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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental, prospectivo y
longitudinal en el tiempo, in vitro con enfoque cuantitativo, el objetivo de este estudio
fue determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de la inflorescencia
de Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre la cepa de Streptococcus mutans sp
(ATCC 25175). Para determinar el efecto antibacteriano se utilizo el método de
estrias, la droga vegetal se obtuvo de la Provincia de Otuzco, Departamento La
Libertad, se sembro la cepa de Streptococcus mutans sp en placas Petri y se agrego
el aceite esencial observandose halos de inhibicion en (mm) con promedios y
desviacion estandar en las concentraciones 10% (8 = 0.76), 15% (11.88 + 0.99), 25%
(16.75 £ 1.48), 50% (20 % 4.14), 100% (26.75 £6.11) respectivamente, por lo cual se
concluye que el aceite esencial de Matricaria chamomilla (manzanilla) a diversas
concentraciones presenta efecto antibacteriano, comprobandose que el nivel de
significancia fue p = 0.000 la cual es menor a p=0.01, con lo que se demuestra que
existe una diferencia significativa entre las cinco concentraciones y que a mayor
concetracion mayor efecto antibacteriano del aceite esencial de Matricaria

chamomilla, (manzanilla) sobre la cepa Streptococus mutans sp.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, halos de inhibicion, Streptococcus mutans.



ABSTRACT
The present research work was experimental, prospective and longitudinal in time, in
vitro with quantitative approach, the objective of this study was to determine the in
vitro antibacterial effect of the essential oil of the inflorescence of Matricaria
chamomilla (chamomile) on the strain of Streptococcus mutans sp (ATCC 25175). To
determine the antibacterial effect, the striae method was used, the plant drug was
obtained from the Province of Otuzco, Department of La Libertad, the strain of
Streptococcus mutans sp was planted in Petri dishes and the essential oil was added,
observing halos of inhibition in ( mm) with averages and standard deviation in the
concentrations 10% (8 + 0.76), 15% (11.88 £ 0.99), 25% (16.75 + 1.48), 50% (20 +
4.14), 100% (26.75 + 6.11) respectively, for which it is concluded that the essential oil
of Matricaria chamomilla (chamomile) at various concentrations has antibacterial
effect, proving that the level of significance was p = 0.000 which is lower than p =
0.01, which shows that there is a significant difference between the five concentrations
and that the greater the concentration, the greater the antibacterial effect of the essential

oil of Matricaria chamomilla, (chamomile) on the strain Streptococcus mutans sp.

Key words: Antibacterial effect, inhibition halos, Streptococcus mutans.
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l. INTRODUCCION

Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas del 80%
de la poblacion mundial, especialmente en los paises en desarrollo, utiliza
tratamientos tradicionales a base de plantas medicinales para sus necesidades de
atencion primaria de salud. No obstante, en los paises ha ocurrido una pérdida

importante del conocimiento tradicional .

Actualmente la medicina tradicional es un recurso fundamental para la salud
humana. Las plantas son empleadas con base para el desarrollo de la medicina y en
algunas zonas rurales e indigenas, siendo el Unico recurso la medicina natural a
partir de sus propiedades antiinflamatorias, antiespasmodicas como antibacterianas,
altimamente ha recibido mucha atencién de los cientificos, comprobandose las
propiedades de sus componentes que van confirmando que permiten combatir a los
agentes patdgenos, ya que en los ultimos afios se ha incrementado notoriamente los
estudios de sustancias naturales entre ellas los de la Matricaria chamomilla

(manzanilla) @.

Las relaciones hombre - planta con el transcurso del tiempo, han dado como
resultado un alto conocimiento del uso de las especies vegetales, citandose como
ejemplo los usos alimenticios, construcciones textiles y medicinales. Con respecto
a este ultimo, data desde tiempos inmemoriales, debido a que los preparados
vegetales eran uno de los principales recursos que disponian el hombre en épocas
pasadas para controlar sus padecimientos . En el presente trabajo se intenta
evaluar la actividad antibacteriana de un recurso natural, el aceite esencial de

Matricaria chamomilla (manzanilla).



Seguin Jauregui® la Matricaria chamomilla (manzanilla) es considerada una planta
medicinal y su eficacia curativa se conoce desde la antigliedad; la propiedad
antibacteriana que se le atribuye a dicha planta es debido al bisabolol, aceite
esencial terpenoide que forma parte de su composicion quimica, pero tambien
tenemos los flavonoides y cumarinas con actividad antibacteriana por lo que con el
presente trabajo de investigacion se intenta aportar a la poblacion alternativas de
solucion sobre un tratamiento natural antibacteriano sobre la bacteria Streptococcus

mutans sp., principal causante de la caries dental.

Hoy en dia la caries dental es una enfermedad infecciosa localizada, transmisible y
muy prevalente de origen multifactorial que termina con la destruccion de los
tejidos duros del diente por lo cual es de suma importancia en la salud publica ya
que aqueja a toda la poblacion ya sea adultos, nifios e incluso lactantes. Sin ser esta
una afeccion que comprometa la vida, pero en términos de dolor, deterioro
funcional de la dentadura, disminucién de la calidad de vida, muy costosa y con
duracidén de por vida, es la importancia de querer encontrar un efecto bactericida
mucho méas econdémico que las pastas dentales fluoradas, y asi nos permita ayudar
a prevenir la enfermedad de la caries dental con mayor efectividad y tiempo de

proteccion®.

Cosco, plantea que el azuleno, es el principal responsable de las propiedades
antiinflamatorias de la manzanilla, aunque el mecanismo de su eficacia no se ha
aclarado®. En cambio, al bisabolol se le atribuye una accion antiséptica y

antibacteriana, comprobado con un extracto de inflorescencia Matricaria



chamomilla de (manzanilla) que produjo in vitro una accién antibacteriana sobre

Streptococcus mutans sp causantes de la caries dental®.

La boca alberga innumerables microorganismos es un ecosistema de la
complejidad, actualmente se puede identificar alrededor de 200 — 300 especies de
bacterias que son nativas de la cavidad bucal humana y dependiendo de las
condiciones del ambiente donde viven podran crecer y multiplicarse. Es asi que los
dientes contienen su propia poblacion caracteristica. Existen también
microorganismos comensales de otras partes del cuerpo, los cuales pueden estar
presentes en la cavidad bucal y algunos permaneceran causando infecciones muy

diversas (",

Se reconoce al Streptococcus mutans como el microorganismo mas importante en
lainiciacion de la caries, lo cual conduce a disefiar medidas de prevencién dirigidas
hacia la eliminacion o disminucion de ésta bacteria en la cavidad oral®. Segun
Figueroa et al, realizaron estudios utilizando métodos de cultivo microbiol6gicos
convencionales y demostraron que Streptococcus mutans es el principal asociado a
caries dental®. Ojeda®®, afirma que diversas investigaciones han asociado al
Streptococcus mutans con la formacion de caries dental, por lo cual altos grados de

infeccion por Streptococcus mutans elevan el riesgo de padecer caries dental.

Las plantas medicinales recuperan parte del protagonismo que tuvieron en los
primeros tratamientos médicos uno de ellos es el aceite esencial de la Matricaria
chamomilla (manzanilla) el cual tiene multiples beneficios médicos bien conocidos

pero su posible uso como antibacteriano de la principal bacteria implicada en la



formacion de placa dentobacteriana es el que se quiere demostrar con el presente

trabajo V),

La caries dental es multifactorial, constituye actualmente la enfermedad crénica
mas frecuente en el ser humano, pues del 90 al 95 % de la poblacion sufre esta
patologia, siendo responsable de la pérdida de la mitad de las piezas dentarias*? de
alli la importancia de este proyecto que parte de observar la necesidad de la
poblacién en buscar un tratamiento a dicho problema, lo cual puede ser solucionado
utilizando las planta medicinales como punto de referencia, para realizar productos
naturales basados en el aceite esencial de Matricaria chamomilla (manzanilla),
comprobando su efecto sobre Streptococus mutans sp in vitro, con el fin de

conseguir una solucion mas econdmico que servira para beneficio a la poblacion.

En la basqueda por encontrar productos alternativos que puedan incorporarse e
incluso permitan sustituir a los medicamentos ya conocidos, se han realizado
diversas investigaciones que tienen como objetivo principal la utilizacion de plantas
medicinales. Un efecto antimicrobiano del aceite esencial de Matricaria
chamomilla (manzanilla) sobre cepas de Streptococcus mutans sp seria de gran
relevancia clinica ya que podria ser utilizado como un agente antimicrobiano

natural en el tratamiento de caries dental.

De la realidad problematica anteriormente expuesta nos planteamos el siguiente
problema: ¢Evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de las
inflorescencias de Matricaria chamomilla (Manzanilla), sobre cepa de

Streptococcus mutans sp in vitro?



Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano in vitro que posee el aceite esencial de la

inflorescencia de Matricaria chamomilla, (manzanilla) sobre Streptococus mutans

sp.
Objetivos Especificos.

e Evaluar el efecto antibacteriano in vitro a diferentes concentraciones del aceite
esencial de Matricaria chamomilla, (manzanilla) sobre cepa Streptococcus
mutans sp.

e Comparacion del efecto antibacteriano in vitro entre las concentraciones del
10%,15%,25%,50% y 100% del aceite esencial de Matricaria chamomilla

(manzanilla) sobre cepa de Streptococcus mutans sp.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

En la Universidad San Carlos de (Guatemala), en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Medina*® en el 2014, realiz6 un estudio demostrando el
efecto inhibitorio de la infusién de Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre el
crecimiento de microorganismos cariogénicos, utilizando una concentracién al
10%, al 20% y en tercer grupo utilizd Clorhexidina al 0.02%, donde se observé
que existio una disminucién en la poblacién bacteriana con la infusion del 20%

siendo mas notoria que la del 10%.

Gonzalez, en el 2016, en la Universidad central de (Ecuador), realizé un estudio
de tipo experimental con el objetivo de observar el efecto antimicrobiano de
infusiones de Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre muestras in vitro de
Actinomyces odontolyticus y Actinomyces Viscosus donde informa que la

manzanilla si posee efecto antibacteriano @4,

Céarcamo, en el 2011 en la Universidad del Desarrollo (Chile), realizé un ensayo
clinico randomizado, cuyo objetivo principal fue determinar la efectividad del
colutorio de Matricaria chamomilla (manzanilla) comparado con placebo y
clorhexidina (0,12%). Se concluyd que de acuerdo al tiempo de exposicion del
tratamiento se observa una disminucion en el grupo con clorhexidina, similar
disminucion se encuentra en el grupo con Matricaria chamomilla (manzanilla), en
el grupo placebo no se obtuvo cambios. Los resultados de este estudio muestran

que el mejor momento para que el paciente se enjuague con el Colutorio de



Manzanilla es cada 6 horas, evidenciandose una mejor disminucion de la carga

bacteriana (%),

Talavera, en el 2015 en la Universidad Nacional del Altiplano (Puno), realiz6 un
estudio del efecto antibacteriano in vitro de la infusion de Matricaria chamomilla
(manzanilla) sobre Streptococcus mutans sp. Los resultados mostraron que no
hubo efecto antibacteriano in vitro de las infusiones sobre el Streptococcus mutans,
ya que no presentaron halos de inhibicion; sélo la clorhexidina al 0, 12% presentd

un halo de inhibicion de 2.5 mm en promedio (6,

En la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, (Lima) Huari”, realizé un
estudio, el cual buscd determinar si el aceite esencial de Matricaria chamomilla
(manzanilla) ejercia efecto inhibitorio sobre flora mixta salival, cepa aislada del
grupo mutans de flora mixta salival y cepa patron de Streptoccocus mutans
ATCC®25175TM, el mismo que segin su informe quedd demostrado, la

existencia de un efecto de inhibicién del desarrollo bacteriano.

Linares, en la Universidad Nacional de Trujillo, realiz6 un estudio experimental in
vitro de orientacion aplicada que tuvo como objetivo determinar la efectividad de
un colutorio a base de Matricaria chamomilla (Manzanilla) sobre Streptococcus
mutans sp, siendo el resultado la inhibicion del desarrollo bacteriano con una

variacion minima en todos los grupos estudiados 8.

De igual manera Valderrama®, en el afio 2015 en la Universidad Nacional de
Trujillo, realiz6 una investigacion sobre el efecto de diversas concentraciones del

aceite esencial de Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre Staphylococcus



aureus y Escherichia coli, expresado en halos de inhibicion. En los resultados
informados se muestra que tanto el E. coli como S. aureus son sensibles al aceite
esencial de Matricaria chamomilla (manzanilla), formando halos inhibicién
maxima de 10 mm. y 28 mm. respectivamente a una concentracion del 100%. Se
concluyd que el aceite esencial de Matricaria chamomilla (manzanilla) muestra

una actividad antibacteriana méas pronunciada en S. aureus, que en E. Coli.



2.2. Bases teoricas

Planta medicinal.

Es aquel vegetal que elabora productos Ilamados principios activos, que son
sustancias que ejercen una accion farmacologica, beneficiosa o perjudicial, sobre
el organismo vivo, su utilidad primordial a veces especifica es servir como droga

o medicamento que alivie la enfermedad ?.

Manzanilla.

Es una hierba aromaética anual de la familia de las compuestas que puede alcanzar
hasta los 60 cm. de altura. Crece en tierras cultivadas, en terrenos arenosos y
baldios. Taxonémicamente pertenece al Reino: Plantae, division Magnoliophyta,
clase Dicotyledones, Orden: Synandrae, Familia: Asteraceae Género: Matricaria,

Especie: Matricaria chamomilla @V,

Matricaria chamomilla, manzanilla, tiene como principios activos a glucésidos
cumarinicos, flavona y flavonoides, lactona y sesquiterpenoides. Aceites
esenciales rico en a bisabolol y camazuleno. Su aceite esencial lo constituye
mezclas de muchos componentes volatiles de forma que se evaporan a
temperatura ambiente sin dejar rastro, siendo ademas los responsables de los
aromas que desprenden numerosas plantas. Son los principales productos que se
obtienen de las partes de las plantas: hojas, flores, tallos, ramas y raices. Su
concentracion se ve favorecida con climas calidos y soleados.
Farmacoldgicamente presentan poder antiséptico, espasmolitico, sedantes asi

como propiedades antibacterianas, @Y.



Segin Farinango H®?, dicha propiedad de le atribuye al aceite esencial el
bisabolol, el principal mecanismo de accion de la manzanilla durante procesos
infecciosos es la ruptura de la membrana celular la misma que puede ocurrir por
tres razones: aumento de la permeabilidad, afectacion de la estabilidad estructural
y por consiguiente desestabilizacion de la bicapalipidica produciendo la lisis
bacteriana. Por lo cual el aceite esencial de Matricaria chamomilla es lipofilico
y la pared celular también es lipofilica por lo cual permite el ingreso facil del

aceite esencial de Matricaria chamomilla (manzanilla) y produce lisis bacteriana.

Los aceites esenciales son compuestos del metabolismo vegetal; la mayoria de
ellos son volatiles y son responsables del aroma de las plantas. Dependiendo de la
especie, se calcula que un aceite esencial puede contener entre 50 a 300
compuestos quimicos, los cuales pertenecen a los grupos de hidrocarburos
terpénicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres, ésteres, compuestos fendlicos,
fenilpropanoides, entre otros. Las caracteristicas quimicas especificas de los
aceites esenciales varian en funcion de la zona de cultivo y condiciones
ambientales. Los aceites esenciales cumplen un rol ecoldgico como atrayentes de
polinizadores y dispersores de frutos y semillas; y forman parte de la defensa
quimica de las plantas. Tienen importancia comercial en la industria de alimentos,

de sabores/fragancias, cosmética, de productos de aseo y farmacéutica, 2

Los aceites esenciales se caracterizan por su olor pronunciado y penetrante
generalmente agradable. Tienen sabor cadstico, acre e irritante y a veces
aromatico, dulce y delicado. Son sustancias de aspecto oleoso poco soluble o

insoluble en agua. Entre las propiedades fisico-quimicas mas importantes tenemos

10



que son liquidos a temperatura ambiente, son sustancias que pueden ser
coloreados, su densidad es menor que el agua, por lo cual su indice refractario es
elevado, son de un contenido lipofilico alto, pero si son solubles en disolventes
organicos. Son arrastrables en vapor de agua, y punto de ebullicion superior a

100°C @),

Los aceites esenciales, de varios tipos de plantas tienen un efecto inhibitorio sobre
el desarrollo de los microorganismos. Se conoce la actividad antimicrobiana de
varias especies vegetales en forma de extractos o hierbas aromaticas en los

alimentos inhibiendo la formacion vegetativa de esporas, levaduras y otros %),

Los aceites esenciales se pueden extraer mediante diferentes métodos como:
prensado, destilacion con vapor de agua, extraccion con solventes volatiles,
enfleurage y con fluidos supercriticos®®?. En la destilacion por arrastre de vapor
de agua se lleva a cabo por vaporizacion selectiva del componente volatil de una
mezcla formado por este y otros “no volatiles” lo anterior se logra por medio de
la inyeccion de vapor de agua directamente en el seno de la mezcla
denominandose este arrastre, pero en realidad su funcion no es de arrastrar el
componente volatil sino condensarse formando otra fase inamisible que sedera su

color latente a la mezcla a destilar para lograr su evaporacion @3,

En este caso se tendra dos fases inmiscibles a lo largo de la destilacion (organica
y acuosa), por lo cual cada liquido se comportara como si el otro no estuviera
presente es decir cada uno de ellos ejerce su propia presion de vapor y

correspondera a la del liquido puro a una temperatura de referencia. Conforme el

11



vapor entra en contacto con el lecho, la materia prima se calienta y va liberando
el aceite esencial contenido y éste, a su vez, debido a su alta volatilidad se va
evaporando®@?). Al ser soluble en el vapor circundante, es “arrastrado” corriente
arriba hacia el tope del hidrodestilador. La mezcla, vapor saturado y aceite
esencial, fluye hacia un condensador, mediante un ‘“cuello de cisne” o
prolongacion curvada del conducto de salida del hidrodestilador @4, (Ver anexo

fig. 01).
Efecto antibacteriano in vitro:

Es un proceso por el cual se puede determinar in vitro la potencia de un extracto
antibacteriano en solucidn y la susceptibilidad de un microorganismo determinado
a las concentraciones conocidas de un farmaco o un extracto de una planta
medicinal®). Guerra®), realizo un estudio in vitro de aceites esenciales de
Cymbopogon citratus. Par observar la actividad antimicrobiana sobre diferentes
cepas de microorganismos Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 7001, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 10033, Serratia sp, y Salmonella typhimurium los cual se
obtuvo como resultado positivo sobre los Gram positivos resultaron ser mas

sensibles.

La cavidad oral es un ecosistema donde cohabitan principalmente
microorganismos aproximadamente 10%° bacterias, siendo el 60% cultivables
pertenecientes a aproximadamente entre 500 y 700 especies, que colonizan las

mucosas Y dientes donde forman la placa bacteriana o biofilm, entre las cuales

12



estan los miembros del género Streptococcus del grupo mutans ha sido estudiado
a través de test bioguimicos, seroldgicos y metodos moleculares que incluyen

hibridacion ADN-ADN y secuenciacion de genes ARN ribosomales 9,

La cavidad bucal constituye un medio ecolégico, perfecto para el crecimiento y
desarrollo de bacterias que forman una flora microbiana en equilibrio llamada
flora saprofita residente que se encuentra en boca habitualmente y que no genera
patologia. Si este equilibrio se rompe se producen situaciones patolégicas por
sobre crecimientos microbianos o bien la aparicion de una flora patdgena no

habitual en boca @7,

Existen diversos nichos dentro de la cavidad oral y pueden reconocerse diferencias
si se estudia la flora de dientes, lengua, mucosa yugal o surco periodontal. La flora
oral es de tipo mixto, con asociacién de gérmenes aerobios y anaerobios. Las
bacterias que se adhieren a la superficie dental en forma permanente y a través de
diferentes polimeros de dos origenes bacterianos como dextranos y levanos. El
contenido de gérmenes anaerobios es maximo a nivel del surco gingival. Los
dientes presentan superficies de adherencia que tienen la particularidad de no
renovarse en forma periodica, como lo hacen los epitelios. Predominan diferentes
especies de Streptococcus o hemoliticos. Streptococcus mutans y Streptococcus

sanguis ),
Streptococcus mutans.

Streptococcus mutans es un habitante de la microbiota oral que constituye la
primera causa de caries dental y de infecciones graves por estreptococos del grupo

viridans, tales como bacteriemia y endocarditis. Sin embargo, puede constituir un
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desafio diagnostico debido a su capacidad de presentarse como “bacilo Gram
positivo” a la tinciéon de Gram. Streptococcus mutans es un estreptococo alfa-
hemolitico o no hemolitico, que se visualiza como bacilo cuando se aisla de un
medio con pH &cido y como coco cuando se sub-cultiva en un medio neutro o
alcalino @®),

En el caso del Streptococcus mutans, los factores de virulencia mas involucrados
en la produccion de caries son: a). Acidogenicidad: el estreptococo puede
fermentar los azucares de la dieta para producir principalmente acido lactico como
producto final del metabolismo. Esto hace que baje el pH, a). Acidogenicidad: el
estreptococo puede fermentar los azucares de la dieta para producir
principalmente acido lactico como producto final del metabolismo. Esto hace que
baje el pH, b). Aciduricidad: es la capacidad de producir &cido en un medio con
pH bajo, c).Acidofilicidad: el Estreptococo mutans puede resistir la acidez del
medio bombeando protones(H*) fuera de la célula, d). Sintesis de glucanos y
fructanos: por medio de enzimas como glucosil y fructosiltransferasas, €). Sintesis
de polisacaridos intracelulares, como el glucogeno: sirven como reserva
alimenticia, f). Produccion de dextranasa: ademas de movilizar reservas de
energia, esta enzima puede regular la actividad de las glucosiltranferasas

removiendo productos finales de glucano @8,

Streptococcus mutans obtiene su energia del alimento que ingerimos, su
flexibilidad genética le permite romper toda una amplia gama de hidratos de
carbono. Entre las sustancias que aprovecha son la glucosa, fructosa, sacarosa,
galactosa, maltosa, e incluso el almidén. La bacteria fermenta todos estos

compuestos al disponer de un batallon de enzimas, proteinas que rompen las
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moléculas de hidratos de carbono, y los convierte en varios subproductos de su
metabolismo, como el etanol o el acido lactico. A la postre, todos estos
subproductos acidifican la boca y los dientes, lo que inhibe a las otras bacterias,

permitiendo al estreptococo mantener una posicion de claro dominio @,

El paso méas importante para que se produzca la caries, es la adhesion inicial del
Streptococcus mutans a la superficie del diente. Esta adhesion esta mediada por la
interaccion entre una proteina y algunas enzimas de la saliva que son adsorbidas
por el esmalte dental, y la capacidad de acumulacién en la placa, proceso que
ocurre cuando el Estreptococo mutans produce glucanos solubles e insolubles
utilizando las enzimas glucosiltransferasas (GTF), a partir de los azucares de la
dieta. El grado de infeccidn por el Estreptococo mutans en la saliva nos refleja el

grado de infeccion existente en los dientes, en un sentido muy general 9.

En la cavidad oral existen bacterias capaces de producir &cidos, que liberan gran
cantidad de H*, lo cual hace descender el pH por debajo del pH critico, en zonas
limitadas de la superficie del esmalte y se inicia la descalcificacion. Todos los
tejidos contienen minerales, tejidos blandos y duros, cuya diferencia esta en
cantidad y clase de minerales, y disposicion espacial. En los tejidos duros como
el esmalte la mineralizacion es mayor de 98%. Forma modelos cristalinos que se
caracterizan en apatita, Hidroxiapatita. Las altas concentraciones de iones H*

provocan la solubilizacion de la hidroxiapatita y la desmineralizacion @9

Evidentemente, existe un amplio reconocimiento de la importancia de los factores
microbiologicos en relacion con la caries dental, y Streptococcus mutans parece

tener un papel muy importante. Son numerosos y diferentes los estudios realizados
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sobre el tema, sin embargo, todos los autores coinciden en que la génesis de la
caries dental requiere la presencia de varios factores de riesgo, de manera mas
significativa, la colonizacién por Streptococcus mutans, una deficiente higiene

oral y un alto consumo de alimentos ricos en sacarosa %
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. HIPOTESIS.
3.1. Hipotesis Alternativa.
El aceite esencial de la inflorescencia de Matricaria chamomilla (manzanilla),
poseera efecto antibacteriano in vitro sobre cepa de Streptococcus mutans sp.
3.2. Hipdtesis Nula.
El aceite esencial de la inflorescencia de Matricaria chamomilla (manzanilla),

no poseera efecto antibacteriano in vitro sobre cepa de Streptococcus mutans

sp.
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IV. METODOLOGIA
4.1.Disefo de la investigacion.
e EIl presente estudio fue de tipo experimental, in vitro, cuantitativo y
longitudinal.
e Control negativo: Dimetilsulfoxido (DMSO). Se emple6 para la disolucion
de aceite esencial de la inflorescencias de Matricaria chamomilla

(manzanilla) para obtener las diferentes concentraciones.

4.2. Poblacion y Muestra.
Poblacion vegetal.

Se trabajé con Matricaria chamomilla (manzanilla), procedentes de la
provincia de Otuzco, Departamento La Libertad con lo cual se realizd la

extraccion del aceite esencial para realizar el presente trabajo.

Muestra vegetal.

Se utilizé 5 kg de inflorescencia de Matricaria chamomilla (manzanilla).
Criterios de inclusion.

¢ Inflorescencia de Matricaria chamomilla (manzanilla) frescas, verdes

y de buenas caracteristicas organoléptica.

Criterios de exclusion.

e Se excluiran inflorescencia de Matricaria chamomilla (manzanilla) en

mal estado con caracteristicas organolépticas no aceptables.
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Poblacion microbiologica.

Se trabaj6 con cepas de Streptococcus mutans sp. procedentes del laboratorio

GenLab del Pert SAC. de la ciudad de Lima.

Muestra microbioldgica.

Se trabajé con colonias jovenes de Streptococcus mutans sp. ATCC®25175
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4.3. Definicion y Operacionalizacion de las variables.

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Indicadores Escala de
medicion
Es un liquido volatil que Se utilizd 5 concentraciones  10% Grupo p/v,15% Cualitativa
Aceite esencial de la
inhibe el crecimiento Grupo 2 p/v nominal

inflorescencia de

Matricaria

chamomilla

bacteriano  pueden  ser

naturales o sintéticos®®?.

25%, Grupo 3 p/v
50% grupo 4 plv,

100% Grupo 5 p/v.

Efecto antibacteriano

Es la suseptibilidad que tiene
un microorganismo ya sea a
la potencia de un farmaco o

un recurso natural. 2,

Se determiné a través de

halos de inhibicién.

Diametro del halo de

inhibicién en milimetros

Cuantitativa

razon




Variable dependiente.

Efecto antibacteriano. Es un proceso por el cual se puede determinar in vitro la
potencia de un extracto antibacteriano en solucion y la susceptibilidad de un
microorganismo determinado a las concentraciones conocidas de un farmaco o aceite

esencial de una planta medicinal®®,

Variable independiente.

Aceite esencial de la inflorescencia de Matricaria chamomilla: Es el efecto relativo
del aceite esencial que destruye las bacterias o0 que inhibe su crecimiento o replicacion.
Pueden ser aceites esenciales naturales, semisintéticos o sintéticos que inhiben la
sintesis de la pared celular bacteriana, al actuar sobre la sintesis proteica, la sintesis de
acidos nucleicos, la integridad de la membrana celular o bien inhibiendo ciertas vias

de importancia. Este tipo de variables es cualitativo .
4.4. Técnicas e Instrumentos de la investigacion.

Técnica: Observacional.
Procedimiento.

Obtencion del aceite esencial de la Matricaria chamomilla (manzanilla):

En este trabajo se realizo la extraccion del aceite esencial mediante el método de
arrastre de vapor en lo cual se procedio a depositar 5 kg de inflorescencias de
Matricaria chamomilla (manzanilla) en el destilador, se conecto el equipo de
destilacion para proceder con la extraccion la olla a presion con las
inflorescencias se conecto directo al balon con una cantidad de agua en la parte

externa estuvo conectado el condensador, se calentd el balén con agua por tiempo
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de 6 horas de tal forma que el vapor paso a través de la muestra del condensador
y el aceite se colecto en una pera de decantacion luego se separé el agua del
contenido de la pera y se obtuvo el aceite esencial de Matricaria chamomilla y se

guardd en un frasco &mbar a una temperatura de 2 — 8 °C.

Obtencion de la cepa liofilizada de Streptococcus mutans sp.:

La cepa liofilizada de Streptococcus mutans sp (ATCC 25175) fue obtenida de
los laboratorios GenLab del Perd SAC. de Microbiologics TM.

Activacién de la cepa liofilizada de Streptococcus mutans sp.:

Para la activacion de Streptococcus mutans (ATCC 25175), se procedio a la
esterilizacion del ambiente, se empez6 abriendo los liéfilos que se encontraban
dentro de un vial de plastico que le servia como proteccion, el cual contenia a la
cepa Streptococcus. Mutans sp (ATCC 25175), un fluido de hidratacion y un
hisopo estéril. Se procedié a romper el fluido de hidratacion, luego se hizo la
homogenizacién de la cepa de Streptococcus. Mutans sp (ATCC 25175) con el

fluido para poder activarlas.

Una vez activada la cepa de Streptococcus mutans sp (ATCC 25175), se realizo
el sembrado en placas Petri en cultivo Brain Heart Infusion Agar que fue indicado
dentro del manual de activacion de cepas bacterianas del laboratorio GenLab, El
sembrado se realizd con el hisopo estéril, luego pasamos a esterilizar el asa
bacterioldgica para proceder al estriamiento de la cepa de Streptococcus mutans
sp (ATCC 25175), dichas bacterias necesitan de un ambiente anaerébico para su
desarrollo adecuado el cual se logro colocandoles en una jarra GasPack durante

48 horas a 37° logrando el crecimiento bacteriano (Ver Fig.13).
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Ejecucion de ensayos:

Se empez6 diluyendo el aceite esencial de Matricaria chamomilla (manzanilla),
con Dimetilsulfoxido, para obtener las cinco concentraciones que fueron del 10%,
15%, 25%,50% y 100%. Para la concentracion del 10% se utilizo 0.9 ul de
(DMSO0) y 0.1 ul de aceite esencial de Matricaria chamomilla (manzanilla). Para
la concentracidn del 15% se utiliz6 0.85 ul de (DMSO) y 0.15 ul de aceite esencial
de Matricaria chamomilla (manzanilla). Para la concentracion del 25% se utilizé
0.75 ul de (DMSO) y 0.25 ul de aceite esencial de Matricaria chamomilla
(manzanilla). Para la concentracion del 50% se utiliz6 0.50 ul de (DMSO) y 0.50

ul de aceite esencial de Matricaria chamomilla (manzanilla).

De una colonia aislada se procedié a realizar la siembra en un tubo de ensayo
estéril que contenia 5 ml de suero fisiol6gico, se agito por un promedio de 3
minutos alcanzando la turbidez para lo comparracion, segdn Jauregui®, la escala
de McFarland se usa como referencia en suspensiones bacterioldgicas. Lo cual
en el presnete trabajo se logro una turbidez equivalente al tubo numero 0.5 de
McFarland.

Listas las colonias se procedio hacer la siembra en las placas Petri con Brain Heart
Infusion Agar, mediante el método de estrias lo cual en la tltima pasada se logro
depositar el nimero més bajo de células que al ser incubadas se formaron colonias
puras para realizar la experimentacion.

En total fueron 20 placas, las cuales se dividieron en dos cuadrantes, y con la
ayuda de una micro pipeta se colocd una gota de aceite esencial de Matricaria

chamomilla (manzanilla). En cada cuadrante a diferentes concentraciones.
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Luego las placas fueron colocadas en la jarra GasPack, y llevadas a la incubadora

por 24 horas a 37°. Para luego proceder a la lectura.

Lectura de los ensayos:

Para la lectura de los halos de inhibicion de las diferentes concentraciones se
utilizé una regla milimetrada que abarco el didmetro del halo en mm. Y se
procedié a recolectar datos en una tabla los cuales posteriormente se proceso

estadisticamente.
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4.5. Matriz de consistencia.

Tipo de Indiacdores y
Titulo de la Formulacién investigacion Definicion escala de Plan de
investigacion  del problema  Objetivos Hipotesis y disefio Variables operacional medicion analisis
Aceite esencial
dela
Objetivo general. inflorescencia de Cinco
Determinar el efecto icari .
. SRR . Matrlcar_la concentraciones
antibacteriano in vitro T . Variable chamomilla L
: Hipotesis alternativa. . . S p/v. Cualitativa
que posee el aceite - - independiente  Se utilizo cinco :
- - El aceite esencial de la : nominal
esencial de matricaria - . concentraciones
chamomilla (manzanilla) inflorescencia de de aceite esencial
¢ Evaluar el Matricaria chamomilla .
Efecto sobre cepa de . de Matricaria
. . efecto (manzanilla) poseera .
antibacteriano . . Streptococcus mutans sp. . . . chamomilla.
in vitro del antibacteriano efecto antibacteriano in
- . del aceite _— - vitro sobre cepa de
aceite esencial . Objetivos especificos. P .
esencial de la Streptococcus mutans  Tipo: Prueba
de la . . .Evaluar el efcto . L
: . inflorescencia . L sp. Experimenta, estadisti
inflorescencias .~ " antibacteriano in vitro a e
S de Matricaria . in vitro, ca
de Matricaria . diferentes . . -
. chamomilla . .. Hipotesis nula. cuantitativo ANOVA
chamomilla . concentraciones del aceite . - P
. (manzanilla) , - N El aceite esencial de la  longitudinal
(manzanilla), esencial de Matricaria - .
sobre cepa de h : infloresencia de
sobre cepa de chamomilla (manzanilla) L .
Streptococcus Matricaria chamomilla
Streptococcus : sobre cepa de .
mutans sp in (manzanilla) no poseera
mutans sp. . Streptococcus mutans sp. ; o Efecto ;
vitro? Comparcion del efecto efecto antibacterino in antibacteriano Diametro del
-~-omparcion get €1 vitro sobre cepa de : " halode
antibacteriano in vitro Este tipo de AR
entre las concentraciones Streptococcus mutans Variable variable se midio inhibicion del
sp. crecimiento

del 10%,15%,25%,50%,
100% del aceite esencial
de Matricaria
chamomilla sobre cepa de
Streptococcus mutans sp.

dependiente

atravez de los
halos de
inhibicién.

Cuantitativa de
razon.



4.6. Plan de Analisis:

Para los estudios y evaluacion de los resultados obtenidos se realizd el analisis
estadistico en las muestras de Matricaria chamomilla (manzanilla), con accion
antibacteriana sobre Streptococcus Mutans sp, (ATCC 25175), habiéndose medido el

halo de inhibicion del crecimiento bacteriano.

Los resultados son presentados en tablas, utilizando el programa Excel Microsoft y el
programa estadistico ANOVA que se utiliza para presentar datos a diferentes

concentraciones.

4.7. Principios éticos

En el presente trabajo se tuvo en cuenta la manipulacion y desecho de las muestras
sobre todo de la cepa de Streptococcus mutans sp de acuerdo al manual de
bioseguridad en laboratorios de microbiologia y medicina durante la ejecucién del

trabajo se tomd todas las precauciones necesarias para evitar cualquier contaminacion.



V. RESULTADOS

5.1. Resultados

Tabla 1. Evaluacidn del efecto antibacteriano in vitro sobre cepa de Streptococcus mutans Sp segun la concentracion del aceite esencial de Matricaria
chamomilla (manzanilla).

Halos de inhibicion (mm)

Media
Concentraciones Desviacion Significancia
1 2 3 4 5 6 7 8 Estandar (p)

Aceite esencial de
Matricaria chamomilla
al 10% 7 7 8 8 8 8 9 9 8+0.76
Aceite esencial de
Matricaria chamomilla
al 15% 10 11 12 12 12 12 13 13 11.88 £0.99
Aceite esencial de
Matricaria chamomilla
al 25% 14 16 16 17 17 17 18 19 16.75+£1.48 **P=0.000
Aceite esencial de
Matricaria chamomilla
al 50% 16 17 18 18 19 19 19 20 20+4.14
Aceite esencial de
Matricaria chamomilla
al 100% 19 20 20 30 30 30 30 35 26.75+6.11

**P=0.000 < 0.01. son estadisticamente significativos, se acepta la hipotesis alternativa y se rechaza la hipotesis nula.




5.2. ANALISIS DE RESULTADOS

En el presente trabajo se buscd determinar si el aceite esencial de la inflorescencia de
Matricaria chamomilla (manzanilla) ejercia efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
cepas aisladas de Streptococcus mutans sp, lo cual qued6 demostrado, al apreciarse un
efecto de inhibicion del desarrollo bacteriano con el aceite estudiado, segin los
resultados obtenidos; ademas se encontrd diferencias significativas con respecto al

tamafio del halo de inhibicién en las distintas concentraciones utilizadas.

En la TABLA 1, respecto a la actividad inhibitoria sobre crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans Sp segun la concentracion del aceite esencial de Matricaria
chamomilla (manzanilla), se puede apreciar las diferentes medias y desviacion
estandar de las diferentes concentraciones del aceite esencial de Matricaria
chamomilla (manzanilla) de los cuales para la concentracion al 10% corresponde a los
halos de inhibicion de 8 + 0.76, con la concentracion del 15% a los halos que
alcanzaron un didmetro de inhibicién de 11.88 + 0.99, lo cual podemos corroborar con
el estudio de Zuta®Y. Quien encontré halos del similar diametro con concentraciones

de 10%,25%,50% y 100% de extracto de Matricaria chamomilla (manzanilla).

Con las concentraciones del 25%, 50% y 100% Los halos de inhibicién alcazaron
diametros correspondientes a 16.75 + 1.48, 20 + 4.14 y 26.75 + 6.11, respectivamente
estudios similares realizados por Cosco®. en el 2010 en Lima y Linares® en el 2012
en Trujillo encontraron halos de inhibicion de 18 mm con una media de 17.8 para la
concentarcion del 50% y para la concentarcion del 100% encontraron halos de
inhibicion de 20 mm con una media de 22 quedando demsotrado que si hubo un efecto

signifiactivo de inhibicidn bacteriana.
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Es probable que el efecto antibacteriano del aceite esencial de matricaria chamomilla
sobre cepa de Streptococcus mutans se deba a la presencia de derivados terpénicos
como: matricina, camazulenos, y o bisabolol este ultimo al que se le atribuye la
propiedad antibacteriana tal como es indicado por Jauregui ®. Farinango®® En su
estudio realizado nos indica que el principal mecanismo de accion de la manzanilla
durante procesos infecciosos es la ruptura de la membrana celular la misma que puede
ocurrir por tres razones: aumento de la permeabilidad, afectacion de la estabilidad
estructural y por consiguiente desestabilizacion de la bicapalipidica produciendo la

lisis bacteriana.

Tambien se pudo observar que a mayor concentracion del aceite esencial de la
inflorescencia de Matricaria chamomilla tuvo mayor efecto antibacteriano sobre
Streptococcus mutans sp, se presento tal como se comprueba con la prueba ANOVA
con una (P = 0.000), estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos por
Cosco®, Linares® quienes también informaron diferencias signicativas en el tamafio
de los halos expuestos a diferentes concentarciones de aceite esencial de Matricaria

chamomilla sobre Streptococcus mutans sp y Enterococcus faecalis respectivamente.

Asi mismo ademas de demostrar que Matricaria chamomilla tiene un mayor efecto
inhibitorio sobre Streptococcus mutans sp a la concetrancion del 100%, al realizar la
prueba estadistica ANOVA las cinco concentraciones del aceite esencial de Matricaria
chamomilla ( manzanilla) sobre Streptococcus mutans sp se observa una diferencia
altamanete signifiactiva lo cual es corroborado con Jauregui®® quien en un estudio
realizado en la Universidad Nacional de Trujillo en el afio 2013, utilizo aceite esencial

de Matricaria chamomilla al 100 % logrando una inhibicién de Streptococcus mutans
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ATCC 2652263, Zuta®? en Lima 2014, realizo un estudio con cuatro concentaciones
de extracto etanolico de Matricaria chamomilla al 10%,25%,50%,100% al evaluar las
diferentes concentraciones la del 100% mostr6 poco actividad y las deméas no

mostraron actividad significativa.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1. Conclusiones.
De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:
El aceite esencial de Matricaria chamomilla (manzanilla) a diversas concentraciones

presenta efecto antibacteriano in vitro sobre Streptoccocus mutans sp.

Se comprobd que a mayor concentracion del aceite esencial de Matricaria
chamomilla, (manzanilla) existi6 mayor efecto antibacteriano sobre Streptococus
mutans sp in vitro, siendo la concentracién del 100% del aceite esencial de Matricaria
chamomilla (manzanilla) la que presenté mayor efecto antibacteriano sobre las cepas

de Streptococcus murtans sp.
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7.2. Recomendaciones

> Sobre la base este estudio realizar otras investigaciones para determinar la
concentracion minima inhibitoria del aceite esncial de Matricaria chamomilla
(manzanilla) que produzca efecto antibacteriano sobre el crecimiento de
Streptoccocus mutans sp.

> Realizar estudios de investigacion en animales de experimentacion y
posteriormente en personas para probar la eficacia, tolerancia y seguridad de este
aceite esencial de Matricaria chamomilla (manzanilla).

> Promover estudios de investigacion que continle en la busqueda de principios
activos de origen natural que sirvan como alternativa a la medicina convencional

actual.
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VIII. ANEXOS

Figura N° 01: Planta medicinal de Matricaria chamomilla (manzanilla) con la cual se

realizo la presente investigacion.

Figura N° 02:

investigacion.
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Figura N° 03: Técnica que se utilizé para la extraccion del aceite esencial es: Destilacion

por arrastre de vapor.

Figura N° 04: Bacteria que se utilizd para realizar el proyecto. Streptococcus mutans.
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Figura N° 05: Muestra recolectada. Figura N° 06: Seleccion y limpieza.

s s

Fuente: Obtencién de la ciudad de Otuzco.  Fuente: Laboratorio de microbiologia

ULADECH.

Figura N° 07: Inflorescencia de Matricaria chamomilla (manzanilla).

Fuente: Laboratorio de icobioll’a. ULADECH.

Figura N° 08: Extraccion de aceites esenciales.

Fuente: Laboratorio de farmacognosia de la UNT.
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Figura N° 09: Esterilizacion del material para la ejecucion del trabajo de investigacion.
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Figura N° 10: Activacion de la cepa liofilizada. Figura N°11: Preparacion de agar BHA.

Fuente: Laboratorio de microbiologia ULADECH.

Figura N° 12: Realizando el sembrado de la bacteria Streptococcus mutans sp.

Fuente: Laboratorio de Microbiologia ULADECH.
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Figura N° 13: Pasos para el crecimiento de la bacteria Streptococcus mutans.

Fuente: Laboratorio de microbiologia ULADECH.
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Figura N° 14: Observacion de halos.

Fuente: Laboratorio de Microbiologia ULADECH.

46



Figura N° 15: Anexos de Compra de bacteria Streptococcus mutans.
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Figura N° 16: Anexos de Compra de medios de cultivo.
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