los microorganismos, pero
las tinturas fueron las que presentaron mejor rendimiento fueron las
tinturas. Concluyendo que tanto el aceite como la tintura pueden ser una
alternativa para el tratamiento de la otitis externa, debido a la presencia

de timol y carvacrol en mencionadas plantas?’.
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De la Paz J, Maceira M, Corral A, Gonzéalez C. Cuba. (2006). Actividad
antiparasitaria de una decoccién de Mentha piperita Linn. Comprobaron
si la decoccién de las hojas de Mentha piperita Linn posee efecto
antiparasitario. El modelo bioldgico utilizado fue la lombriz terrestre del
género rojo California y las dosis empleadas fueron 0,475; 0,950 y 1,900
g/dL. Ademas, se formaron un grupo control negativo (agua destilada) y
un grupo control positivo (solucibn de piperazina al 2,0 %). La
evaluacion, en placa Petri, se realiz6 de forma continua durante un
periodo de 8 h. La variable medida fue tiempo de supervivencia y se
expreso en minutos. Los resultados demuestran que la decoccion de las
hojas de Mentha piperita Linn posee efecto vermifugo en dependencia
de la dosis. La dosis maxima resultd ser mas potente que la droga de
referencia empleada (piperazina 2,0 %)*8.

ANTECEDENTES NACIONALES

Maravi G. Lima Peru 2012. “Efecto antibacteriano y antifungico del aceite
esenciaL DE: Menta piperita (MENTA), Origanum vulgare (OREGANO) y
Cymbopogon citratus (HIERBA LUISA) SOBRE Streptococcus mutans
ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y Candida albicans
ATCC 90028”. El objetivo de la presente investigacion fue determinar el
efecto antibacteriano y antifingico in vitro del aceite esencial de: Menta
piperita (Menta), Origanum vulgare (Orégano) y Cymbopogon citratus
(Hierba Luisa) Metodologia, mediante el método de difusion en agar con
disco, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus
acidophilus ATCC 10746 y Candida albicans ATCC 90028. Los aceites

esenciales de dichas plantas se obtuvieron por el método de arrastre por
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vapor de agua. Para realizar el analisis microbiol6gico, se utilizé el aceite
esencial de Menta al 50 y 100%, Orégano al 50 y 100% y Hierba Luisa al
50% y 90%, asimismo, para obtener concentraciones al 50% y 90%,
éstas se diluyeron en agua destilada y DMSO (dimetilsulfoxido). Estos
aceites esenciales, fueron comparados con Nistatina como control
positivo (para los hongos) y Gluconato de Clorhexidina al 0.12% (para
las bacterias) y como controles negativos se utiliz6: H20 destilada y
DMSO. Al realizar las pruebas de sensibilidad in vitro se obtuvieron los
siguientes resultados: De los tres aceites esenciales, al el que tuvo
mayor efecto sobre Streptococcus mutans fue el Orégano, frente a
Lactobacillus acidophilus y Candida albicans fue la Hierba Luisa. El
aceite esencial de Orégano y Hierba Luisa tienen mayor efectividad
antibacteriana y antifingica que los controles positivos: Clorhexidina al
0.12% y Nistatina, a excepcion de la Menta piperita (Menta) al 50% que
su accion fue menor que los controles positivos. Conclusiones De los
tres aceites esenciales, al 50% (8.53 mm) y al 100% (25.72 mm) el que
tuvo mayor efecto sobre Streptococcus mutans fue el Origanum vulgare

(Orégano)?®°.

Borja F. Lima. (2007). Actividad antibacteriana y concentracion Minima
Inhibitoria del aceite esencial del Cymbopogon citratus frente al
Streptococcus mutans in vitro. Evaluo la actividad antibacteriana de
Cymbopogon citratus a través del método de difusion en agar y a su vez
hallar la CMI mediante el método de microdilucion frente a Streptococcus

mutans. Se encontré que la CMI fue de 0.4%. y los halos de inhibicién de
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21,8mm y 23mm en 80uL/mL y 160uL/mL del aceite esencial.
Concluyendo que el aceite esencial de Cymbopogon citratus es un buen
agente antibacteriano frente a Streptococcus mutans y su accion es mas
efectiva que el control positivo (Clorhexidina 0.12%)2°.

ANTECEDENTES REGIONALES

No se encontrd estudios similares a la investigacion.

2.2. BASES TEORICAS
2.2.1. Caries dental

2.2.1.1. Definicion
Es una enfermedad infecciosa, multifactorial y transmisible que
afecta a los tejidos dentarios caracterizada por la desintegraciéon
progresiva de sus tejidos calcificados, debido a la accién de
microorganismos sobre los carbohidratos fermentables
provenientes de la dieta?!.
2.2.1.2. Incidencia
En el Pert, segun el Ministerio de Salud, 98 de cada 100
peruanos presenta lesiones cariosas. La caries dental todavia es
considerada como un problema de salud publica en muchas
partes del mundo, debido a que afecta la calidad de vida de los
individuos que la padecen?’.
2.2.1.3. Factores etiologicos
Paul Keyes en 1960, establecidé que la etiopatogenia de la caries
obedece a la interaccion simultanea de tres factores principales:

un factor “microorganismo” que en presencia de un factor
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“sustrato” (ingesta de Carbohidratos), logra afectar a un factor

“‘diente” (también denominado huésped). Dicho investigador,

refiri6 tanto en forma tedrica como experimental que la

interaccion entre estos tres factores constituye, la base

fundamental para el desarrollo de la caries dental?®?.

A continuacion detallaremos cada uno de ellos:

a) Microorganismos
La cavidad bucal contiene una de las mas variadas y
concentradas poblaciones microbianas del organismo. Se
estima que en ella habitan entre 200 y 300 especies. Entre
las bacterias presentes en boca se encuentran tres especies
principalmente relacionadas con la caries: Streptococcus con
las sub-especies S.mutans y S. sobrinus. Lactobacillus vy
Actinomyces. De todos ellos, los S, mutans son los mas
cariogénicos, los cuales son capaces de inducir caries en

cualquier superficie del diente?3.

b) Dieta
El Streptococcus mutans para poder producir glucano y
polisacaridos responsables de la adhesion bacteriana,
necesitan de un sustrato que consiste en la ingesta de
hidratos de carbono, mas especificamente la sacarosa, que
es el carbohidrato fermentable con mayor potencial

cariogénico®.
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Durante el proceso de la caries, las bacterias orales
fermentan los hidratos de carbono y producen &cidos que
disuelven el esmalte dentario?*.

La forma (consistencia, textura, adhesién) y la frecuencia del
consumo, son mas importantes que la cantidad de azlcares
consumidos. El pH en boca cae por debajo de 5.5 (valor
critico que favorece la desmineralizacion del esmalte, a los 3-
5minutos después de la ingesta y tarda de 30 a 60 minutos
en alcanzar un ph neutro de 7,0). Se ha demostrado tanto en
vitrio como en vivo que la persistencia de la acidez favorece
la disolucién o desmineralizacion; mientras que, la reduccion
del tiempo de exposicion estimula la remineralizacion?®.

c) Huésped
Los factores ligados al huésped pueden distribuirse en dos

grandes grupos: la saliva y los dientes.

- Lasaliva
La participacion de la saliva en el proceso carioso ha
sido corroborada mediante estudios diversos, en los
cuales, al disminuir el flujo salival, se observdé un
incremento sustancial de los niveles de lesiones de
caries. Entre ellos, los realizados en pacientes con
xerostomia, es decir, niveles de secrecién salival

disminuida y el experimento de supresion de saliva en
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animales, mediante extirpacién quirargica de sus
glandulas®.
- Los dientes
La caries dental se manifiesta en el esmalte, el cual se
torna susceptible de ser destruido por los acidos o por su
propia configuracion anatémica, como en los casos de
surcos, fisuras y puntos?®.
d) Tiempo
Se considera que una frecuencia de carbohidratos por
encima de seis veces diarias contribuye a aumentar el
riesgo de caries. Ademas, algunos estudios muestran que
las diferencias en el factor cariogénico de los alimentos no
solo depende de la cantidad de carbohidratos fermentables
gue estos contengan, sino también de la frecuencia del

consumo Y la permanencia de los mismos en la boca?.

2.2.1.4. Microorganismos relacionados con la caries dental:
El papel esencial de los microorganismos en la etiologia de la
caries fue instituido por Miller en 1890. A ello se sumé la
identificacion de las bacterias sindicadas como las principales:
el Streptococcus mutans por Clarke en 1924 y los Lactobacillus
por Buntig y Palmerlee en 19257,

A continuacion  describiremos cada uno de estos
microorganismos con sus caracteristicas mas importantes.

a) Streptococcus mutans:
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Caracteristicas Generales

Streptococcus mutans es un coco Gram positivo, dispuesto
en cadena, no movil, catalasa negativo, productor rapido de
acido lactico con capacidad de cambiar un medio de pH 7 a
pH 4.2 en, aproximadamente, 24 horas. Fermentador de
glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, inulina y salicina con la
produccién de acido?8.

"Streptococcus mutans se ha subclasificado en varios tipos
con base en las propiedades inmunoldgicas, bioldgicas y
genéticas: los serotipos de Streptococcus mutans son c, e, f
y k2.

Los estreptococos son bacterias esféricas Gram positivas
que por lo general forman pares de cadenas durante su
crecimiento. Se distribuyen ampliamente en la naturaleza.
Algunos son miembros de la flora humana normal; otros se
asocian con enfermedades humanas importantes atribuibles
en parte a infeccibn por estreptococos y en parte a
sensibilizacion a ellos. Elaboran varias sustancias
extracelulares y enzimas. Los estreptococos son un grupo
heterogéneo de bacterias y no hay un sistema apropiado
para clasificarlos?®.

Streptococcus mutans son cocos Gram  positivos,
dispuestos en cadenas cortas de 4 a 6 cocos, los cuales
miden de 0,5 a 0,8 y de diametro, anaerobios facultativos,

comprenden parte de la flora microbiana residente de la
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cavidad bucal y vias respiratorias altas. Su temperatura
optima de desarrollo es de 36 +-1 °C?’.

Su nombre lo recibe por su tendencia a cambiar de forma,
ya que se puede encontrar en forma de coco o de forma

mas alargada como bacilo?’.

e Habitat
Su principal habitat es la superficie dentaria del hombre. Se
encuentra en forma permanente en la cavidad oral después
de la erupcion dental, debida fundamentalmente a que
requiere la presencia de tejido duro no descamativo para su
colonizacién®°.
e Medio de cultivo
Para el cultivo de Streptococcus mutans se empled el
medio de cultivo
- Infusién de Cerebro Corazén (BHI), dicho medio es el
mas empleado y eficaz para el cultivo de bacterias
exigentes como  Estreptococos, = Neumococos,
Meningococos Yy otros®?,
e Poder patégeno
La relacion S.mutans-caries se fundamenta en las
siguientes caracteristicas: Incremento cuantitativo en
sujetos predispuestos 0 con caries activa; capacidad de
induccion de la enfermedad en animales de
experimentacion y proteccion de los mismos cuando

estén  inmunizados frente a  antigenos  del
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microorganismo Y los factores de virulencia relacionados

con dichos procesos?’.

Factores de virulencia

Son aquellas condiciones o caracteristicas especificas

gue hacen patdgeno a este microorganismo. Entre ellas

tenemos:

Acidogenicidad: el Streptococcus puede fermentar
los azucares de la dieta para producir principalmente
acido lactico como producto final del metabolismo.
Esto hace que baje el pH y se desmineralice el
esmalte dental.

Aciduricidad: Es la capacidad de producir acido en
un medio con pH bajo.

Acidofilicidad: EI Streptococcus mutans puede
resistir la acidez del medio.

Los Streptococcus mutans estan relacionados con la
caries que ocurren en fisuras, en superficies lisas o

sobre el cuello y raiz?’.

e Clasificacion de los Estreptococos:

Las clasificaciones que se han propuesto
para estas bacterias son innumerables y se basan
en sus distintas caracteristicas; las mas actuales

tienen encuesta la biologia molecular.

27



Segun la doctora lancefield (1933), ubico
a estas bacterias en grupos identificados con
letras. Estas son:

- Grupo A: S. pyogenes. Beta hemolitico

- Grupo B: S. agalactia. Beta hemolitico.

- Grupo D: enterococcus faecalis (y otros
enterococos). Alfa hemolitico y no
hemolitico.

- Grupo C, G: S. dysgalalactiae. Alfa y beta
hemolitico.

- Grupo D: S. Bovis. No hemoliticos

- Grupo F (A, C, G) y no tipicables: S.
anginosus (S. intermedius, constellatus,

millen).

Alfa y beta hemoliticos y no hemoliticos
-No tipificados: S. viridans (S. mutans). Alfa
hemoliticos y no hemoliticos.
- Sin grupo: S. pneumoniae. Alfa hemoliticos
- Sin grupo: peptostreptococcus  (muchas
especies). Alfa hemoliticos y no hemoliticos?°.
b) Lactobacillus acidophilus
e Caracteristicas Generales
¢ Incluido en la familia Lactobacillaceae, se distinguen mas
de cuarenta especies. Desde el punto de vista de su

morfologia, los lactobacilos son pleomorficos, pero debido a
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gue se dividen en un solo plano, nunca presentan
ramificaciones, suelen aparecer asociados en parejas,
cadenas, empalizadas o frecuentemente aislados. En
cuanto a los cultivos, la temperatura 6ptima es de 36+- 1 °C
y existe un medio liquido o sélido muy selectivo®?,

Son bacilos Gram Positivos, catalasa negativa, no
esporulados. Las colonias generalmente son pequeiias,
pueden variar en su forma: opaca, redonda, lisa aplanada,
transllicida e irregular, frecuentemente con aspecto de
cristal. Los Lactobacillus no solo existen constantemente en
la boca y producen rapida conversién de carbohidratos en
acido lactico, sino que su indole 4cida permite que persistan
en tales valores de acidez. Por lo tanto, se ha sospechado
que pueden guardar relacién causal con el proceso de la
caries®,

e Habitat

Con respecto a su habitat, las especies del género
Lactobacillus se encuentran en forma constante en la
cavidad bucal, la vagina y el aparato digestivo humano y de
otros mamiferos. En la cavidad oral, se aislan
preferentemente en la saliva, el dorso de la lengua y las
placas supragingivales y radiculares, su concentracion
variara segun el estado de salud oral, incrementandose con

la caries?’.
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e Medio de cultivo.
Para el cultivo y recuento de lactobacilos, se empleé Agar
(MRS), los investigadores Man, Rogosa y Sharpe
desarrollaron este medio con el propésito especifico de
emplearlo para el cultivo de Lactobacilos en productos
derivados de la leche, aunque no por esto dejar de estar
indicado en otras aplicaciones. Por la presencia de la
peptona, glucosa, manganeso y magnesio se aportan los
componentes nutritivos y energéticos para el crecimiento
de los Lactobacillus®.

e Poder patdégeno
Los Lactobacillus, se relacionan con la caries, pero tienen,
en principio, por la falta de algunos factores de
cariogenicidad como su poder adhesivo, una menor
significacion patogénica que los Streptococcus del grupo
mutans. Su poder cariogénico es mayor en zonas
retentivas en las que quedan atrapados fisicamente. En
cualquier caso, su cantidad en la saliva aumenta?’.

2.2.2. Efecto antimicrobiano

La Fitoterapia

La fitoterapia es la ciencia que estudia la utilizacion de los

productos de origen vegetal con finalidad terapéutica, ya sea

para prevenir, para atenuar o para curar un estado patolégico.

Las plantas han sido utilizadas desde épocas primitivas en el

tratamiento de enfermedades. La mayoria de éstas presentan
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efectos fisiologicos multiples debido a la presencia de mas de
un principio activo3*.
2.2.2.1. Origanum vulgare (orégano)
Definicion
Conforme a Cameroni el orégano es una especie herbacea
gue puede llegar a medir hasta 1metro de altura, pertenece
a la familia Labiatae, presenta flores de color blanco a
purpura, de hojas vellosas lisas®®.
Clasificacion taxondémica
- Phylum: Euphyta.
- Division: Angiospermae
- Clase: Dicotyledones
- Orden: Tubiflorae
- Familia: Labiatae
- Género: Origanum?®®
Caracteristicas
El orégano perteneciente al género Origanum, familia
Labiatae, agrupa plantas herbaceas, perennes, matosas,
originarias de los paises mediterrdneos. Crece espontanea
en los lugares soleados y aridos hasta 2000 m.s.n.m., es
cultivada como planta aromatica y por sus propiedades

terapéuticas.
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Etimologia

El nombre deriva del griego "oros = montafia" y de "gamos
= resplandor, delicia" vale a decir "alegria de la montafia"
porque al estado espontaneo pinta con sus flores las
pendientes montafiosas Yy ondulados pedregosos vy

soleados?36.

Habitat y distribucion

Origanum vulgare L. (Orégano) es una planta perenne,
perteneciente a la familia Lamiaceae. Originario de la region
del Mediterrdneo, también cultivado en Europa, Asia y
Taiwan y en América del Sur. Su principal productor es
Chile, pero también es producido en Bolivia, Perd, y en
menor escala, en Argentina y Uruguay®’.

Usos

La hoja del orégano se usa no solo como condimento de
alimentos sino también en la elaboracion de cosméticos,
farmacos y licores®.

Composicién

El orégano presenta como componente principal un aceite
esencial, con mas de 34 compuestos activos, de los cuales
los fenoles como carvacrol, timol, a-terpeno y p-cimeno
pueden alcanzar entre 80,2 y 98 % de la composicién del

aceite!*.

32



Principios activos y propiedades
El orégano (Origanum vulgare) posee propiedades
antioxidantes, antifungicas, antiespasmadicas,
antisépticas, y sobre todo se caracteriza por la potente
accion de sus principios activos carvacrol y timol que le

otorgan a esta planta un gran poder antibacteriano®®.

2.2.2.2 Menta piperita (Menta)

Definicion

El género Mentha pertenece a la familia Lamiaceae
(Labiadas) y esta compuesto por unas 25 especies, que
se pueden hibridar con suma facilidad; ademés presenta
una gran plasticidad morfolégica y genética, lo que hace,
en numerosos casos, que no se pueda conocer con
precisién los limites de cada especie; por todo ello
existen notables discordancias entre los autores del
género. Dicha plasticidad hace posible la existencia de
multiples "tipos" locales, posteriormente fijados, que dan
lugar a numerosas variedades de cultivo.

Son especies herbaceas con aceites esenciales,
lo que ha hecho que hayan sido cultivadas desde hace
mucho tiempo como saborizantes (los romanos ya
usaban la M. aquatica L. y la M. longifolia L. Hudson se
supone que era la menta que se cita en la Biblia ya que

se cultivaba abundantemente en Oriente Medio)3,
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Clasificacién Boténica:

- Phylum: Euphyta

- Divisién: Angiospermae

- Clase: Dicotyledones

- Orden: Tubiflorae

- Familia: Labiatae

- Género: Mentha

- Especies: Mentha Piperita3®
Caracteristicas
Es una especie herbacea, vivaz, con tallos erectos,
cuadrangulares muy ramificados, que puede alcanzar
una altura de 80 cm que nace de un rizoma subterrdneo
del que brota un extenso sistema radicular. Hojas
opuestas pecioladas, lanceoladas o agudas, con bordes
aserrados, color verde oscuro en la cara superior y mas
claro en la inferior. Flores agrupadas en tirsos densos,
color parpura. Los estolones son de seccidn
cuadrangular y crecen bajo y sobre la superficie del
suelo en todas direcciones®°.

Etimologia

El nombre del género Mentha proviene del latin mintha o
minta, nombre de una ninfa de la mitodologia griega, hija
de Cocito (humo del infierno), amada por Pluton (Ades) y

a quien por celos de Proserpina, la transformaron en una
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planta de menta. El epiteto piperita se refiere a su sabor
picante?,

Habitat y distribucion

Es oriunda de Europa, pero se puede encontrar con
facilidad a lo largo de todo el mundo, prefiriendo los
climas templados a los calurosos o frios. Es una planta
que puede ser cultivada en huertos, jardines o campos,
crece espontaneamente en tierras profundas, ricas en
humus y con bastante humedad?..

Usos

Sus hojas son usadas frescas o0 desecadas, en
preparacion de infusiones digestivas o jarabes. Como
aromatizante y saborizante utilizado en licoreria,
gastronomia, pasteleria, reposteria y confiteria. En
perfumeria y cosmética, en la preparacion de liquidos,
polvos y pastas dentifricas. Forma parte de numerosos
preparados medicinales como tabletas, tinturas,

balsamos, elixires, ungiientos, otros®.

Composicién

Aceite esencial (2 a 3%) rico en mentol, mentona;
flavonoides, 4cidos fendlicos, taninos, lactona
triterpénica y otras sustancias®.

Principios activos y propiedades

El aceite esencial de menta tiene como componente

principal al mentol, en una proporcion de 45 — 70%,
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siendo el elemento que le da su olor tan caracteristico y
le confiere ademas sus propiedades farmacoldgicas.
Estudios etnobotanicos reconocen su efecto como
astringente, carminativo, antiséptico, estimulante,
anodino, espasmolitico, vermifugo, antiviral, antifangico,

antibacteriano y antiinflamatorio®2.

2.2.2.3. Cymbopogon citratus (Hierba Luisa)

Definicion

Espinoza afirmo que la cafia santa crecié especialmente
en zonas tropicales y subtropicales. Caracterizada como
planta, robusta, de tallos muy bifurcados de 1 a 2 m de
alto, hojas verdes largas como listones, olorosas (olor
citrico), y acumuladas al asiento o base“:. De la misma
manera Rojas manifestaron que ha sido considerado
originaria del Sureste de Asia, pero en tiempos resientes
la encontraron en cualquier parte del mundo
especialmente en zonas célidas y templados*4.

Rojas. Determino que la planta aromatica
perteneci6 a la familia “Poaceae (Gramineae)’,
comunmente conocida como “hierba luisa, cafa santa, te
limén, citronela” segun el lugar donde fue encontrada,
pasto perenne, de hojas erectas, planas de “1” m de lago

aproximadamente y “5 a 15" mm de ancho, despiden un
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aroma similar al limén rojizas al secarse y su

florecimiento existira con mucha rareza**.

Clasificacion Botanica*

- Reino: Cormobionta

- Divisién: Magnoliophyta

- Clase: Liliatae (Liliopsida)

- Sub-clase: Commelinidae

- Orden: Cyperales

- Familia: POACEAE (Gramineas).

- Género: Cymbopogon Spreng.

- Especie: Citratus Stapf
La Hierba Luisa es una planta herbacea, muy vigorosa.
Su tamafio es mediano, la altura maxima a la cual la
planta llega es de 1.50m hasta 2m con un diametro de
5cm. Arbusto, ocasionalmente con porte arboreo, de
hasta tres metros de altura, muy aromatico cuando se
restriegan sus hojas, ramificado y desprovisto de pelos.
Tallos redondos, lefiosos, provistos de finas rayas
longitudinales. Sus hojas son simples, lanceoladas, de
limbo entero, brevemente pecioladas, enteras con apice
agudo, generalmente reunidas en grupos de tres. Las
flores son pequefias, blancas y se agrupan en espigas
terminales. El fruto es una drupa con dos semillas. El
material mas caracteristico posee un olor citrico,

limonado y algo herbaceo. El sabor es algo acre, pero
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con fuerte reminiscencia a la nota de limén fresco,

verde?s.

Habitat y distribucién

La Hierba Luisa es originaria de la India, regiones
de Asia Suroriental y Africa ecuatorial. Se encuentra
distribuida en zonas tropicales, subtropicales vy
templadas®.
Usos

Las hojas de Hierba Luisa se usan como digestivas,
diuréticas y antiespasmadicas, problemas respiratorios,
como ansiolitico y contra el insomnio. La infusion de las
hojas se utiliza para el nerviosismo, histerismo, opresion
del corazon, y para combatir las mordeduras de los
animales venenosos. Es una especie de amplio uso en
alimentacion, tanto en Ameérica como en Europa
occidental. Las hojas frescas se emplean como
saborizante: por su aroma limonado se usan en
ensaladas de frutas, jaleas, postres y como un aditivo en
bebidas heladas. La esencia de esta planta ha sido
utilizada esporadicamente en perfumeria, aunque en la
actualidad existen ciertas limitaciones en cuanto al
contenido aceptable para su empleo?®.

Composicion

El componente principal del aceite esencial de hierba
luisa, es el citral, el cual es un aldehido, que se

encuentra entre un 70 a 85%%.
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Principios activos y propiedades

En cuanto a otros compuestos identificados destacan:
Geraniol, Nerol, Farnesol, Citronelol, Linalol, Citronelal,
Limoneno, Mirceno. Posee propiedades, como:
antihipertensivo, antiespasmadico, antiasmatico,
antimicotico, antibacteriano, anticatarral, antifebiril,
carminativo, diaforético, expectorante, ansiolitico,
antipaludico, analgésico®.

Propiedades antimicrobianas

Alzamora y Morales (2006) refieren que después de
diversos estudios se conoce que el aceite esencial de
hierba luisa posee actividad antibacteriana, antimicotica,
antiespasmadica, antiparasitaria, expectorante, antiviral,
insecticida, favorecen la digestion, alivian los dolores
musculares, relajante, antidepresiva, entre otras.
Aunque todavia el camino es largo y falta investigar
muchas mas propiedades que ellos poseen, debido a
gue estan formados por una gran cantidad de sustancias
guimicas. No obstante, la mas estudiada es su actividad

antimicrobiana?®’.

39



2.3 DEFINICION DE TERMINOS

Hierba luisa (CYMBOPOGON CITRATUS)

Hierba luisa o cedron de cafia es una especie de la familia verbenaceae.
Su nombre botanico es Aloysia Citriodora Pa/au. Es un arbusto,
ocasionalmente con porte arbéreo, de hasta 3 metros de altura, muy

aromatico cuando se restriegan sus hojas, ramificado?.

Orégano (ORIGANUM VULGARE)
El Orégano es una planta aromatica cultivada en varias regiones del
mundo, cuyo valor comercial se debe a sus caracteristicas como

especie, condimento y propiedades medicinales*®.

Menta (MENTA PIPERITA)

Es una especie herbacea, vivaz, con tallos erectos, cuadrangulares muy
ramificados, que puede alcanzar una altura de 80 cm que nace de un
rizoma subterraneo del que brota un extenso sistema radicular. Hojas
opuestas pecioladas, lanceoladas o agudas, con bordes aserrados, color

verde oscuro en la cara superior y mas claro en la inferior®°,

Sensibilidad antibacteriana:

Determina la efectividad de los antibiéticos contra microorganismos

(microbios), como bacterias, que han sido aislados en los cultivos®?.
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Streptococcus mutans:

Es un coco Gram positivo, dispuesto en cadena, no mévil, catalasa
negativo, productor rapido de acido lactico con capacidad de cambiar un
medio de pH 7 a pH 4.2 en, aproximadamente, 24 horas. Fermentador
de glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, inulina y salicina con la produccion

de acido®2.

Lactobacillus acidophilus:
Bacteria del &cido lactico es un género de bacterias Gram positivas
anaerobias, denominadas asi debido a que la mayoria de sus miembros

convierte lactosa y otros monosacaridos en acido lactico®.

2.4 HIPOTESIS
Hipotesis de investigacion (Hi)
La Menta piperita (Menta), Origanum vulgare (Orégano) y de
Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) poseen efecto antimicrobiano sobre
el Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus.
Hipotesis nula (Ho)
La Menta piperita (Menta), Origanum vulgare (Orégano) y de
Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) no poseen efecto antimicrobiano

sobre el Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus.
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2.5 SISTEMA DE VARIABLES
Variable Independiente

Microorganismos: streptococcus mutans y lactobacillus acidophilus

Variable Dependiente
Efecto antimicrobiano de: Menta piperita, Cymbopogon citratus,

Origanum vulgare.

2.6 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
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VARIABLES DIMENSION INDICADORES TIPO DE VARIABLE
ESCALA
Variables Dimensiones Indicadores Valor final
Variable independiente
. . , Cuantitativo
Microorganismos:  streptococcus < 9 mm ( Resistente)
mutans y lactobacillus acidoph“us Halos de inhibicion 10-11 mm (SGnSib'E Iimlte)
12-19 mm(Sensible medio)
= 20 mm (Super sensible)
Variable dependiente
Menta piperita, No efectivo Cualitativo
Ordinal

Efecto antimicrobiano de:

Cymbopogon
citratus, Origanum

vulgare.

Efectividad bajo
Efectividad medio

Efectividad alto
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CAPITULO 1l
DISENO METODOLOGICO

3.1. Tipo, nivel y método de investigacion

Tipo de investigacion

Segun la finalidad del investigador: Basica

Segun nimero de mediciones de la variable de estudio: Longitudinal
Segun la planificacion de las mediciones de la variable de estudio:
Prospectivo

Nivel de investigacion

Explicativo (Experimental)

Método

Inductivo - deductivo

3.2. Disefio de investigacion

Intervencién

Observacion

(GE1) X1 o1
(GE2) X2 02
(GE3) X2 03
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Donde:

R: Randomizacién = aleatorizacion
GEL1: grupo Experimental 1

GE2: Grupo Experimental 2

X1: Intervencion (Menta)

X2: Intervencion (Orégano)

X3: Intervencién (Hierba luisa)

O: Observacién 1(Halos de inhibicién a las 24 horas)

3.3. Poblacion y muestra

Poblacion

El tamafo de la muestra para el presente trabajo estuvo constituida por
36 cajas Petri inoculadas con las cepas de Streptococcus Mutans
ATCC 25175, 36 cajas Petri inoculadas con las cepas de Lactobailus
acidéphilus ATCC 314. Por lo cual, el muestreo es no probabilistico por

conveniencia.
Muestra

v 12 Cajas Petri inoculadas de Streptococcus Mutans ATCC 25175 para
aceite esencial de CIMBOPOGON CITRUS (HIERBA LUISA)
v 12 Cajas Petri inoculadas de Streptococcus Mutans ATCC 25175 para
aceite esencial de ORIGANUM VULGARE (OREGANO)
v' 12 Cajas Petri inoculadas de Streptococcus Mutans ATCC 25175

para aceite esencial de MENTA PIPERITA (MENTA)
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v' 12 Cajas Petri inoculadas de Lactobacilus Acidophilus ATCC 314
para aceite esencial de CIMBOPOGON CITRUS (HIERBA LUISA)

v/ 12 Cajas Petri inoculadas de Lactobacilus Acidophilus ATCC
314para aceite esencial de ORIGANUM VULGARE (OREGANO)

v' 12 Cajas Petri inoculadas de Lactobacilus Acidophilus ATCC 314

para aceite esencial de MENTA PIPERITA (MENTA)

3.4. Plan de recoleccion de datos

3.5. Plan de recoleccién de datos, técnicas de recojo validacion de
instrumentos
Plan de recoleccion

v Extraccion de los aceites esenciales por el método destilacion por
arrastre a vapor

v Procesamiento microbiolégico

v Obtencion y preparacién de la cepa bacteriana

v Activacion de cepas

v' Medios de cultivo

v' Determinacion de sensibilidad antibacteriana por el

v/ Método de disco-difusion

v" Medicion de diametro de los halos de inhibiciéon de crecimiento
bacteriano

v' Evaluacioén de la efectividad antibacteriana
Para la interpretacion de los resultados se tomé como referencia las

pautas dadas por Duraffourd y Lapraz (1983):
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Resistente: Para un diametro inferior o igual a 9 mm.
Sensibilidad limite: Para un diametro entre 10 a 11 mm.
Sensibilidad media: Para un diametro comprendido entre 12 a 19
mm.

Sumamente sensible: Para un diametro superior o igual a 20

mm.

Técnica

Observacion

Instrumento

Se utilizé como instrumento para la recoleccién de datos:

Ficha de recoleccion de datos elaborado por la investigadora, donde
los datos obtenidos en los laboratorios fueron registrados, todos estos

de manera codificada. (Véase ANEXO)

3.6. Plan de tabulacién y anélisis

El procesamiento de datos se realiz6 de manera automatizada empleando

un ordenador dual core 4, utilizando el siguiente software:

* Procesador de texto Microsoft Word XP.

» Programa de Andlisis Estadistico SPSS Version 23.
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Para el analisis de datos se utilizé la estadistica analitica que consta de:
Estadistica analitica inferencial, que por usar variables cuantitativas se
usO la prueba paramétrica numérica denominada Kruskal Wallis, U de
Mann Whitney y t de Student ya que consta de variables multiples.
Estadistica descriptiva, para medir esto se us6 media o promedio, la

desviacién estandar, el limite superior e inferior y el porcentaje
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CAPITULO IV

RESULTADOS
En este capitulo se describen los resultados obtenidos del analisis de los
datos del presente estudio. Los datos se representan por medio de cuadros y
gréficos box plot para observar su comportamiento En el paquete estadistico
SPSS versién 23 en el cual se estim6 la media y otras medidas descriptivas y
luego se desarrollaron las pruebas de inferencias estadisticas en este caso T
de Student, U de Mann Whitney con una significancia del 5%.
Se realizé un estudio de tipo experimental, transversal y comparativo In Vitro
con el propésito de probar el efecto antimicrobiano de Origanum Vulgare,
Menta Piperita, Cymbopogon Citratus sobre Streptococcus Mutans vy

Lactobacillus Acidophilus, encontrandose los siguientes resultados:

Tabla 1
Estadistica descriptiva: Efecto antimicrobiano de diferentes esencias
sobre Streptococcus Mutans y Lactobacillus Acidophilus

Desviacion
N Minimo  Maximo Media estandar
Origanum Vulgare 24 15 27 20,02 5,096
Menta Piperita 24 11 14 12,19 0,868
Cymbopogon Citratus 24 18 26 20,94 2,119

72
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GRUPOS DE ESTUDIO

Grafico 1

Estadistica descriptiva del efecto antimicrobiano de diferentes esencias
sobre Streptococcus Mutans y Lactobacillus Acidophilus

Interpretacion:

Los resultados promedio del efecto antimicrobiano para grupo de estudio 1
(origanum vulgare) el valor promedio de formacién de halo de inhibicion fue
(20,02 £ 5,09mm). El Grupo de estudio 2 (Menta piperita) arrojé un valor
promedio (12,19+ 0,86 mm) y para el grupo de estudio 3 (Cymbopogon
citratrus) la media fue (20,94 + 2,11 mm). Siguiendo con el analisis

descriptivo se muestra. El valor maximo para el grupo de estudio 1 fue de 27

mm mientras que el valor minimo fue 15 mm. El valor maximo para el grupo 2
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fue de 14 mm mientras que el valor minimo fue 11mm. Y para el grupo 3 el

valor maximo 26 mmy el minimo 18 mm.

Tabla 2
Estadistica descriptiva: Efecto antimicrobiano de diferentes esencias
sobre Streptococcus Mutans y Lactobacillus Acidophilus

Estreptococcus Lactobacillus
Media Media
Origanum Vulgare 24,91 15,13
Menta Piperita 11,60 12,78
Cymbopogon Citratus 21,76 20,12
30
24,91
25 21,76

20
15,13 12,78 . 20,12
v \./

10
11,6
5
0
Origanum Vulgare Menta Piperita Cymbopogon Citratus
== Estreptococo Lactobacillus
Grafico 2

Estadistica descriptiva: Efecto antimicrobiano de diferentes esencias
sobre Streptococcus Mutans y Lactobacillus Acidophilus

Interpretacién:
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Los resultados promedio del efecto antimicrobiano para grupo de estudio 1
(origanum vulgare) frente al estreptotoccus fue 24,91 mm y 15,13 mm sobre el
lactobacillus. El Grupo de estudio 2 (Menta piperita) arrojé un valor promedio
11,60 mm sobre el estreptococo y 12,78 mm frente al lactobacillus. En el
grupo de estudio 3 (Cymbopogon citratus) el promedio del halo de formacién

frente al estreptococcus fue 21,76 mmy 20,12 mm frente al lactobacillus.

Tabla 3
Prueba de normalidad: Kolmogorov-Smirnov

Pruebas estadisticas
Kolmogorov-Smirnov?

GRUPOS DE ESTUDIO Estadistico gl Sig.

Origanum Vulgare 312 o4 000 U de Mann Whitney
Menta piperita 139 o4 200° t de Student
Cymbopogon Citratus 103 o4 022 U de Mann Whitney

Interpretacién:

Antes de realizar la estadistica inferencial paramétrica, fue necesario aplicar
la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, ya que la muestra es
superior a los 50 datos. En este sentido, la significacién al ser menor a 0,05 (p
= 0,000), es posible afirmar que los datos no se distribuyen normalmente,

para el grupo de estudio 1 (Origanum vulgare)
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Tabla 4

Estadistica inferencial: U de Mann-Whitney Efecto antimicrobiano de
Origanum Vulgare sobre Streptococcus Mutans y Lactobacillus
Acidophilus

TIPOS DE MICRRORGANISMOS Estadistico P

HALOS DE  Estreptococcus Media 24,91 ,000
INHIBICION
Mediana 25,15
Varianza 2,017
Desviacion estandar 1,420
Minimo 23
Maximo 27
Lactobacillus  Media 15,13
Mediana 15,20
Varianza ,066
Desviacion estandar ,256
Minimo 15
Maximo 16

U de Mann-Whitney
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Grafico 3

Media del Efecto antimicrobiano de Origanum Vulgare sobre
Streptococcus Mutans y Lactobacillus Acidophilus

Interpretacién:

Ante el analisis de varianza con la prueba no paramétrica U de Mann
Whitney. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre los dos grupos estudiados, como el valor de (p = 0,000). El efecto

antimicrobiano de la esencia difiere significativamente entre los dos

microorganismos estreptococo mutans y lactobacillus acidophilus.
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Tabla b
Estadistica inferencial: t de Student efecto antimicrobiano de Menta
Piperita sobre Streptococcus Mutans y Lactobacillus Acidophilus

TIPOS DE MICROORGANISMOS Estadistico i

Estreptococcus Media 11,60 0,00
Mediana 11,55
Varianza ,624
Desviacion estandar ,790
Minimo 11
Maximo 13

Lactobacillus  Media 12,78
Mediana 12,75
Varianza ,187
Desviacion estandar ,432
Minimo 12
Maximo 14

Prueba paramétrica: t de Student (p = 0,000)
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Grafico 4
Media del Efecto antimicrobiano de Menta piperita sobre Streptococcus
Mutans y Lactobacillus Acidophilus

Interpretacion:

Ante el analisis de varianza con la prueba no paramétrica t de Student. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los dos
grupos estudiados, como el valor de (p = 0,000). El efecto antimicrobiano de
la esencia menta piperita difiere significativamente entre los dos

microorganismos estreptococo mutans y lactobacillus acidophilus.
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Tabla 6

Estadistica inferencial: t de Student efecto antimicrobiano de
Cymbopogon citratos sobre Streptococcus Mutans y Lactobacillus
Acidophilus

TIPOS DE MICRRORGANISMOS Estadistico P
HALOS DE Estreptococo  Media 21,76 0,000
INHIBICION Mediana 22,30
Varianza 7,826
Desviacion estandar 2,798
Minimo 18
Maximo 26
Lactobacilos Media 20,12
Mediana 20,10
Varianza ,092
Desviacion estandar ,304
Minimo 20
Maximo 21
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Interpretacion:

Ante el analisis de varianza con la prueba no paramétrica U de Mann
Whitney. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre los dos grupos estudiados, como el valor de (p = 0,000). El efecto
antimicrobiano de la esencia (Cymbopogon citratus) difiere significativamente
entre los dos microorganismos estreptococo mutans Yy lactobacillus

acidophilus.
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Tabla 7
Estadistica inferencial: Kruskal Walis efecto antimicrobiano de las
esencias

HALOS DE
INHIBICION
Chi-cuadrado 47,429
gl 2
Sig. asintética ,000

Interpretacién:

El andlisis de varianza con la prueba no paramétrica kruskal Walis. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre los tres
grupos estudiados, como el valor de (p = 0,000) se acepta la hipétesis de
investigacién la cual establece que la Menta piperita (Menta), Origanum
vulgare (Orégano) Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) poseen efecto

antimicrobiano sobre el Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus.

59



CAPITULO V

DISCUSIONES

Una de las estrategias alternativas para combatir las bacterias resistentes a
los antibidticos es el uso de sustancias antimicrobianas naturales como los
aceites esenciales de plantas y sus componentes. Otra posibilidad es
combinar antibiéticos existentes con fitoquimicos para mejorar la eficacia de
los antibidticos. Entre otros, los aceites esenciales de Origanum
vulgare contienen carvacrol y timol, cuyo antibacteriano actividad y el efecto
sinérgico en combinacion con antibidticos contra las bacterias relacionadas

con los alimentos se han demostrado®3:54.

Los aceites esenciales de plantas comestibles, especialmente los clasificados
como GRAS, son una de las alternativas seguras a los antibidticos
tradicionales®® Pero la comercializacién de estos productos a base de plantas
a menudo se ve obstaculizada por la incapacidad para purificar compuestos

bioactivos de estas plantas.

Las caries dentales y las enfermedades periodontales son las enfermedades
microbianas mas prevalentes y S. mutans es una de las bacterias mas

importantes involucradas en la caries dental%6-57

Para mantener una buena higiene bucal, es muy importante controlar el
crecimiento de S . mutans . Sin embargo, el uso excesivo e injustificado de
antibioticos también ha dado lugar al desarrollo de resistencia a los

antibioticos en estos patdgenos.
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Lo que ocurre en el analisis de C. citratus (componentes principales: Myrcene,
Neral y Geraniol), para®®, los niveles fueron Neral 30,9% y Geraniol 42,9%, y
para®® Citral 27,04%, Neral 19,93%, y Myrcene 27,04%. Esto indica que
ambas plantas pertenecen al quimio "citral" compuesto por Neral y Geraniol,
comunmente identificado en la region y que tiene propiedades antioxidantes,

antimicrobianas y bactericidas®°-62

Los productos naturales ofrecen oportunidades como Ilos nuevos
medicamentos, dada su diversidad quimica®. Debido a esto, es importante
generar informacion que apoye la introduccién de aceites esenciales de

plantas nativas como alternativa terapéutica en salud oral.

El tamafio de la muestra para el presente trabajo estuvo constituida por 72
cajas

Petri inoculadas con las cepas de Streptococcus Mutans ATCC 25175, 12
cajas

Petri correspondientes para cada aceite esencial Origanum vulgare
(Orégano), Menta piperita (Menta), y Cymbopogon Citratus (Hierba Luisa), y
para la cepa Lactobacillus Acidophilus ATCC 314 con 12 cajas Petri para
cada aceite esencial. Por lo cual, el muestreo es no probabilistico por
conveniencia.

Los aceites esenciales de Cimbopogon citrus (Hierba Luisa), Origanum
Vulgare

Orégano), tienen en su composicidon un principio activo de compuestos
fendlicos los cuales les da las propiedades antibacterianas, estos han sido

estudiados y evaluados frente a microorganismos patdégenos Gram (+) y Gram
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(-), demostrando su alto valor antibacteriano, otros estudios indican que
ademas de tener propiedades antibacterianas el orégano posee propiedades
antifingicas debido a que presenta en su composicion a los principios activos

de timol y carvacrol.

Al realizar el andlisis de resultados se utilizé la estadistica descriptiva para
procesar y analizar la informacion en tablas y gréficos, esto lo realizamos con
el apoyo de las herramientas informaticas tanto Excel 2016 como el software
estadistico SPSS V23. Asi mismo se realizd una prueba estadistica
descriptiva dando como resultado la media aritmética para el Origanum
Vulgare (oregano) al 100%con 24,91 mm de halo de inhibicion bacteriana,
resultados que concuerdan con hallados por Maravi (2012)'°, donde
menciona que en su estudio tuvo buenos resultados al inhibir bacterias gram
+ y gran —, el aceite esencial de Orégano al 100% tuvo un promedio en los
halos de inhibicion de 25.72 + 1.99 mm sobre el estreptococcus mutans;
Albado. Demostraron que el aceite esencial de

Origanum Vulgare (Orégano), En cuanto a su actividad antimicrobiana, el
resultado de la investigacion confirma que el aceite esencial del orégano,
posee efecto antimicrobiano frente a bacterias Gram positivas como
Staphylococcus y Bacillus cereus con un halo de inhibicion de 14 mm y sobre
bacterias

Gram negativas con un halo de 18 mm, pero la bacteria Pseudomona

auriginosa no mostré sensibilidad frente al aceite esencial.
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La esencia de Origanium vulgare al 100% fue el que presenté mayor actividad
inhibitoria sobre la bacteria mientras que la esencia de Menta Piperita tuvo

una actividad inhibitoria escasa.

La esencia del Cymbopogon citratus (hierba luisa), presenté una actividad
inhibitoria de 20,02 mm de formacion de halo de inhibicion sobre el
Estreptotcoco Mutans y Lactobacilus Acidophilus, resultados que concuerdan
con el estudio realizado por Maravi G. (2012), donde concluyeron que la
esencia mostré un efecto antibacteriano. Mientras Alzamora et al en estudio el
efecto antibacteriano con un halo de 36 mm con un de 33,8 mm esta variacién
de didmetro en la formacion de los halos fue porque Alzamora obtuvo su
aceite esencial a partir de materia prima fresca, tuvo otras condiciones
ambientales, utilizo 5ml de aceite esencial sobre los patdgenos, ademas de

no haber utilizado especificamente a la bacteria Streptococcus Mutans.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

. La esencia de Cymbopogon citratos (Hierba Luisa) presentd mayor
halos de inhibicion sobre el Streptococcus Mutans y Lactobacillus
Acidophilus en relacion al aceites esencial de Origanum vulgare
(orégano), Menta piperita (Menta) pero las diferencias encontradas no
fueron estadisticamente significativas.

. La esencia de Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) y Origanum vulgare
(Hierba Luisa) al “100%” tuvieron una mayor efecto antimicrobiano
frente a las cepas Streptococcus Mutans y Lactobacillus Acidophilus
respecto a la Menta piperita (Menta).

. La esencia que present6 mayor efecto antimicrobiano sobre el
Strepcoccus mutans fue Origanum vulgare (Oregano) ya que formoé un
halo de inhibicion de 24,92 mm y el que tuvo mayor efecto sobre
Lactobacillus acidophilus fue el Cymbopogon citratus (Hierba Luisa),
con 20,12 mm de halo de inhibicién.

. El efecto antimicrobiano de las esencias fue mayor frente a los
Strepcococcus mutans, con relacion al Lactobacillus acidophilus

. Ante el andlisis de varianza con la prueba no paramétrica U de Mann
Whitney, el Efecto antimicrobiano de Origanum Vulgare (Oregano)
sobre Streptococcus Mutans y Lactobacillus Acidophilus, no difieren

estadisticamente.
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6. Ante el analisis de varianza con la prueba paramétrica t de Student,
efecto antimicrobiano de Menta piperita (Menta) sobre Streptococcus
Mutans y Lactobacillus Acidophilus no difieren estadisticamente.

7. Ante el analisis de varianza con la prueba no paramétrica U de Mann
Whitney. efecto antimicrobiano de Cymbopogon citratos (Hierba luisa)

sobre Streptococcus Mutans y Lactobacillus Acidophilus
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RECOMENDACIONES

. Realizar estudios del efecto antimicrobiano del aceite esencial de

Origanum vulgare (Orégano) y Cymbopogon Citratus (Hierba Luisa)
Menta piperita (Menta), frente a otros microorganismos (hongos) y
otras bacterias de interés odontoldgico.

. Se sugiere realizar estudios similares del efecto antimicrobiano

utilizando diferentes aceites esenciales.

. Desarrollar estudios de efecto antibacteriano del aceite esencial

Origanum vulgare (Orégano) y Cymbopogon Citratus (Hierba Luisa)

Menta piperita (Menta) con diferentes concentraciones.

. Se recomienda difundir los resultados de la investigacion a la
comunidad odontolégica, y sirva como alternativa de prevencion de las

enfermedades bucales (uso como enjuague bucal).
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ANEXOS

ANEXO N°01

FICHA DE OBSERVACION

Halos de inhibicién de las esencias frente al Estreptococcus mutans

Muestra

Oregano Origanum
Vulgare

Menta Menta Piperita

Hierba Luisa
Cymbopogon
Citratus

Halo de inhibicién

Halo de inhibicion

Halo de inhibicién

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12
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ANEXO N°02
FICHA DE OBSERVACION

Halos de inhibicién de las esencias frente al Lactobacillus Acidophilus

Muestra | Oregano Origanum Menta Menta Piperita | Hierba Luisa
Vulgare Cymbopogon
Citratus

Halo de inhibiciéon Halo de inhibiciéon Halo de inhibicién

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12
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ANEXO N°03

MATRIZ DE CONSISTENCIA

PROBLEMA

OBJETIVOS

VARIABLES

HIPOTESIS

PROBLEMA GENERAL

OBJETIVO GENERAL

VARIABLE INDEPENDIENTE

HIPOTESIS ALTERNA (Ha)

Probar efecto antimicrobiano del | Menta piperita, Cymbopogon | La Menta piperita (Menta),
¢Existira  efecto  antimicrobiano del | aceite esencial de: Menta piperita | citratus, Origanum vulgare. Origanum  vulgare  (Orégano)
aceite esencial de: Menta piperita | (Menta), Origanum vulgare Cymbopogon citratus  (Hierba
(Menta), Origanum vulgare (Orégano) y | (Orégano) y Cymbopogon Citratus Luisa) poseen efecto
Cymbopogon Citratus (Hierba Luisa) | (Hierba Luisa) sobre: Streptococcus antimicrobiano sobre el
sobre: Streptococcus mutans Y | mutans y Lactobacillus acidoph"us Streptococcus mutans Yy
Lactobacillus acidophilus? Lactobacillus acidophilus.
PROBLEMA ESPECIFICO OBJETIVO ESPECIFICO VARIABLE DEPENDIENTE HIPOTESIS NULA (Ho)

La Menta piperita (Menta),
¢Cual es el efecto antimicrobiano del | Determinar el efecto antimicrobiano Origanum vulgare (Orégano) y de
aceite esencial de Menta piperita | del aceite esencial de Menta piperita | Estreptococcus mutans y Cymbopogon  citratus  (Hierba
(Menta), Origanum vulgare (Orégano) y | (Menta), Origanum vulgare | lactobacillus acidophilus Luisa) no  poseen  efecto
Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) | (Orégano) y Cymbopogon citratus antimicrobiano sobre el
frente a Streptococcus mutans? (Hierba Luisa) frente a Streptococcus mutans y

¢ Cual es el efecto antimicrobiano del
aceite esencial de Menta piperita
(Menta), Origanum vulgare (Orégano) y
Cymbopogon citratus (Hierba Luisa)
frente a Lactobacillus acidophilus?

Streptococcus mutans

Determinar el efecto antimicrobiano
del aceite esencial de Menta piperita
(Menta), Origanum vulgare
(Orégano) y Cymbopogon citratus
(Hierba Luisa) frente a Lactobacillus
acidophilus

Lactobacillus acidophilus.
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ANEXO N°04

ACTIVACION DE LAS CEPAS DE LOS MICROORGANISMOS:

1 ™
{‘ sl
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COLONIAS DE STREPTOCOCCUS

MUTANS

COLONIAS DE LACTOBACILLUS

ACIDOPHILUS
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ESTANDARIZACION DEL INOCULO

ESCALA DE MC Farland 0.5

ACEITES ESENCIALES
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MICROPIPETA SOCABOCADO

SEMBRADO DE PLACAS
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REALIZANDO EL SOCABOCADO EN LAS PLACAS CON LOS
MICROORGANISMOS Y COLOCANDO LOS (10ul) CON LA MICROPIPETA

JARRA DE ANAEROBIOS (Microaerofilia)

E 1 :
i, )

R
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LECTURA DE LOS HALOS DE INHIBICION (CALIBRADOR VERNIER)

84



LECTURA DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION

CEPA STREPTOCOCCUS
MUTANS FRENTE A
OREGANO AL 100%

85

CEPA STREPTOCOCCUS
MUTANS FRENTE A MENTA
AL 100%

CEPA STREPTOCOCCUS
MUTANS FRENTE A HIERBA
LUISA AL 100%




LECTURA DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION

CEPA LACTOBACILLUS
ACIDOPHILUS FRENTE A
OREGANO AL 100%

86

CEPA LACTOBACILLUS
ACIDOPHILUS FRENTE A
MENTA AL 100%

ORE GANO -iA

CEPA LACTOBACILLUS
ACIDOPHILUS FRENTE A
HIERBA LUISA AL 100%




ELIMINACION DE LAS PLACAS CON LAS MUESTRAS
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ANEXO N°05

MINISTERIO DE DEFENSA
EJERCITO PERUANO

HOSPITAL MILITAR CENTRAL
"Crl. Luis Arias Schreiber”

CONSTANCLA

El jefe del Servicio de Patologia Clinica suscribe hace constar que la Srta.

Rosarco del Pilar Carkuas Lastra alumna de la Universidad de Huanuco,

ha realizado la investigacion del tema de tesis titulado: EFECM™™
ANTIMICROBIANO DE ORIGANUM VULGARE, MENTA PIPERITA
CYMBOPOGON CITRATUS SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS Y
LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS EN EL HOSPITAL MILITAR CENTRAL
LIMA 2017, durante los meses de noviembre y diciembre de 2017 en el

laboratorio de microbiologia del Servicio de Patologia Clinica del HMC

Se expide la siguiente constancia al interesado para fines que crea conveniente. .

Jesus Maria, 21 de diciembre 2017
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