UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL COLUTORIO A BASE
DE ACEITE ESENCIAL DE Lippia alba (PAMPA
OREGANO) FRENTE A CEPAS DE Streptococcus mutans
ATCC 25175, Trujillo- 2019

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE
CIRUJANO DENTISTA

AUTOR

CORONEL ALVA, REYLES
ORCID: 0000-0002-6646-0304
ASESOR

HONORES SOLANO, TAMMY MARGARITA
ORCID: 0000-0003-0723-3491

TRUJILLO-PERU
2020



1. Titulo de la tesis

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL COLUTORIO A BASE DE ACEITE
ESENCIAL DE Lippia alba (PAMPA OREGANO) FRENTE A CEPAS DE

Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2019



2. Equipo de Trabajo

AUTOR
Coronel Alva, Reyles

ORCID: 0000-0002-6646-0304
Universidad Catolica Los Angeles de Chimbote, Estudiante de Pregrado,

Trujillo, Peru

ASESORA
Honores Solano, Tammy Margarita
ORCID: 0000-0003-0723-3491

Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote, Facultad de Ciencias de

la Salud, Escuela Profesional de Odontologia, Trujillo, Peru

JURADO
Pairazaman Garcia, Juan Luis
ORCID: 000-0001-822-8009

Morén Cabrera, Edwar Richard
ORCID: 000-0002-4666-8810
Cordova Salinas, Imer Duverli

ORCID: 000-0002-0678-0162



3. Hoja de firma del jurado y asesor

Mgtr. Pairazaméan Garcia, Juan Luis

PRESIDENTE

Mgtr. Moro6n Cabrera, Edwar Richard

MIEMBRO

Mgtr. Cérdova Salinas, Imer Duverli

MIEMBRO

Mgtr. Honores Solano, Tammy Margarita

ASESORA



4. Hoja de agradecimiento

Agradezco en primer lugar a dios, por haberme brindado salud
y muchas fuerzas para salir adelante en cada obstaculo que se

presentd durante mi formacion académica.

Agradezco a mis padres Wilfredo Coronel y Hilda Alva por sus
consejos que me brindaron para ser una buena persona y un

buen hijo.

Agradezco a mis docentes Cesar VVasquez y Tammy Honores
quienes me guiaron en cada momento con sus sabias

ensefanzas durante mi formacién académica.



5. Resumen

El presente estudio se realiz6 con el objetivo de evaluar el efecto
antibacteriano del colutorio compuesto de aceite esencial de Lippia alba
(pampa orégano) a diferentes concentraciones frente a cepas de bacterias de
Streptococcus mutans ATCC 25175 en condiciones de laboratorio. Se
elaboro un colutorio compuesto de aceite esencial de Lippia alba (pampa
orégano) a concentraciones de 10, 20 y 30%, se emple6 400 gramos de hojas
verdes que fueron sometidos a un proceso de arrastre a vapor por
hidrodestilacion. La determinacion del efecto antibacteriano se realizd
mediante la prueba de sensibilidad antibidtica de difusion por disco Kirby
Bauer, para ello se realizd 10 repeticiones por cada concentracion de 10, 20
y 30% con agar Muller Hinton y se cultivaron junto con las cepas de
Streptococcus mutans ATCC25175 en condiciones de anaerobiosis por 24
horas, luego se compar6 los halos de inhibicion con clorhexidina al 12%.
Los resultados demostraron que los halos de inhibicién bacteriana promedio
para la concentracion al 10% fue de 6.6 mm, para el 20% fue de 12.3 mm,
para el 30% fue de 16.6 mm y para el grupo control con clorhexidina al
0.12% fue 22.6 mm. . Se concluyd que el colutorio compuesto de Lippia
alba al 30% tiene mayor efecto antibacteriano que al 20% y al 10% sobre
cepas de bacterias de Streptococcus mutans ATCC25175, sin embargo,
Clorhexidina al 12% demaostré tener un mayor efecto antibacteriano.

Palabras claves: Agente antibacteriano, colutorio, Lippia alba,

Streptococcus mutans.
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Abstract

The present study was carried out with the objective of evaluating the
antibacterial effect of the mouthwash composed of essential oil of Lippia
alba (pampa oregano) at different concentrations against strains of
Streptococcus mutans ATCC 25175 bacteria under laboratory conditions.
A mouthwash composed of essential oil of Lippia alba (pampa oregano)
was made at concentrations of 10, 20 and 30%, 400 grams of green leaves
were used that were subjected to a process of steam dragging by
hydrodistillation. Determination of the antibacterial effect was carried out
using the Kirby Bauer disk diffusion antibiotic sensitivity test, for which 10
repetitions were performed for each concentration of 10, 20 and 30% with
Miller Hinton agar and they were cultured together with the Streptococcus
mutans strains ATCC25175 under anaerobic conditions for 24 hours, then
the inhibition halos were compared with 12% chlorhexidine. The results
showed that the average bacterial inhibition halos for the 10% concentration
was 6.6 mm, for 20% it was 12.3 mm, for 30% it was 16.6 mm and for the
control group with 0.12% chlorhexidine it was 22.6 mm. It was concluded
that the 30% Lippia alba compound mouthwash has a greater antibacterial
effect than 20% and 10% on strains of Streptococcus mutans bacteria
ATCC25175, however, 12% Chlorhexidine proved to be better.

Key words: Antibacterial agent, Lippia alba, mouthwash, Streptococcus

mutans
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Introduccion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, en su ultimo reporte indicé que,
la caries dental, es considerada como un problema de salud publica de alta
prevalencia e incidencia que afecta a todo tipo de pacientes, sin distincion
de edad, sexo, raza, y estado econdmico. Segun los investigadores, esta
enfermedad esta relacionada con el nivel educativo y tiene mayor frecuencia
en individuos que presentan un alto consumo de alimentos ricos en

sacarosa, ademas de una mala higiene bucal.?

Streptococcus mutans, es considerada como la bacteria mas importante en
la presencia de la caries dental, este microorganismo es un coco Gram
positivo y fue aislado por primera vez por Clarke en 1924 en lesiones
cariosas del esmalte dental, es una bacteria que puede vivir en un medio
acido y en un medio alcalino, gracias a sus formas mutantes. También es
conocida como anaerdbica facultativa, ya que puede usar el oxigeno para su

propio crecimiento.?

Lippia alba, es una planta que pertenece a la familia Verbenaceae, no es
comun, es perenne, son arbustos y es utilizado cominmente en la medicina
natural por sus efectos antifingicos y antibacterianos, asimismo, es
utilizado como sedante, para el tratamiento de la diabetes, antiespasmaodica,

entre otros.®



Por todo lo antes dicho, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
antibacteriano del colutorio a base de aceite esencial de Lippia alba (Pampa
orégano) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 Trujillo,
2019. Los resultados de este estudio nos permitieron conocer si el pampa
orégano en aceite presenta efectos antibacterianos en diferentes
concentraciones, asimismo, este estudio nos servird de base para la
continuacion de otras investigaciones a base de la misma planta. El disefio
para este estudio fue experimental, transversal, prospectivo y analitico. Los
resultados demostraron que los halos de inhibicion bacteriana promedio
para la concentracion al 10% fue de 6.6 mm, para el 20% fue de 12.3 mm,
para el 30% fue de 16.6 mm y para el grupo control con clorhexidina al
0.12% fue 22.6 mm. En conclusion, la clorhexidina al 0.12% presento
mayor efecto antibacteriano que los colutorios compuestos de aceite
esencial de Lippia alba al 10, 20 y 30% frente a cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175.



Revision de la Literatura

2.1 Antecedentes

Coronel J.! (Chimbote, Pert, 2018), “Actividad inhibitoria del crecimiento
de la cepa patron de Streptococcus mutans ATCC®25175TM por accion de
aceite esencial de Lippia alba (Pampa orégano)”, en su estudio tuvo como
objetivo determinar el efecto inhibitorio del aceite esencial de Lippia alba
en distintas concentraciones contra cepas de Streptococcus mutans. Extrajo
aceite de Lippia alba por el método de hidrodestilacion y lo diluy6 en
dimetilsufloxido para obtener las siguientes concentraciones; 25%, 50%,
75% vy al 100%. Las cepas de Streptococcus mutans se sembraron en caldo
BHI y se incub6 a 37°C por 48 horas para su posterior estandarizacién con
el tubo Mc Farland 1.5x108 bc.ml, luego realizé la prueba de sensibilidad
antibidtica Kirby Bauer en placas con agar BHI y sembrd cepas de
Streptococcus mutans y se colocd discos Whatmann empapados con las
diferentes concentraciones y lo llevé a incubar a 37° por 48 horas para las
lecturas de los halos formados. Los resultados demostraron que la
concentracion al 100% tuvo un halo de inhibicion de un didmetro de 24.4
mm, al 50% tuvo un halo de inhibicion de 19.2 mm, y al 25% un halo de
inhibicion de 15.4 mm mayor que el grupo control con clorhexidina.
Concluyd que el aceite a mas concentracion tiene mayor efecto inhibitorio
y también que a una concentracion del 25% tiene un efecto inhibitorio

mayor que la clorhexidina.



Botelho M, et al.? (Brasil, 2017). “Actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Lippia sidoides, carvacrol y timol contra los patdgenos orales.”
El objetivo de esta investigacion fue evaluar la composicion y la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de L. sidoides. Para lo cual se obtuvo el
aceite esencial mediante hidrodestilacion y se analiz6 por GC-MS. Se
caracterizaron doce compuestos, que tenian como componentes principales
timol (56,7%) y carvacrol (16,7%). La actividad antimicrobiana del aceite
y los componentes principales se probd contra especies bacterianas
cariogénicas del género Streptococcus, asi como Candida albicans,
utilizando los ensayos de dilucion de caldo y difusion de disco. Se obtuvo
como resultados que el aceite esencial y sus componentes principales, el
timol y el carvacrol, mostraron una potente actividad antimicrobiana contra
los organismos probados con concentraciones inhibitorias minimas que
varian de 0.625 a 10.0 mg/ mL. Los microorganismos mas sensibles fueron
C. albicans y Streptococcus mutans. El aceite esencial de L. sidoides y sus
componentes principales ejercen efectos antimicrobianos prometedores
contra los patdgenos orales y sugieren su probable utilidad para combatir el

crecimiento microbiano oral.



Tofifio R, et al.* (Colombia, 2016). “Efecto de los aceites esenciales de
Lippia alba y Cymbopogon citratus sobre las biopeliculas de Streptococcus
mutans y la citotoxicidad en las células CHO”. El objetivo de esta
investigacion  fue evaluar la capacidad de erradicacion de
las biopeliculas de Streptococcus mutansy la toxicidad en las células
eucariotas de los aceites esenciales de Lippia alba y Cymbopogon citratus.
Para lo cual se emplearon aceites extraidos a partir del material vegetal
mediante destilacion al vapor y luego se determind su composicion
quimica. Se emple6 el ensayo MBEC de alto rendimiento (MBEC-HTP)
(Innovotech, Edmonton, Alberta, Canada) para determinar la concentracién
de erradicacion de las biopeliculas de la cepa ATCC 35668 de
S. mutans. La citotoxicidad se evalu6 en células CHO a través del ensayo
de proliferacion celular MTT. Se obtuvo como resultados que Los
componentes principales en ambos aceites fueron Geraniol y Citral. Los
aceites esenciales L. alba presentaron actividad de erradicacion contra
las biopeliculas de S. mutans del 95.8% en concentracion de 0.01mg/ dL y
los aceites esenciales de C. citratus mostraron dicha actividad de
erradicacion del 95.4% a concentraciones de 0.1, 0.01mg / dL y del 93.1%
en el Concentracion de 0.001lmg / dL; ninguna de las concentraciones de
ambos aceites esenciales mostro toxicidad en las células CHO durante 24 h.
Se concluy6 que los aceites esenciales L. alba y C. citratus mostraron

actividad de erradicacion contra las biopeliculas de S. mutansy la



citotoxicidad nula, evidenciando la necesidad de realizar més estudios que
puedan identificar sus componentes activos y para guiar un uso seguro en

el tratamiento y prevencion de la caries dental.

Almeida 1, et al.> (Estados Unidos, 2015). “El efecto de los aceites
esenciales y las fracciones bioactivas sobre Streptococcus mutans y
Candida albicans, un anélisis confocal”. Realizaron este estudio con el
objetivo de determinar que el aceite de Lippia sidoides y otras especies
tienen una fuerte actividad antimicrobiana sobre las biopeliculas formadas
por Streptococcus mutans y C. albicans. El aceite esencial se obtuvo de las
hojas de Lippia sidoides por la técnica de hidrodestilacion, en la que
emplearon diclorometano en la fase acuosa, y se sec6 con sulfato de
anhidrido de sodio para eliminar impurezas de agua, luego se filtré y se
evaporo el disolvente para asi tener aceite esencialmente puro y se almacend
este producto en un frasco ambar para su conservacion. Después se
prepararon las cepas de S. mutans y C. albicans para la preparacién de las
biopeliculas sobre un portaobjetos sumergido en 12 placas Petri con cultivo
y se les colocd aceite esencial de Lippia sidoides y de otras especies de
plantas naturales para posteriormente ver su actividad antimicrobiana sobre
la biopelicula. Los resultados demostraron que existi6 una reduccion

significativa en el bio volumen de los polisacaridos y las bacterias



extracelulares para el aceite L. sidoides, lo que indica que esta especie altera
la integridad de la biopelicula y pueden haber creado cierta porosidad
provocando una estructura debilitada que afecta la dinamica de la

biopelicula.

Freires 1, et al.® (Brasil, 2015). “Actividad antibacteriana de aceites
esenciales y sus constituyentes aislados contra bacterias cariogénicas: una
revision sistematica”. El objetivo de esta revision sistematica fue discutir la
actividad antibacteriana de las OE y sus componentes aislados en vista de
una aplicabilidad potencial en nuevas formulaciones dentales. Para lo cual
se realizaron busquedas sistematicas en siete bases de datos para ensayos
clinicos, estudios in situ, in vivo e in vitro que aborden el tema publicado
hasta la fecha. Se obtuvo como resultados que la mayor parte del
conocimiento en la literatura se basa en estudios in vitro que evaltan los
efectos de las EO en estreptococos relacionados con caries
(principalmente Streptococcus mutans) y lactobacilos, y en un numero
limitado de ensayos clinicos. Las especies mas prometedoras con potencial
antibacteriano  contra las  bacterias  cariogénicas  son: Achillea
ligustica , Baccharis  dracunculifolia , Croton  cajucara, Cryptomeria
japonica , Coriandrum sativum , Eugenia caryophyllata , Lippia

sidoides , Ocimum americanum y Rosmarinus officinalis . En algunos



casos, los principales compuestos fitoquimicos determinan las propiedades
bioldgicas de las OE. El mentol y el eugenol se consideraron compuestos
sobresalientes que demuestran un potencial antibacteriano. Se concluyé que
solo el enjuague de Lippia sidoides al 1% ha mostrado efectos

antimicrobianos contra los patdgenos orales.

Lobo P, et al.” (Brasil, 2014). “La eficacia de tres formulaciones de Lippia
sidoides Cham aceite esencial en la reduccion de Streptococcus mutans
salival en nifios con caries: un estudio aleatorizado, doble ciego y
controlado”. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la eficacia de tres
formulaciones de Lippia sidoides Cham. aceite esencial (LSO) en la
reduccion de Streptococcus mutans salivales en nifios con caries. Para lo
cual se emple6 una poblacién de 81 voluntarios, de entre 6 y 12 afios, ambos
sexos, con caries, asignados aleatoriamente a uno de los cinco grupos
diferentes. Para lo cual cada grupo recibi6 tratamiento tépico con pasta
dental LSO al 1,4%, gel LSO al 1,4%, enjuague bucal LSO al 0,8%, gel de
clorhexidina al 1% o enjuague bucal con clorhexidina al 0,12%. Se coloc6
un volumen de 5 ml de cada gel dentro de bandejas desechables, y se aplico
durante 1 minuto, cada 24 h, durante 5 dias consecutivos. Los grupos de
enjuague bucal utilizaron un volumen de 5 ml de enjuague bucal dentro de

jeringas desechables. En el grupo de pasta de dientes, los nifios se cepillaron



los dientes durante 1 minuto, una vez al dia durante 5 dias. Se recogio saliva
antes y después del tratamiento. Las colonias de EM se contaron, aislaron y
confirmaron mediante pruebas bioquimicas. Se obtuvo como resultados
que la clorhexidina redujo significativamente los niveles de EM después de
5 dias de tratamiento, la pasta de dientes LSO redujo los niveles de MS
después de 5 dias de tratamiento, y los niveles de MS permanecieron bajos
y no volvieron a la linea de base durante el analisis posterior. Se concluyo,
la pasta de dientes LSO demostro la reduccion de MS en la saliva méas
duradera, mientras que otras formulaciones de LSO no redujeron

efectivamente los niveles de MS en nifios con caries dental.

Sette P, et al® (Brasil, 2014) “Actividad antibacteriana y cribado
fitoquimico de extractos de Lippia alba (Mill). NE marrén”. El objetivo fue
determinar el efecto antibacteriano de Lippia alba frente a Streptococcus
mutans. El disefio del estudio fue experimental, el cual se llevé a cabo en
una muestra de cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus
mitis, Staphylococcus aureus y Lactobacillus casei, los cuales fueron
activados y sembrados en un medio de cultivo, para luego ser expuestos a
extractos de infusion y decoccion de las hojas de pampa orégano. Se utilizé
la prueba de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney. Se siguio la logica del

porcentaje de inhibicion (PI), un PI> 90% se consider6 como muy fuerte



(+++); 90%> PI> 1% se considero fuerte (+), Pl <1% de inhibicion muy
bajo (---). Los resultados indicaron que para S. mutans se obtuvo un efecto
antibacteriano muy fuerte (+++) tanto para infusion como decoccion vy el
grupo control con clorhexidina obtuvo s6lo un efecto fuerte (+). En
conclusion, los extractos de las hojas de Lippia alba en infusion y decoccion
presentaron mayor efecto antibacteriano de clorhexidina al 0.12% frente a

S. mutans ATCC 25175.

Carvalho L, et al.® (Brasil, 2012) “Actividad antimicrobiana de aceites
esenciales contra Streptococcus mutans y sus efectos antiproliferativos”, en
su estudio tuvieron como objetivo evaluar la actividad anti proliferativa de
los aceites esenciales de distintas plantas naturales entre ellas Lippia alba 'y
Lippia sidoides. El aceite se obtuvo mediante la técnica de hidrodestilacion.
La bacteria que se cultivd fue Streptococcus mutans en condiciones de
anaerobiosis a 37°c por 48 horas, que fueron estandarizados segun el
indculo bacteriano 1x10 ® UFC/mL e hicieron el ensayo antimicrobiano se
realiz6 con 96 palcas Petri con medio de cultivo BHI y discos empapados
con aceite esencial de las especies de Lippia, ademas usaron como control
negativo usaron propilenglicol 6,25% y como control positivo clorhexidina
al 0,12%. Los resultados demostraron que el aceite de Lippia alba al 100%

tuvo un halo de inhibicion de 12.5 mm a diferencia de Lippia Sidoides que

10



tuvo con halo de inhibicion mayor de 62.5 mm. Se concluy6 que las
diferencias en los efectos antiproliferativos de las especies se debe al medio
en que se encuentran cultivadas, y la composicion quimica de su principio

activo.
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2.2 Bases teoricas

2.2.1. Caries dental

La caries dental es un importante problema de salud publica que afecta a
muchos paises del mundo. Se caracteriza por la desmineralizacion de los

tejidos duros de los dientes y la pérdida de dientes.®

Esta patologia y otras enfermedades periodontales estdn asociadas con
bacterias acidogénicas y aciddricas que se adhieren a la superficie del diente
como una biopelicula (placa dental) estructurada y funcionalmente
organizada. El procedimiento mas eficaz para la prevencion de la caries es
la eliminacion de biofilms mediante cepillado y exfoliacion.® Sin embargo,
la mayoria de las personas no logran mantener un nivel de control suficiente
a través de la extraccion mecanica solamente. Por lo tanto, el uso de
productos quimicos como medida complementaria también es necesario y
se ha demostrado que es de gran valor con respecto a la disminucién de la

biologia de la superficie del diente.®
2.2.1.1.  Definicién

La caries dental, es una enfermedad cronica, de alta prevalencia e
incidencia, se considera un proceso infeccioso y contagioso, de etiologia
multifactorial, el cual es caracterizado por la destruccién del esmalte de las

piezas dentarias.°

12



Es una patologia que puede progresar lentamente o agresivamente con el
tiempo, y se ve reflejado como una opacidad en el esmalte dental, pudiendo
evolucionar a grandes cavidades que comprometen la dentina y pulpa

dentaria, hasta la destruccion total del diente.®
2.2.1.2. Prevalencia

A pesar de los avances en politicas publicas hasta el momento, la caries
dental sigue siendo la enfermedad infecciosa oral méas prevalente y costosa
en todo el mundo, lo que representa un problema de salud pablica mundial

que deben ser manejados por las autoridades y los profesionales dentales.!

La caries dental afecta directamente a todos los grupos de edad en todo el
mundo, especialmente en los paises en desarrollo. Como enfermedad oral
multifactorial, los factores intrinsecos (susceptibilidad del huésped: edad,
inmunidad y comportamiento) y extrinsecos (tiempo, dieta y microbiota)

influyen significativamente en el desarrollo de la caries.!

La prevalencia de la caries dental, es un indicador de la salud bucal de los
pacientes, ya que ésta afecta a una gran parte de nuestra comunidad,
pudiendo generar el desarrollo de otras enfermedades como las
enfermedades periodontales, maloclusiones, alteraciones pulpares, entre
otros. Un elevado porcentaje del 81.85% de individuos jovenes presentan

caries dental, al menos en una pieza dentaria.!
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2.2.1.3.  Etiologia

La caries es una patologia de causa multifactorial que introduce una relacion
entre la saliva, los dientes y la micro flora oral como aspectos internos
relacionados al huésped, y la dieta como factor externo. La enfermedad es
una forma singular de infeccion en la cual se acumulan cepas especificas de
bacterias sobre la superficie del esmalte, donde elaboran productos acidos
y proteoliticos que desmineralizan la superficie y digieren su matriz
organica. Una vez que ha tenido lugar la penetracion del esmalte, el proceso
patoldgico evoluciona a través de la dentina hacia la pulpa. Si el proceso no
se detiene, el diente resulta totalmente destruido. La evolucion dentro del
diente puede ser interrumpida eliminando mecanicamente el tejido dentario
infectado y sustituyéndolo por un material sintético adecuado que restaure

la forma y la funcion normales del diente.*?

2.2.1.4. Factores

Huésped: cuando hay una predisposicion por parte del huésped debido a
factores hereditarios, edad, factores endocrinos, anomalias estructurales
dentales, surcos y fisuras de las piezas dentarias, y cantidad, calidad de la

saliva.l®

Microflora: dentro de ellas estdn las bacterias protectoras y otras

patogenas. La caries dental se desarrolla en el esmalte, en las que la
14



microbiota encuentra un ambiente apropiado para su proliferacion. Las
principales bacterias responsables de este proceso son el S. mutans, el cual
se encuentra asociado al desarrollo inicial de la caries, y el Lactobacillus
acidofilus, el cual es responsable de metabolizar los aztcares de la cavidad

bucal y producir &cidos desmineralizantes.*

La dieta: se refiere a los alimentos con alto contenido en azucares, los

cuales aceleran la actividad bacteriana.'®

El tiempo: A mayor tiempo de exposicion de la pieza dentaria a los &cidos

producidos por las bacterias, existe un mayor riesgo de caries.®

2.2.1.5.  Microorganismos relacionados con la caries

La boca es un ecosistema donde residen aproximadamente entre 500 a 700
especies de microorganismos comensales, los cuales colonizan las
superficies dentarias conformando la placa bacteriana, ademas, colonizan la
mucosa de la cavidad bucal, dentro de las cuales se encuentra el género

Streptococcus.!’

Los Streptococcus mutans y los lactobacilos son bacterias orales
predominantemente  aisladas de caries inicial 'y avanzada,
respectivamente.® Hay varios factores predisponentes que conducen a una

gran acumulacion de microflora oral, asi como a las bacterias cariogénicas
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y las que causan la caries dental. Estos factores incluyen un alto consumo
de azucar y la dieta glutinosa (bocadillos) de los nifios, una higiene bucal
deficiente debido al deterioro del potencial fisico y la xerostomia de los
ancianos Yy pacientes de cancer sometidos a quimioterapia o radioterapia.
Los productos acidos derivados de los carbohidratos fermentables mediante
el proceso de catabolismo de la microflora oral, especialmente las bacterias
cariogénicas, aumentan la desmineralizacién de los dientes, lo que lleva al
desarrollo de caries dental.’® Por lo tanto, una de las estrategias efectivas
en la promocion de la salud oral es controlar la acumulacion de microbios
(biofilm / placa) en las superficies duras y blandas de la boca mediante
limpieza natural (masticacion, etc.), limpieza mecanica (cepillado y uso de
hilo dental) y placa quimica. Procedimientos de control (selladores de
fisuras, suplementos de fluoruro, sustitucion de azlcar y suplementos

antimicrobianos). 1

Sin embargo, se han informado varios efectos adversos que incluyen
tincion en los dientes, sabor desagradable e induccion de una cepa resistente
a los antimicrobianos después de la aplicacion prolongada de algunos

agentes antimicrobianos.®
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2.2.2 Streptococcus mutans

El género S. mutans, es un coco Gram positivo, no es mavil, es un productor
de acidos y cambian el pH salival de 7 a 4.2 en 24 horas, también, es
considerado como un fermentador de glucosa, lactosa, entre otros. Esta
bacteria se ha sub clasificado en diferentes tipos segun sus propiedades
inmunoldgicas, bioldgica y genéticas. Los S. mutans, presentan serotipos c,
e, fyk; residen en la cavidad bucal humana, y se adhieren sobre la superficie

dental sana y lesiones cariosas.*

2.2.2.1. Clasificacion

Segln su composicion y los enlaces de los polisacaridos de la pared celular

se clasifican en 8 serotipos:
S. mutans: ¢ (Predominante), e, fy k.
S. sobrinus: dy g.
S. cricetus: a.
S. rattus: b.
S. ferus: c.

S. macacae: C.
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S. downei: h.1*

Segun su virulencia, sobreviven en la sangre durante mayor tiempo, gracias

a su baja antigenicidad.*

2.2.2.2 Adhesion de Streptococcus mutans y desarrollo de la caries

dental

Algunos expertos indican que, dichas bacterias pueden adherirse en la
cavidad bucal de los nifios y producirse la lesion cariosa al erupcionar la
primera pieza dental alrededor de los 6 meses de edad del infante. Sin
embargo, la adhesion y colonizacién de S. mutans puede aparecer antes de
la erupcion de las piezas dentarias, ya que S. mutans y sobrinus, tienen la
capacidad de adherirse en la superficie de la mucosa oral, por lo cual, hay

un aumento de riesgo caries, haciendo que aparezca en edades tempranas.®

2.2.3. ATCC

Organizacién norteamericana no gubernamental sin fines de lucro que se
ocupa de la preservacion de las muestras de cultivos celulares y
microbiologicos y de la distribucion de los cultivos a los centros y
laboratorios de investigacion en las comunidades académica, cientifica y

médica.1®
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2.2.4 Aceites Esenciales

Las hierbas culinarias, especialmente las que tienen propiedades
medicinales (antiinflamatorias, antimicrobianas) se han convertido en
opciones de interés, aunque su seguridad, biodisponibilidad e interacciones
farmacocinéticas aun no se han investigado exhaustivamente. Los aceites
esenciales (OE) han despertado la atencion entre los agentes bioactivos
naturales con una actividad antimicrobiana prometedora.l’” Los aceites
esenciales son una mezcla de componentes volatiles producidos por plantas
aromaticas como metabolitos secundarios, como un mecanismo de
proteccién contra depredadores, microorganismos o0 adversidades
climaticas.}” Entre los 100,000 metabolitos secundarios conocidos, los
aceites esenciales representan mas de 3000, de los cuales aproximadamente
300 tienen interés comercial y son utilizados por las industrias alimentaria,
cosmética y farmacéutica.’®. Las diversas estructuras quimicas de los
aceites esenciales abarcan dos grupos con distintos origenes biosintéticos:
terpenos (monoterpenos y sesquiterpenos) y terpenoides (isoprenoides), y
otro grupo de compuestos alifaticos y aromaticos (por ejemplo, aldehidos,
fenoles, entre otros), todos caracterizados por bajo peso molecular.®® Los
monoterpenos son los compuestos principales encontrados en los aceites
esenciales y se ha encontrado que muestran una potente actividad

antibacteriana contra los microorganismos relacionados con la caries.’
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2.2.5 Lippia alba (Pampa orégano)

Pampa orégano es conocida por su nombre cientifico como Lippia alba,
pertenece a la familia de las Verbenaceaes, presentan 70 géneros y 2000
especies, crece en regiones tropicales de América Central, del Sur y Africa
tropical, puede llegar a obtener hasta 12 metros de altura, sus flores son de
color purpura o blancas, presenta un aroma dulce, las hojas son de color

verde oscuro.®

Esta planta, es conocida como una planta aromaética, cultivada en los
jardines de muchas personas, es una planta con propiedades medicinales,
ademas, es muy utilizada por los criadores de abejas por su alto contenido

de néctar.18:1°
2.2.5.1 Composicién

La composicién quimica de los aceites esenciales de pampa orégano, es
muy variable, sin embargo, son tres los componentes que estan presentes y
son responsables de la actividad farmacoldgica, todo ello en funcion a su
concentracion, citral-mirceno, citral-limoneno y carvona-limoneno. Los
estudios indican que, la composicidn puede variar con relacion al lugar, por
lo cual, algunos expertos aislaron citral, geraniol, trans—p—cariofileno,

carvona, limoneno y biciclosesquifelandreno.'®2°
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2.2.5.2 Extraccion del aceite esencial

La extraccion del aceite esencial, se realiza por el método de

“hidrodestilacion”.?’ La cual consiste en el siguiente procedimiento:

Se seleccionan las hojas que estén en buenas condiciones y se desechan
aquellas que tengan ataques de hongos y estén decoloradas o

maltratadas.?*?

Luego las hojas de Lippia alba se lavan con agua de cafio y en seguida se
desinfectan con hipoclorito de sodio al 0.5%. Posteriormente se realiza un
enjuague de la planta con suficiente agua destilada estéril, esto es para

retirar los residuos de hipoclorito.??

Luego se arma el equipo de destilacién, sometiendo las muestras a una
corriente de vapor de agua sobrecalentada, arrastrando la esencia que
posteriormente por accion del refrigerante, sera condensada. El destilado se
separa tomando en cuenta sus propiedades de inmiscibilidad y diferencia de
densidades entre el agua y el aceite esencial, para lo cual se utiliza una pera
de separacion de vidrio, deshidratandose las impurezas de agua en el aceite
esencial con Na2SO4 anhidro. Finalmente se filtrard, y se guardan los
aceites en frascos de vidrio color &mbar (para evitar la descomposicién por
la luz) y bajo refrigeracion a una temperatura entre 4°C a 8°C, hasta su

utilizacion.2324
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2.2.5.3 Propiedades medicinales

Es utilizada para los trastornos gastrointestinales, antiespasmaodicos, colicos
hepaticos, expectorante, para el control de la fiebre y sudoracion, ademas,

posee propiedades antisépticas y astringente.?®
2.2.5.4 Propiedad antibacteriana

Diversos estudios, han demostrado que Lippia alba, presenta actividad
antibacteriana frente a diversos estudios, como los extractos acuosos,
etanolicos, extractos cloroférmicos, aceites esenciales, frente a H. pylori,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, S. aureus, E. coli, entre

otros.26:27

Los productos naturales, como compuestos puros o extractos estandarizados
de plantas, brindan oportunidades como nuevos medicamentos debido
a su diversidad quimica (Cos,2006). Investigaciones anteriores han
evidenciado la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Lippia
alba (L. alba) y Cymbopogon citratus (C. citratus) en S. mutans. Los aceites
esenciales de C. citratus tienen actividad antimicrobiana y erradicacién de

las biopeliculas sobre S. mutans y Candida spp.?®
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Hipotesis
El colutorio a base de aceite esencial de Lippia alba (Pampa orégano) al

30% presenta efecto antibacteriano frente a la cepa de Streptococcus mutans

ATCC 25175.
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V.

Metodologia

4.1. Disefio de la investigacion

Experimental, porque el investigador asigné un factor de estudio y lo

controld para fines de la investigacion.?®

Transversal, porque la investigacion se centrd en analizar el nivel de las

variables en un momento dado de tiempo.?

Prospectivo, porque se registrd la informacion segln ocurrieron los

fendmenos.?®

Analitico, porque el estudio se centrd en una relacion causa-efecto.?®

4.2. Poblacion y muestra

Poblacion

Estuvo conformada por la cepa de Streptococcus mutans ATCC 251752.
Unidad muestral:

- Placas petri.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion:

- Placas petri con colonias de Streptococcus mutans ATCC 251752
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Criterios de exclusién:

- Placas Petri contaminadas

Muestra:

El tamafio de muestra para el presente estudio es:

o (Zan) + Zy)? 25°
(X 1- X 2)?

Donde:

Z a2 = 1.96; coeficiente de la distribucion normal para un a =0.05
7P = 0.84; coeficiente de la distribucion normal para un = 0.20

S = 0.8 (X1 - X2) es un valor asumido por no haber estudios previos
Luego Reemplazando obtenemos:

n= (1.96+0.84)? 2(0.8)?
(0.8)?

n = 10 placas
Es decir, se necesitaron aproximadamente 10 placas petri para cada grupo

de tratamiento, en un total de 50 placas.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

afecciones bucales.®!

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR | VALOR | TIPO DE ESCALA
DEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE DE
MEDICION
Efecto Conjunto de | Medicion del efecto | Diametro del | mm Cuantitativa
antibacteriano compuestos que | antibacteriano por | halo de
sobre S. mutans | tienen la capacidad | medio del método de | inhibicion Razon
ATCC 25175 de eliminar o reducir | Kirby Bauer.
la proliferacion de
microorganismos.*
VARIABLE DEFINICION DEFINICION
INDICADOR | VALOR | TIPO DE | ESCALA
INDEPENDIENTE | CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE | DE
MEDICION
Colutorioabasede | Es  una  forma | Preparado de colutorio | Concentracion | 10%
Lippia alba farmacéutica  tipo | de las hojas de Lippia | del colutorio
solucion acuosa | alba en diferentes 20% Cualitativa Ordinal
viscosa usada para el | concentraciones.
tratamiento topico de 30%
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Técnica: observacion microbioldgica.
Instrumento: El instrumento de medicion para este estudio fue un vernier:
el cual es un instrumento calibrado disefiado para medir la unidad de medida
de longitud y confiable porque es un instrumento calibrado, certificado con
el estandar de calidad 1SO 9001, de marca MITUTOY O Numero de Modelo

500-157-30.

Los halos de inhibicién fueron registrados en una ficha de recoleccion de

datos elaborada para el estudio.

Procedimientos:

Recoleccién e identificacién taxondmica

La especie de Lippia alba “pampa orégano” se recolecto6 del jardin botanico
de la Universidad Nacional de Truijillo, del distrito de Trujillo, provincia de
Trujillo, regiéon La Libertad. Luego la especie se identificada en el

Herbarium Truxillense. (Anexo 1)

Extraccion del aceite esencial
La extraccion del aceite esencial, se realiz6 por el método de arrastre de

vapor de agua “hidrodestilacion”.?2%

Se selecciond las hojas que estaban en buenas condiciones y se desecharon

aquellas que tuvieron ataques de hongos y decoloradas o maltratadas.
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Luego las hojas de Lippia alba se lavaron con agua destilada y en seguida
se desinfecto con hipoclorito de sodio al 0.5%. Posteriormente se realiz6 un
enjuague de la planta con suficiente agua destilada estéril, esto es para

retirar los residuos de hipoclorito.

Luego se armé el equipo de hidrodestilacion, sometiendo las muestras a una
corriente de vapor de agua sobrecalentada, arrastrando la esencia que
posteriormente por accion del refrigerante, se condensé. El destilado se
separ6 tomando en cuenta sus propiedades de inmiscibilidad y diferencia de
densidades entre el agua y el aceite esencial, para lo cual se utiliz6 una pera
de separacion de vidrio, deshidratandose las impurezas de agua en el aceite
esencial con Na2S04 (sulfato de sodio anhidro). Finalmente se filtro, y se
guardd los aceites en frascos de vidrio color ambar (para evitar la
descomposicion por la luz) y bajo refrigeracion a una temperatura entre 4°C

a 8°C, hasta la realizacién del analisis microbiologico.

Preparacion de las diferentes concentraciones de los aceites esenciales

Se prepararon las concentraciones segun la siguiente tabla:

Volumende | Volumende | Volumen final | Concentracion
aceite Tween (%)

1,0 mL 9,0 mL 10 ml 10

2,0 mL 8,0 mL 10 mL 20

3,0mL 7,0 mL 10 mL 30
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Luego, se colocaron cada una de las concentraciones en frascos de vidrio
de color ambar estéril, para protegerlas de la luz, llevandolas posteriormente

a refrigeracion a 4°C, hasta la realizacion del analisis microbioldgico.
Reactivacion de la cepa de S. mutans ATCC 25175

Para este estudio se utiliz6 un cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus

mutans ATCC 25175.

La reactivacion se realizé sembrando el cultivo liofilizado en tubo con 25
mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI), luego se incub6 a 37°C por 24 —

48 horas en condiciones de microaerofilia.

Para evaluar pureza se sembro por estria en Agar TSYB e incubard a 37°C
por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligio

una colonia compatible con Streptococcus para realizar coloracion Gram.

A partir de una colonia se sembr6 en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya

(TSA), y se conservo hasta su posterior utilizacion. 24

Preparacion de colutorios compuesto de aceite esencial de Lippia alba

(pampa orégano) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se prepararon colutorios empleando aceite esencial de pampa orégano, para

lo cual se realizaron tres formulaciones a concentraciones de 10, 20 y 30 %.
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Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby

Bauer

La evaluacion del efecto antibacteriano del colutorio preparado en base al
aceite esencial de pampa orégano sobre el crecimiento de Streptococcus
mutans ATCC 25175, se realizara mediante el método Kirby Bauer, de

difusion en agar.
Para lo cual se procedid de la siguiente manera:
Estandarizacién del inéculo de S. mutans ATCC 25175

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo BHI se
sembrd en Agar TSA, se incubd bajo condiciones de micro anaerobiosis a
37° C durante 24 horas. Luego de 24 horas de 3 a 4 colonias de
Streptococcus mutans ATCC 25175 se diluyd en caldo BHI hasta obtener
una turbidez semejante al tubo nimero 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland

(1.5 x 108 ufc/mL)
Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del in6culo (1.5
x108 ufc/ml), se tomd una alicuota de 100ul y se coloco en cada una de las
placas con Agar Mieller Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la
suspension se distribuyd la suspension bacteriana en tres direcciones para

asegurar una distribucion uniforme del indculo en la placa. Se dejé secar la
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placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para que cualquier

exceso de humedad superficial sea absorbido.

Preparacion de los discos con las diferentes concentraciones de

colutorios a base de aceite esencial de Lippia alba (pampa orégano).

Se prepararon discos de papel filtro Whatman nimero 3 estériles, los cuales
fueron embebidos con 30 uL de cada una de las concentraciones de 10, 20

y 30% respectivamente.

Luego, con una pinza estéril, los discos fueron colocados sobre las placas
de Petri con Mueller Hinton sembradas con la cepa de Streptococcus mutans

ATCC 25175.

Se empleara como control positivo Gluconato de clorhexidina al 0.12% y

como control negativo solucion salina fisiologica.

Incubacion:

Se incubaron las placas en posicion invertida durante, a 37°C durante 24 y
48 horas en micro anaerobiosis utilizando jarra Gaspak y con el método de

la vela.

Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion 24 a 48 horas se examiné cada placa y

se midid los diametros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento
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alrededor de cada disco. Para lo cual se utilizd Vernier digital, abarcando el

didmetro del halo.
Se realizaron 10 repeticiones de cada concentracion.

Se emple6 como control positivo Gluconato de Clorhexidina al 0,12 % y

como control Solucion Salina Fisiologica estéril.
4.5. Plan de analisis

Para analizar la informacion se construyeron tablas de frecuencia de una
entrada con sus valores absolutos, promedios, desviacion estandar y

gréaficos.

Los resultados se procesaron en cuadros mediante el analisis de varianza
(ANOVA), luego una prueba de comparaciones mdaltiples utilizando la

prueba de Duncan, ambas pruebas con un nivel de significancia del 5%.
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4.6. Matriz de consistencia

Streptococcus mutans ATCC
25175

Evaluar el efecto antibacteriano
del colutorio a base de aceite
esencia de Lippia alba (pampa
orégano) a las concentraciones
de 20 % frente a la cepa de
Streptococcus mutans ATCC
25175

Evaluar el efecto antibacteriano
del colutorio a base de aceite
esencia de Lippia alba (pampa
orégano) a las concentraciones
de 30 % frente a la cepa de
Streptococcus mutans ATCC
25175

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS | VARIABLES METODOLOGIA | POBLACION
¢Cuél es el efecto | OBJETIVO GENERAL El colutorio a | Efecto Tipo de la | La poblacion
antibacteriano del | Evaluar el efecto antibacteriano | base de aceite | antibacteriano investigacion: estuvo
colutorio a base | del colutorio a base de aceite | esencial de Cuantitativo conformada
de aceite esencia | esencia de Lippia alba (pampa | Lippia alba | Colutorio a base por cepas de
de Lippia alba | orégano) a las concentraciones | (Pampa de aceite de | Nivel de la | Streptococcus
(pampa orégano) | de 10,20 y 30% frente a la cepa | orégano) al | Lippia alba investigacion: mutans
a las | de Streptococcus mutans ATCC | 30% presenta Explicativo ATCC 25175
concentraciones 25175 mayor efecto
de 10,20 y 30% | OBJETIVO ESPECIFICOS antibacteriano Disefio: La  muestra
frente a la cepa de | Evaluar el efecto antibacteriano | frente a la Experimental, estuvo
Streptococcus del colutorio a base de aceite | cepa de transversal y | conformada
mutans  ATCC | esencia de Lippia alba (pampa | Streptococcus prospectivo. por 50 placas
25175? orégano) a las concentraciones | mutans petri.

de 10 % frente a la cepa de | ATCC 25175.
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4.7. Principios éticos
Esta investigacion se basd en el Codigo de Etica de la Universidad
ULADECH, respetando los principios éticos de biodiversidad, autonomia,
beneficencia no maleficencia, justicia, y cuidado del medio ambiente, para
lo cual se respeto el cuidado de las plantas utilizadas, por encima de los
fines cientificos, para ello se tomaron medidas para evitar dafios y planificar
acciones para disminuir los efectos adversos y maximizar los beneficios.
Ademas, al finalizar el estudio las placas Petri con cultivos utilizados fueron
expuestas a 121° C y 1 Bar de presion para ser inactivadas en autoclave a
fin de desechar el material bioldgico contaminado aplicando las normas de

manejo de desechos hospitalarios.*
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V. Resultados

5.1. Resultados

Tabla 1. Resumen estadistico del efecto antibacteriano in vitro del
colutorio a base de aceite esencial de Lippia alba (Pampa orégano) frente

a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Trujillo - 2019

Grupo de N Prom Desviacion P

tratamiento edio estandar

Lippia alba 10% 10 6.6 0.70

Lippia alba 20% 10 12.3 0.48

Lippia alba 30% 10 16.6 0.52 0.00
1

Clorhexidina 0.12% 10 22.6 3.03

Solucién salina 10 0 0

Fuente: Datos propios obtenidos de la medicion**

Prueba: Anova

Interpretacion: se observa que el halo promedio mas grande se obtuvo con
Clorhexidina 0.12% (22.6mm), luego le sigue el obtenido con Lippia alba

al 30% y 20% (16.6 mmy 12.3 mm).

Se observa que existen diferencias muy altamente significativas entre los

efectos antibacterianos de los tratamientos (p < 0.001).
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Tabla 2. Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del colutorio a
base de aceite esencial de Lippia alba (Pampa orégano) frente a cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175. Trujillo 2019

Grupos de N  Sub conjunto paraa=0.05
Tratamiento. 1 2 3 4 5
Solucion salina 10 O

Lippia alba 10% 10 6.6

Lippia alba 10% 10 12.3

Lippia alba 10% 10 16.6
Clorhexidina 0.12% 10 22.6

Fuente: Datos propios obtenidos de la medicion

Prueba: de Duncan

Interpretacion: Se observa que los efectos antibacterianos son distintos
con cada tratamiento probado; aqui se observa que el mejor efecto
antibacteriano se obtuvo con Clorhexidina 0.12%, seguido de las
concentraciones de Lippia alba al 30%, 20% y 10%. Obviamente el control

negativo no tuvo crecimiento de halo.
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5.2. Analisis de resultados

Al comparar el efecto antibacteriano del colutorio a base de aceite esencial
de Lippia alba (pampa orégano) a las concentraciones de 10%, 20% y 30%
frente a la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, este estudio
demostro que el grupo control positivo con clorhexidina al 0.12% presento
mayor efecto antibacteriano que las demas concentraciones de los grupos
experimentales. Este resultado se pudo dar debido a que la clorhexidina es
considerada como un potente antibacteriano ya que su mecanismo de accion
ha demostrado que su absorcidn ocurre por difusion pasiva a través de las
membranas celulares bacterianas. Asimismo, a bajas concentraciones
produce una alteracién de la permeabilidad osmotica de la membrana y una
inhibicion de enzimas del espacio periplasmico, y a concentraciones
elevadas origina la precipitacion de proteinas y acidos nucleicos.®? Sin
embargo, este colutorio ademas de inhibir el crecimiento de S. mutans,
presenta efectos adversos en la cavidad bucal, como la tincion de piezas
dentarias, restauraciones e interfiere en la capacidad de la lengua en
degustar los alimentos.®® Estos resultados difieren del estudio de Coronel
J.1, quien demostré que las concentraciones del aceite esencial de Lippia
alba al 25%, al 50%, 75% y 100% presentaron mayor efecto que la
clorhexidina al 0.12% sobre S. mutans. Asimismo, el estudio de Sette P, et
al.®, demostraron que los extractos de infusion y decoccion de las hojas de

Lippia alba presentaron mayor efecto antibacteriano que la clorhexidina al
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0.12% frente a S. mutans. Estos resultados se pudieron dar debido a que los
aceites esenciales de L. alba contienen gran efecto antibacteriano gracias a
sus componentes como el timol, carvacrol como lo indica Botelho M, et al.?
en su estudio ya que demostraron que dichos componentes del aceite
esencial de las hojas de pampa orégano presentaron efectos antibacterianos
frente a S. mutans. Asimismo, estos aceites esenciales también contienen
geraniol y citral los cuales son corroborados por el estudio de Tofifio R, et
al.%, los cuales demostraron que estos componentes del aceite esencial de L.
alba tienen gran actividad antibacteriana en la erradicacién de la biopelicula

de S. mutans en un 95.8% en una concentracion del 0.01 mg/dL.

Evaluar el efecto antibacteriano del colutorio a base de aceite esencial de
Lippia alba (pampa orégano) a las concentraciones de 10%, frente a la cepa
de Streptococcus mutans ATCC 25175, se demostro que esta concentracion
no presentd efecto antibacteriano ya que segun la escala de Duraffourd,
existe efecto antibacteriano a partir de un halo de inhibicién mayor a 8
mm,3*y este estudio en una concentracion al 10% obtuvo un halo inhibitorio
de 6.6 mm. Estos resultados se pudieron dar debido a que dicha
concentracion no presentd suficientes componentes activos para actuar
frente a S. mutans. Por otro lado, el estudio de Freires I, et al.%, en una
revision sistematica de diversos estudios in vitro sobre esta especie de
planta, llegd a la conclusion de que el colutorio de pampa orégano al 1%

mostrd efectos antibacterianos sobre S. mutans, estos resultados se pudieron
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dar debido a que se debe tener presente que los principios activos dependen
de factores genéticos, agrondmicos y ambientales de las plantas,® ya que la
especie L. alba se caracteriza por la variabilidad en la composicion quimica
de sus aceites esenciales, los cuales varian, como se ha presentado aqui,
segun la parte de la planta empleada en la destilacion, el estado de
desarrollo, la ubicacion geografica, la caracteristicas del suelo, climay otras

condiciones locales. %

Evaluar el efecto antibacteriano del colutorio a base de aceite esencial de
Lippia alba (pampa orégano) a las concentraciones de 20% y 30%, frente a
la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, se demostré que segun la
escala de Duraffourd, ambas concentraciones se mostraron sensibles y muy
sensibles ya que obtuvieron halos de inhibicion de 12.3 mm y 16.6 mm
consecutivamente. Estos resultados se pudieron dar debido a que existen
estudios que han demostrado que pampa orégano presenta actividad
antibacteriana frente a S. mutans, tal como lo describe Almeida I, et al.® en
su estudio, indicando que el aceite esencial de pampa orégano altera la
integridad de la biopelicula debilitando la dindmica de S. mutans, el cual
pudo darse debido a que el aceite esencial de esta planta, presenta principios
activos como timol y carvacrol, antes mencionados, los cuales dafan la
membrana exterior de las bacterias e incrementan la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica que causa pérdidas de ATP, fuga de iones y lisis

celular.® Asimismo, el estudio de Lobo P, et al.”, y Carvalho, et al.?,
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demostraron en sus estudios que el aceite esencial de Pampa orégano
presento efecto antibacteriano frente a S. mutans gracias a un componente
antes mencionado como el timol el cual es un isdmero Optico del carvacrol
y ambas sustancias parecen hacer que la membrana bacteriana sea mas
permeable.® Estos resultados también se pudieron dar debido a que el efecto
puede estar relacionada a la presencia de citral, el cual es un monoterpeno
por la combinacion de dos isomeros nerales y geraniales, los cuales tienen
una fuerte actividad antibacteriana en bacterias Gram positivas, ademas, la
carvona que también es un monoterpeno, se encuentra como principal
componente activo de varios aceites esenciales como Lippia alba y es uno
de los agentes antimicrobianos mas eficaces, y presenta un mecanismo de
actividad antibacteriana que implica la desestabilizacion de la estructura de
los fosfolipidos y la interaccion con las proteinas de la membrana, y actla
como un intercambiador de protones reduciendo el gradiente de pH a través

de la membrana.?

Por otro lado, los aceites esenciales de Lippia alba tienen la capacidad de
inhibir significativamente un sistema quorum sensing basado en la
reduccién de la produccion de violaceina, mecanismo por el cual la propia
bacteria produce autoinductores que regulan la expresion genética
colectiva, de esta forma las nuevas generaciones de bacterias obtendrian
alteraciones perjudiciales a nivel de genoma, lo que dificultaria la absorcién

de nutrientes causando la muerte celular, ademas los alcaloides presentes

40



actuarian a nivel de la capa de peptidoglicano desnaturalizandola y
permitiendo la salida del contenido interno, lo que desencadena con el
transcurso de las horas una incapacidad para replicarse hasta llegar a la

muerte celular.?®
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VI.

Conclusiones

El colutorio a base de aceite esencial de Lippia alba (pampa orégano) al 30%,
presentd mayor efecto inhibitorio del crecimiento de Streptococcus mutan
ATCC25175TM a comparacion de las concentraciones de 10% y 20%.

El control negativo Clorhexidina al 0.12%, present6 mayor efecto antibacteriano
comparado con el colutorio a base de aceite esencial de Lippia alba a diferentes
concentraciones 10%, 20% y 30%.

Segun la escala de Duraffourd, el colutorio a base de aceite esencial de Lippia alba
(pampa orégano) al 30%, presentd actividad antibacteriana muy sensible (++)

frente a Streptococcus mutans ATCC25175TM.
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Aspectos complementarios

- Serecomienda ampliar los estudios sobre la es uso terapéutico del aceite
esencial de Lippia alba, sobre todo el componente principal en donde
podria radicar el efecto presentado, asi como métodos de extraccion y

evaluaciones en demas bacterias de interés Clinico Odontoldgico.
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ANEXO 3

CONTANCIA

Yo, Manuela Natividad Lujan Veldsquez, Biélogo — Microbiélogo docente de
la Escuela de Microbiologia y Parasitologia, de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de Trujillo, con registro del CBP N°
2132.

Mediante la presente dejo constancia de estar colaborando con el alumno
Reyles Coronel Alva estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud
Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote “ULADECH"”, en la ejecucion de
la parte microbioldgica planteada en el proyecto de investigacidn titulado:
EFECTO ANTIBACTERIANO DEL COLUTORIO A BASE DE ACEITE ESENCIAL DE
Lippia alba (PAMPA OREGANO) FRENTE A CEPA DE streptococcus mutans
ATCC 25175. El mencionado proyecto se desarrollara en el laboratorio de
Inmunologia del Departamento de Microbioldgia vy Parasitologia de la
Universidad Nacional de Truijillo.

Dr. Manuela %ni% Eujén Velasquez

Responsable del Laboratorio de inmunologia

Universidad Nacional de Trujillo.

Dra. Manuela Natividad Lujén Veldsquez
CATEORA DE INMUNOLOGIA
UNIVERSIDAD NACIOMAL DE TRUJLLO
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ANEXO 4

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO

FACULTADA DE FARMACIA'Y BIOQUIMICA

CONSTANCIA DE COLABORACION

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de la cdtedra de farmacognosia
del Departamento Académico de Farmacotecnia de la facultad de farmacia y
bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, con cédigo UNT 5727 y
acreditada como Docente Investigadora por CONCYTEC con numero de
registro REGINA: N°® 1582.

Dejo constar mi colaboracién con el alumno Reyles Coronel Alva en las
actividades de acondicionamiento de |a muestra vegetal, preparacion del
colutorio a base de aceite esencial y sus concentraciones de ensayo, en el
laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de Trujillo. Asimismo, las concentraciones de ensayo
preparadas, seran utilizadas para el desarrollo de la tesis titulada: EFECTO
ANTIBACTERIANO DEL COLUTORIO A BASE DE ACEITE ESENCIAL DE Lippia
alba (PAMPA OREGANO) FRENTE A CEPA DE streptococcus mutans ATCC
25175.

Atentamente,

Dra. MARILU ROXANA SOLO VASQUEZ
Docente Investigadora de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
Wz Laboratorio de Farmacognosia
. Universidad Nacional de Trujillo
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ANEXO 5

PROCESAMIENTO DE COLUTORIO DE Lippia alba (PAMPA OREGANO)
REALIZADO EN LA FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNT

SELECCION, LAVADO Y DESINFECCION

Se lavaron las hojas de la Planta Lippia alba. (PAMPA OREGANO) y se desinfectaron
con Hipoclorito de Sodio al 0,5%

SECADO

Secado a temperatura ambiente por 24 horas y en estufa a 40°c de hojas de la planta
Lippia alba (pampa orégano)
PREPARACION DE ACEITE ESENCIAL DE Lippia alba
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Para la preparacion de colutorio a concentraciones 10% 20% y 30% se

utilizé como materiales, aceite esencial de Lippia alba, Tween, alcohol de
96, luego se puso las concentraciones de aceite esencial en frascos de color

ambar para asi evitar la descomposicién por la luz.
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INOCULACION DE LAS PLACAS

Se utiliz6 un hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuy6 la
suspension bacteriana en tres direcciones para asegurar una distribucion

uniforme del inoculo de la placa.

PREPARACION DE LOS DISCOS DE PAPEL FILTRO WHATMAN NUMERO 3
ESTERILES

Preparacién de los discos de papel filtro Whatman nimero 3 estériles,
embebidos con 50 ul de cada una de las concentraciones de 10% ,20%y

30% de colutorio de Lippia alba (pampa orégano)

60



LECTURA DE RESULTADOS

Se midieron los diametros de los halos de Inhibicion de Lippia alba (pampa orégano)
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HOJA DE DECLARACION DE CONFLICTO DE INTERESES

Mediante este documento declaro no presentar algin tipo de conflicto de
intereses financieros, ni personales que influyan de manera inapropiada en el
desarrollo de este estudio titulado EFECTO ANTIBACTERIANO DEL
COLUTORIO A BASE DE ACEITE ESENCIAL DE LIPPIA ALBA
(PAMPA OREGANO) FRENTE A CEPAS DE STREPTOCOCCUS

MUTANS 25175, TRUJILLO-2019

. Asimismo, declaro no tener conflicto de intereses institucionales,
dada la representacion de la Universidad Catolica los Angeles de

Chimbote sede Trujillo, a través de sus miembros.

CORONEL ALVA REYLES
DNI N° 45907840
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