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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion de disefio experimental, se realizé con el objetivo
de comprobar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Syzygium
aromaticum (clavo de olor), en cultivo de Streptococcus mutans sp. ATCC®25175.
Se sembro la cepa de Streptococcus mutans sp. en placas Petri y se agrego el aceite
esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor), a concentraciones de 10%; 15%;
25%; 50%; y 100% observandose promedios y desviacion estandar para los halos de
inhibicion correspondiente de 3.63 £ 1.41 mm; 8.36 £ 1.59 mm; 16.25 + 3.41 mm; 27.5
+ 484 mm; 62.13 + 2.10 mm; respectivamente. Se concluyé que el nivel de
significancia es p=0.000 la cual es menor a p<0.05, con lo que se demuestra que existe
diferencia significativa entre las diferentes concentraciones. La explicacion de la accion
antibacteriana es porque el aceite esencial de la planta estudiada, contiene compuestos
fendlicos que acttan a nivel de proteinas y fosfolipidos de la membrana celular de la

bacteria es por eso que produce la muerte del microorganismo.

PALABRAS CLAVES: Planta medicinal, Aceite esencial, Syzygium aromaticum,

efecto antibacteriano, Streptococcus mutans.



ABSTRACT

The present experimental design research work was carried out in order to verify the in vitro
antibacterial effect of the essential oil of Syzygium aromaticum (clove), in culture of
Streptococcus mutans sp. ATCC®25175. The strain of Streptococcus mutans sp was seeded
in Petri dishes and the essential oil of Syzygium aromaticum (clove) was added at
concentrations of 10%; fifteen%; 25%; fifty%; and 100%, observing averages and standard
deviation for the corresponding inhibition zones of 3.63 + 1.41 mm; 8.36 £ 1.59 mm; 16.25
+3.41 mm; 27.5 £ 4.84 mm; 62.13 £ 2.10 mm respectively. It was concluded that the level
of significance is p = 0.000 which is less than p <0.05, which shows that there is a significant
difference between the different concentrations. The explanation of the antibacterial action
is because the essential oil of the plant studied, contains phenolic compounds that act at the
level of proteins and phospholipids of the cell membrane of the bacteria that is why it

produces the death of the microorganism.

KEY WORDS: Medicinal plant, Essential oil, Syzygium aromaticum, antibacterial effect,

Streptococcus mutans.
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I. INTRODUCCION

Las plantas medicinales han ocupado, desde los inicios de la medicina occidental, un
lugar privilegiado como agentes terapéuticos. En el Corpus hippocraticum o coleccién
de obras atribuidas a Hipocrates, que se remonta al siglo VI a.C. Se hace la clara
distincion entre los agentes terapéuticos, o pharmakon, que son de origen animal,
vegetal y mineral. Los de origen animal por su estrecha semejanza con la naturaleza
del cuerpo humano tendrian un efecto muy fuerte o agresivo, mientras que los de
origen mineral por su esencia tan distinta al ser humano tendrian poco efecto; en
cambio, las plantas son seres vivos pero distintos a la naturaleza humana y por tanto

son ideales para actuar sobre la enfermedad @,

Para la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), rescatar el conocimiento sobre el
uso de plantas en la medicina tradicional es una alternativa para la atencion primaria,
sobre todo en los paises en vias de desarrollo, no obstante, ha tenido que transcurrir
mucho tiempo y algunos acontecimientos para que la medicina tradicional sea
valorada. En 1977, la OMS hizo conocer su propuesta politica “Salud Para Todos en
el Ano 20007, que fue impulsada en la Conferencia de Alma Ata, en 1978, con la
creacion de la estrategia de Atencion Primaria se Salud (APS), que incluye la
participacion de la comunidad, su saber médico tradicional y sus conocimientos sobre

la utilizacion de las plantas medicinales @.

En paises en vias de desarrollo se ha descrito que hasta el 90% de la poblacién usa la
medicina tradicional. Estudios en Latinoamérica reportan diferentes frecuencias de uso
de plantas medicinales ®. En el afio 2007 se realiz6 una cumbre internacional

organizada por el Colegio Médico del Perd, conocida como La Declaracion de Lima,



la cual reconoce entre otros puntos la importancia de la medicina tradicional y

recomienda su armonizacion y articulacion con los sistemas de salud oficiales de cada

pais ©),

En el Perd, las plantas medicinales han sido de mucha importancia y se viene
aprovechando su uso desde hace siglos. Durante muchos afios, investigadores han
estudiado las propiedades de diversas especies vegetales encontrando principios
activos beneficiosos para muchas enfermedades. “El Peru es considerado el tercer pais
mega diverso del planeta, lo que implica, que en nuestro territorio existe un gran
potencial de estudio de muchas especies vegetales, 50 000 para ser exactos, lo que
constituye el 20% de las especies del planeta, de las que, 2 000 han sido utilizadas con

fines curativos” ®,

Una de las plantas medicinales utilizadas con fines terapéuticos y aprobada por la
OMS, con estudios cientificos es el Syzygium aromaticum, (Clavo de Olor) es una
especia ampliamente aprovechada en la perfumeria y la medicina; dentro de la
industria alimentaria, su aceite esencial es utilizado mayormente como saborizante.
Existe mucha informacion acerca de las funciones antimicrobianas de este aceite
esencial contra patdgenos transmitidos por el consumo de alimentos e incluso, contra

microorganismos resistentes a antibi6ticos y a anti- fungicos” ©).

El  Aceite de Syzygium aromaticum, (Clavo de Olor), se utiliza en
estomatologia humana por sus propiedades anestésicas y antisépticas. Marroquin
indica que la actividad antimicrobiana del aceite de Syzygium aromaticum, (Clavo de
Olor) se atribuye al eugenol, principio activo presente en un 99% en el aceite esencial.

El eugenol por ser un compuesto fenolico, en altas concentraciones, tiene la capacidad



de degenerar las proteinas bacterianas y en bajas concentraciones las estabiliza; lo que

previene la penetracion bacteriana a tejidos duros y blando ©.

De las enfermedades infecciosas que afectan a los seres humanos, la caries dental es
probablemente la mas prevalente. Se describe la caries dental como un proceso
dindmico de desmineralizacion y remineralizacion, que se da por el metabolismo
bacteriano en la superficie dentaria, que con el tiempo puede producirse una pérdida
neta de minerales y posiblemente, aunque no siempre, resultara en la presencia de una
cavidad, las bacterias orales pertenecen a una comunidad compleja de numerosas
especies que participan en la formacién de la placa bacteriana (biofilm o biopelicula)

con todas sus funciones, interacciones y propiedades. .

El concepto actual contempla que varios microorganismos se incluyen en la
patogénesis de la caries dental (estreptococos del grupo mutans, Lactobacillus spp y
Actinomyces spp) de los cuales, Streptococcus mutans es el agente mas importante
asociado a ella. La caries y la periodontitis son causadas por un desequilibrio en las
poblaciones bacterianas de biopeliculas que se forman naturalmente y ayudan a
mantener el estado normal de la cavidad oral. La complejidad de la enfermedad que
conocemos como caries se debe a los multiples factores que estan asociados con la
evolucion de una poblacion bacteriana que pasa de una biopelicula saludable a otra

patologica .

Debido a que nuestro pais posee una enorme variedad de plantas medicinales, y que
muchas de ellas han sido utilizadas en la antigliedad solo con conocimientos empiricos,
se da la necesidad de seguir investigando cientificamente qué efectos terapéuticos nos

pueden brindar estas plantas y asi poder emplearlas en diversas enfermedades, por



ejemplo una de ellas y muy comun es la caries dental que es una de las enfermedades
infecciosas de mayor prevalencia en el ser humano, y continua manteniéndose coma

una de los principales problemas de salud bucal publica a nivel mundial.

El uso de plantas medicinales en caries dental constituye una alternativa viable y eficaz
para prevenir y combatir esta patologia, en este trabajo experimental se investigo, si el
Syzygium aromaticum, (Clavo de Olor), posee una accion antibacteriana sobre
streptococus mutans causante de la caries dental. Muchas sustancias han sido ya
descubiertas, pero, sin duda, queda un gran futuro donde se descubrirdn nuevas
estructuras y nuevas aplicaciones de estas sustancias naturales. De alli la importancia
de la realizacion de este trabajo de investigacion para dar a conocer la utilidad de
Syzygium aromaticum (clavo de olor), como una buena alternativa para prevenir y
controlar patologias dentales, asimismo crear productos afines a base de esta planta en
mencion como geles dentrificos, cremas topicas y colutorios que ayudaran al control

de caries dental.

Teniendo esta informacion y queriendo comprobar los efectos terapéuticos del

Syzygium aromaticum, (clavo de olor), nos planteamos el siguiente problema:

¢Tendra alguna accién antibacteriana in vitro, el aceite esencial de Syzygium

aromaticum (clavo de olor), sobre cepa de Streptococcus Mutans sp.?



OBJETIVOS
Objetivo General.

» Determinar el efecto antibacteriano que posee el aceite esencial de
Syzygium aromaticum (clavo de olor), sobre Streptococus mutans sp. in
vitro.

Objetivos Especificos

* Evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Syzygium
aromaticum (clavo de olor), a cinco diferentes concentraciones sobre
Streptococcus mutans sp.

» Comparar el efecto antibacteriano de cinco diferentes concentraciones del
aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor), sobre

Streptococcus mutans sp.



I1. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES:

De los Angeles et al, ® en el afio 2011 en el Centro de Investigacion y Valoracion de
la Biodiversidad de la Universidad Politécnica Salesiana, Quito, Ecuador, realizaron
un estudio sobre la eficacia in-vitro de un colutorio elaborado con aceite esencial de la
hoja de “ishpingo” ocotea quixos y Syzygium aromaticum (clavo de olor). Los
resultados obtenidos fue que se observo ausencia de crecimiento en concentraciones
del aceite esencial superiores a 0,78% para S. pyogenes y 0,13% para Streptococcus
mutans, mientras que Listerine no es capaz de inhibir el crecimiento de S. mutans ni
de S. pyogenes, ya que no se observa ningln halo de inhibicién. El aceite esencial de
clavo de olor utilizado para la elaboracion del colutorio, presento una CMB para

Streptococcus mutans de 0,26% y una CMB para S. pyogenes de 1,56%.

Conrado ® en el afio 2012 realiz6 un estudio en la universidad de San Carlos de
(Guatemala), en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia con la finalidad de
evaluar el efecto bactericida del aceite de syzygium aromaticum (clavo de olor) en
bacterias comUnmente aisladas en cavidad oral de perros. Los resultados que
obtuvieron el aceite de syzygium aromaticum (clavo de olor), no inhibi6 del todo al
crecimiento de esta bacteria, dando como resultado halos de inhibicién menores a 15
mm y mayores a 5 mm de didmetro, pero recomiendan que a mayores concentraciones

si puede haber una mayor inhibicion del crecimiento bacteriano.



Diaz © en la Universidad Central del Ecuador Facultad de Odontologia en Quito en el
afio 2016, realizd una investigacion para evaluar el efecto de cuatro diferentes
concentraciones como los son al 25%, 50%, 75% y 100% sobre cultivo de
Streptococcus mutans ATCC 35668. Las cuales se incubaron a 35°C +/- 2 por 24 horas.
Trascurrido el tiempo se visualizd, que los halos de inhibicion alcanzaron un maximo
de 22 mm de didmetro, comprobandose, que el aceite esencial de syzygium aromaticum

(clavo de olor) si inhibe a cepas de Streptococcus mutans ATCC 35668.

Nfiez et al, V. en la Universidad Sefior de Sipan Lambayeque- Peru, en el afio 2012
se realizd una investigacion que tuvo como objetivo encontrar la concentracion éptima
de aceite esencial de hojas de syzygium aromaticum (clavo de olor) que permita
conservar microbiolégicamente la carne molida almacenada en refrigeracion. Los
parametros microbiologicos evaluados fueron bacterias (mesofilos aerobios,
coliformes totales) indicadoras de la calidad sanitaria de la carne (E. coli, Listeria
monocytogeness, Staphylococcus aureus) que pueden estar presentes en el producto.
Los resultados obtenidos muestran que el aceite esencial de clavo de olor a 800 ppm,
produjeron accion antimicrobiana total sobre coliformes totales, Staphylococcus

aureus.



Cerga 9 en el afio 2015 en la Universidad Privada Norbert Wieners de Lima-Peru. Se
realizo un estudio con el fin de determinar el efecto inhibidor de los aceites esenciales
de Cinnamomum zeylanicum (canela) y Syzygium aromaticum (clavo de olor) en
comparacion con gluconato de clorhexidina al 2% frente a cepas de Enterococcus
faecalis. Al realizar las pruebas de sensibilidad in vitro encontré que el efecto
antimicrobiano del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum “canela” en su
concentracion minima efectiva (1%) fue mayor al efecto antimicrobiano del aceite
esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor) en su concentracion minima efectiva
(25%). A su vez se observa un efecto antimicrobiano mayor del control positivo

Gluconato de clorhexidina al 2 %.

Armas et al, 3 en el afio 2011 en la Universidad Privada Antenor Orrego, evaluo el
efecto del aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor), canela y su
combinacion a diferentes concentraciones sobre la accion antifungica en Aspergillus
flavus en agar chicha de maiz (Zea mays L.) variedad morado. Determin0 el efecto
significativo del aceite esencial de clavo de olor, canela y su combinacion a las
diferentes concentraciones sobre la accion antifungica en Aspergillus flavus. El aceite
esencial de clavo de olor al 0,20% produjo la mayor accion fungistatica sobre

Aspergillus flavus en agar chicha de maiz morado durante 72 h a 28 °C.

Gamboa et al, * en la universidad Nacional de Trujillo durante el afio 2014, evalud
el efecto del aceite esencial de Syzygium aromaticum “clavo de olor” en la
supervivencia de Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A y Bacillus cereus. La
extraccion del aceite esencial (AE) se realizé a partir de brotes de clavo de olor usando

el metodo de destilacion por arrastre con vapor de agua. Se prepararon concentraciones



del aceite al 10%, 20%, 30% y 40% mas Tween 80 como solvente emulsificante. El
efecto del AE sobre los microorganismos se determiné por el método de difusion en
agar utilizandose concentraciones de 10%, 20%, 30% y 40% de aceite. Se encontro
una relacion directa entre la concentracion del aceite y el efecto inhibitorio: a mayor
concentracion (40%) mayor efecto inhibitorio sobre los microorganismos en estudio.
Se concluye que el AE evaluado presenta un notable efecto inhibitorio en la

supervivencia de S. typhi, S. paratyphi Ay B. cereus.



2.2 BASES TEORICAS

Planta Medicinal:

Son aquellos vegetales que elaboran unos productos Ilamados principios activos, que
son sustancias que ejercen una accion farmacoldgica, beneficiosa o perjudicial, sobre
el organismo vivo. Su utilidad primordial, a veces especifica, es servir como droga 0
medicamento que alivie la enfermedad o restablezca la salud perdida; es decir, que
tienden a disminuir o neutralizar el desequilibrio organico que es la enfermedad.

Constituyen aproximadamente la séptima parte de las especies existentes 4,

Los remedios con plantas medicinales presentan como principal ventaja con relacion
a los medicamentos quimicos que sus principios activos se hallan bioldgicamente
equilibrados por la presencia de sustancias complementarias, que van a potenciarse
entre si, de forma que en general no se acumulan en el organismo, y sus efectos

negativos sean menores 4,
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SYZYGIUM AROMATICUM. (CLAVO DE OLOR)

a)

b)

Clasificacion Botanica:
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Myrtales

Familia: Myrtaceae
Subfamilia: Myrtoideae
Género: Syzygium

Especie: Syzygium aromaticum

Caracteristicas morfoldgicas y propiedades:

Syzygium aromaticum (clavo de olor) se trata de un &rbol perenne,
perteneciente a la familia de las Mirtaceas, caracterizado por presentar una
altura cercana a los 15 metros; hojas simples, ovado — oblongas, lisas y

brillantes de 5 — 12 cm de largo, la planta produce flores cada 2-3 afios ).

El clavo de olor ha sido utilizado como una importante especia a través del
tiempo, también es empleado en el alivio sintomatico del dolor de dientes y en
problemas de denticion, los extractos de esta planta, tienen un uso en medicina

debido a sus efectos de tipo anestésico, antiséptico, y antibacteriano 6,

11



Seguln la Real Farmacopea Espafiola, la concentracion del aceite esencial de la
droga no debe ser inferior al 15%. El aceite esencial contenido en las hojas
presenta una menor concentracion (2%) siendo su principal constituyente el
eugenol (82-88%). En la corteza llega al 4-6% Yy su tenor en eugenol es aln
mayor: 90-95%. Este aceite tiene la particularidad de ser méas pesado que el

agua, es de color amarillo, tornando al parduzco en contacto con el aire @7,

Asimismo, también se ha identificado presencia de Fitoesteroles (B -sitosterol,
estigmasterol, campestrol), taninos eldgicos (10 -13%), acido protocatéquico,
acido galico, acido crategolico, acido 18-dehidroursolico, salicilato de metilo,
flavonoides (derivados del quercetol y kempferol, eugenitina, cido oleanico),

aceite fijo, eugenina (cromona) @7,

Parte Utilizada

La droga esta constituida por los botones florales o yemas sin abrir secas. En
mucha menor medida se destilan las hojas. La droga presenta olor fuertemente
aromatico, con sabor caracteristico y ardiente. Las plantas cultivadas presentan
aroma mas intenso. Comprimiendo el receptaculo entre la ufia y el dedo se hace
visible el aceite volatil. Los botones se recolectan cuando presentan coloracion
rojiza (al desecarlos tornase amarronados). Con el paso del tiempo la planta
produce flores con alto contenido en aceite esencial, alcanzando el maximo

cercano a los 20 afios 17,

12



ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son productos caracterizados por un fuerte olor, constituidos por
mezclas complejas de compuestos volatiles y obtenidos a partir de algun material
natural mediante destilacion (seca, con agua o vapor) o por expresion mecénica (para

las frutas citricas) 9.

La Farmacopea Europea define al aceite esencial como: “Un producto oloroso,
usualmente de composicion compleja, obtenido de un material de una planta definida
botanicamente, mediante destilacién con vapor, destilacion seca o por algun proceso
mecanico sin calor” (Farmacopea Europea, 2008). El Consejo de Europa describe al

aceite esencial como un producto obtenido a partir de materiales vegetales ).

a) Caracteristicas Generales:
Los aceites esenciales, en general, constituyen del 0,1 al 1% del peso seco de
la planta. Son liquidos con escasa solubilidad en agua, solubles en alcoholes y
en disolventes orgéanicos. Cuando estan frescos, a temperatura ambiente, son
incoloros, ya que al oxidarse se resinifican y toman un color amarillento oscuro
(lo que se previene depositandolos en recipientes de vidrio de color topacio,
totalmente llenos y cerrados perfectamente). La mayoria de los aceites son
menos densos que el agua (salvo excepciones como los aceites esenciales de

canela, sasafras y clavo) y con un alto indice de refraccion @9,

13



En cuanto a su composicidn quimica, a excepcion de las esencias derivadas de
heterosidos (como la de las almendras amargas y mostaza), son generalmente
mezclas complejas de constituyentes muy variables que pertenecen, de forma
casi exclusiva, al grupo de los terpenos y, en menor medida, al grupo de los
compuestos aromaticos derivados del fenilpropano (aldehido cinamico,

eugenol, anetol, aldehido anisico y safrol, entre otros) 19,

b) Actividad Antimicrobiana:
El alto contenido en eugenol (o &cido cariofilico) le proporciona al aceite
esencial propiedades antisépticas, bactericidas, parasiticidas y antimicéticas.
En odontologia, sus propiedades antisépticas y bactericidas hicieron que forme
parte de numerosos preparados y enjuagues bucales, al demostrar actividad
inhibitoria frente a gérmenes anaerobicos Gram negativos periodontales como
Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia. Entre los componentes

inhibitorios mas potentes figuraron las flavonas kaempferol y miricetina 7).

c) Actividad Analgésica — Antiinflamatoria:
El aceite de clavo de olor tiene una larga historia de uso para el alivio del dolor
dental, siendo muy util su aplicacion local en forma de pasta de relleno (junto
al oxido de zinc) luego de una extraccion dental. Estudios en ratones
determinaron el efecto antiinflamatorio del extracto metandlico sobre edema
de oreja de raton inducido por acetato de tetradecanoilforbol. Al respecto, el
eugenol demostréo ser muy activo como inhibidor de la biosintesis de
prostaglandinas y leucotrienos, lo que resulta en un bloqueo de las vias

metabolicas de las enzimas ciclooxigenasa y lipooxigenasa El acetato de
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d)

eugenol evidenci6 poseer un mecanismo de accion similar al acido salicilico,
inhibiendo en forma irreversible a la enzima ciclooxigenasa por transferencia

del grupo acetilo @7

Mecanismo de Accidn de los Aceites Esenciales Sobre Microorganismos:
Los aceites esenciales son mezclas complejas de numerosas moléculas con
gran diversidad de grupos quimicos, la actividad antimicrobiana no se debe a
un mecanismo especifico, ya que en las células hay diferentes sitios donde
pueden actuar y los eventos pueden llevarse a cabo en forma independiente,
simultanea o consecuente 9.

El caracter hidrofobico de los aceites esenciales les permite incorporarse en los
lipidos de las membranas bacterianas y mitocondriales perturbando su
estructura y consecuentemente su permeabilidad, dando lugar a la fuga de iones
y otros contenidos celulares vitales, conduciendo finalmente a la muerte del
microorganismo. Los aceites esenciales también podrian actuar sobre las
proteinas embebidas en la membrana citoplasmatica interfiriendo en la
interaccién lipido-proteina y afectando la actividad de enzimas como la
ATPasa, disminuyendo la produccion de energia requerida para el
funcionamiento celular. Otra posible accién seria la interaccién directa de los

componentes lipofilicos con las partes hidrofébicas de la molécula de proteina

(20)
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e) Extraccién del aceite esencial:
La obtencion de un aceite esencial comienza por la preparacion del material
vegetal que se recolecta antes, durante o tras la floraciéon. Se recolectan las
hojas, flores, tallos y rizomas, segun sea el material de interés. En la mayoria
de los casos se requiere de una preparacion del material antes de la destilacion.
Estas pueden ser: limpieza, trituracion, remojado (en los casos en que el
material es muy duro) y secado. Los métodos comerciales mas comunes de los

aceites esenciales pueden clasificarse prensado, expresion y destilacion 8,

En el enflorado (enfleurage por su nombre original en frances) se utilizan
grasas naturales con temperaturas de ablandamiento alrededor de 40° C,
normalmente manteca de cerdo refinada, blanqueada y desodorizada. La grasa
se extiende en bandejas de profundidad no mayor a 0,5 cm y sobre ellas se
coloca el material vegetal de donde se van a extraer los componentes
aromaticos. El contacto puede durar de 3 a 5 dias. Pasado ese tiempo, el
material vegetal es retirado y reemplazado por material fresco, repitiendo la
operacion hasta la saturacion de la grasa. Posteriormente, la grasa impregnada
del principio activo se lava con etanol. El etanol se filtra y se destila a vacio

(20 mm de Hg) hasta recuperar un 80% del volumen de etanol, separandolo asi
del residuo, que se conoce como aceite absoluto. Es un método aplicado para

las flores de jazmin y lavanda @),

16



En el prensado, el material vegetal es sometido a presidn, bien sea en prensas
discontinuas (tipo batch) o contintas. Para los citricos, en la antigiiedad se
empleaba el método manual de la esponja, que consistia en exprimir
manualmente las cascaras de la fruta con una esponja hasta que se empapa de
aceite. Posteriormente se exprimia la esponja y se liberaba el aceite esencial.
Aunque se considera que es el método que proporciona los aceites esenciales

de mayor calidad, en la actualidad no se usa comercialmente 8,

La expresion o expresion en frio es usada en las frutas citricas y consiste en
exprimir mecanicamente las cortezas de las frutas para liberar el aceite esencial
a temperatura ambiente. El pericarpio de las frutas es presionado y el fluido
que contiene el aceite esencial es separado. Generalmente se usa agua para
mejorar la remocién del aceite esencial de los residuos sélidos. El aceite
esencial es separado de la emulsion obtenida mediante gravedad,
centrifugacion o destilacion fraccionada 8.

La destilacion es uno de los procedimientos mas empleados para la obtencion
de aceites esenciales, debido a su simplicidad en cuanto a equipos a utilizar y
al bajo costo. La destilacion puede ser definida como una operacién en la cual
una mezcla de sustancias es separada en sus componentes mediante el uso de
calor. En el caso particular de los aceites esenciales, industrialmente son varios
los métodos utilizados de acuerdo a la manera en que estén en contacto el agua
y el material vegetal: hidrodestilacion, destilacion por arrastre con agua-vapor,

destilacion por arrastre con vapor y destilacion seca 8,
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MICROBIOS EN LA CAVIDAD BUCAL

a) Particularidades:

En la actualidad, se sabe que la cavidad oral humana es un ecosistema dinamico y
permite la subsistencia de una enorme cantidad de microorganismos muy diversos. De
hecho, existen alrededor de un millén de microorganismos por mililitro de saliva. Los
habitantes de la saliva, en su mayoria bacterias y hongos, estan ahi porque se
desprenden de los tejidos duros y blandos de la cavidad oral y la nasofaringe y se

multiplican en dep6sitos retenidos de saliva V).

El uso de técnicas microbiologicas, aunado a técnicas complejas y sensibles de
biologia molecular, ha ayudado a comenzar a apreciar la diversidad de la microbiota
oral. Estimaciones recientes indican que el nimero de especies distintas de bacterias
en la cavidad oral es de alrededor de 700. La investigacion en genética, fisiologia y
bioguimica de la microbiota oral muestra que los colonizadores normales son un
componente importante de la salud bucal, y ha permitido comprender la importancia

de la ecologia oral en el desarrollo de las enfermedades @Y.

b) Ambiente Oral:

Las bacterias que residen en la cavidad oral ocupan un habitat Unico y fascinante. La
boca es la unica parte del cuerpo humano en el que se encuentran tejidos duros (los
dientes) expuestos de manera natural al ambiente externo. Como balanos adheridos al
casco de un barco, una variada coleccion de bacterias se adhiere firmemente a los
dientes y prolifera en ellos para formar una compleja biopelicula conocida como placa

dentobacteriana. La complejidad de la ecologia microbiana oral es magnificada por el
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hecho de que la boca también posee otras superficies, como mucosa bucal y vestibular,
paladar duro, lengua y piso de la boca, que constituyen habitats unicos para la

colonizacién microbiana @V,

¢) Adquisiciones de la microbiota oral:

La cavidad oral suele estar desprovista de colonizacion bacteriana significativa al
nacer. Sin embargo, poco después comienzan a introducirse bacterias de manera
continua en la boca a partir de objetos animados e inanimados contaminados. La
mayoria de estas bacterias son transitorias; los colonizadores orales exitosos provienen
de saliva exdgena. Los cuidadores principales u otros contactos cercanos, como los
hermanos, suelen ser la fuente de esta saliva con bacterias. En pocos meses, en la
mayoria de los casos, la boca tendrd una microbiota con microorganismos orales
reconocibles. El siguiente suceso ecoldgico importante es la erupcién de los dientes
temporales, hacia los seis meses de edad. La aparicion de estas superficies fijas duras
permite la colonizacion de microorganismos minuciosamente adaptados a este
ambiente. Bacterias orales como los estreptococos y actinomicetos comprenden asi

una proporcion significativa de los microorganismos de la placa dentobacteriana 9.

La microbiota oral continua desarrollandose, cambiando de composicion y actividad
general con la edad. Los cambios hormonales durante la pubertad pueden contribuir a
una mayor colonizacién por grupos de anaerobios gramnegativos y espiroquetas, y es
posible que algunas hormonas actien como fuentes de nutricion. En los adultos,
cambios graduales relacionados con la edad, nivel de actividad fisica y estrés
fisiolégico pueden influir en las cantidades o proporciones de bacterias orales, a través

del efecto inmunitario o cantidades en el flujo de saliva. De modo similar, aspectos del
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modo de vida como tabaquismo, frecuencia del consumo de carbohidratos o embarazo

pueden modificar la composicion microbiana V).

d) Mecanismo de Adhesion:

Para adherirse a una superficie bucal, las bacterias que inicialmente estan suspendidas
en la saliva, primero deben llegar a una estrecha proximidad del sustrato. Muchos
factores contribuyen a la rapidez con la que un microorganismo se une a una superficie.
Cuando el gasto salival es alto, el transporte y convencion provocado por las fuerzas
dindmicas causa la acumulacion de bacterias en las interfases sélido-liquido, donde
hay una capa de frontera viscosa. El arrastre friccional y el barrido turbulento también
ayudan al contacto con la superficie. Las irregularidades presentes en las superficies
constituyen refugios en los cuales las bacterias pueden protegerse de las fuerzas

cortantes @Y,

Cuando el flujo salival es lento, el transporte y difusion que resulta del movimiento
browniano puede ayudar a formar con mayor lentitud la concentracién en una
superficie de bacterias suspendidas. Algunas especies bacterianas, como las
espiroquetas (p. ej., Treponema denticola), pueden participar activamente en su
depdsito superficial mediante respuestas matiles quimiotacticas. Después de la llegada
a una superficie, el siguiente cambio es evitar el desplazamiento. En este punto las
bacterias contienen particulas inertes con carga negativa, ademas de que el huésped

proporciona una superficie igualmente inerte con carga negativa @9,
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e) Fisiologia de la Microbiota Oral:

Si bien en la boca hay microorganismos transitorios, s6lo son colonizadores temporales
y no son capaces de competir con los especialistas de la microbiota autéctona, a menos
que el huésped sufra un problema fisiol6gico bastante grave. Bacterias como
Streptococcus mutans son excelentes ejemplos de microorganismos aptos para el
ambiente oral. S. mutans no sélo esta adaptado para la vida en la boca, sino que esta
puntualmente adaptado para vivir sélo en superficies duras de la boca. Antes de la
erupcion de los dientes, no suele ser un miembro permanente de la microbiota oral. En
caso de peérdida de todos los dientes sin remplazo por implante o dentadura, desaparece

de la boca @D,

Ademaés, como otros estreptococos, S. mutans tiene multiples requisitos nutricionales
y obtiene del huésped los nutrimentos necesarios, ya sea de la saliva o de los alimentos
que aquél ingiere. Es un auxdétrofo maltiple, lo cual significa que carece de genes que
codifiquen las enzimas requeridas para la sintesis de muchos nutrimentos necesarios,
incluidos muchos aminoacidos y vitaminas. Asi, deben obtener estos nutrimentos del

ambiente @V,

Fermentacion de Carbohidratos:
La fermentacion de azucares es uno de los mecanismos mas importantes y
mejor comprendidos de la generacion de energia por bacterias orales. En gran
medida, ha recibido atencion debido a la naturaleza destructiva de los
productos finales acidos de la fermentacion y el efecto del &cido en el proceso
carioso. Mientras que muchos grupos de bacterias orales son capaces de usar

azUcares para su desarrollo, las capacidades cariégenas de los estreptococos y
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otras bacterias acidolécticas los hacen un grupo importante de bacterias orales
que recibe mucha atencion. Estos microorganismos fermentan azlcares
derivados del huésped y de los alimentos. De los azucares derivados del
huésped, la mayoria se adquiere mediante la accion de exoglucosidasas
bacterianas que desprenden los azucares de las glucoproteinas salivales del

huésped @Y,

Ademas, algunas bacterias orales pueden acceder a azlcares del acido
hialuronico del huésped, un componente de la matriz extracelular formado por
subunidades disacérido repetitivas, al excretar hialuronidasas que degradan el
polimero. Los azucares liberados pueden ser llevados a la célula por
mecanismos de transporte como los sistemas de fosfotransferasa para azucar.
Si bien muchos grupos de bacterias orales son capaces de fermentar azUcares,
Streptococcus mutans es el miembro de la comunidad oral que més viene a la
mente cuando se piensa en fermentacion de azlcar, debido a su reconocida
asociacion con caries. Cuando se cultiva con un exceso de glucosa, S. mutans
es en gran medida homofermentador, lo cual significa que genera un solo

producto de fermentacion, lactato @Y.
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FLORA MICROBIANA EN LA CAVIDAD ORAL:

La cavidad oral es un ecosistema donde cohabitan principalmente comensales
(aproximadamente 1010 bacterias, siendo el 60% cultivables) pertenecientes entre 500
y 700 especies, que colonizan las mucosas y dientes donde forman la placa bacteriana

o biofilm, entre las cuales estan los miembros del género Streptococcus 2.

Parece que ciertas especies estreptocdcicas orales tienen predileccion por colonizar
sitios particulares de la boca. S. sanguis y S. mutans preferiblemente colonizan las
superficies de dientes y aparatos prostéticos. S. salivarius esta presente en bajo nimero
en placa y es un colonizador primario de la boca después del nacimiento, S. mitior no
tiene un sito preferido en cavidad oral, S. sanguis usualmente no se encuentra sino
hasta la erupcion de los dientes. Los estreptococos del grupo mutans han sido
estudiados usando pruebas bioquimicas, seroldgicas y moleculares que incluyen
hibridacion ADN-ADN y secuenciacion de genes ARN ribosomales. Las especies mas
importantes en el humano son Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus. Estos
se han caracterizado como colonizadores secundarios del biofilm que rodea a los
dientes y su patogenicidad se ha demostrado en relacion a la produccion de caries del
esmalte, debido a la capacidad que poseen de producir acidos a partir de la sacarosa

(22).
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GRUPO Streptococcus mutans

Es considerada la especie mas frecuentemente aislada de las lesiones cariosas. En
1924, Clarke lo aisl6 de algunas lesiones de caries de seres humanos. Le dio el nombre
de “mutans” porque a veces se observaban como cocos en cadena y en ocasiones como

cocobacilos, es decir, un comportamiento pleomorfico (modificacion de forma) @2,

La adhesion de este microrganismo esta mediada por la interaccion entre una proteina
PAc y algunas de la saliva que son adsorbidas por el esmalte dental; la capacidad de
acumulacion en la placa ocurre cuando S. mutans produce glucanos solubles e
insolubles utilizando las enzimas glucosiltransferas (GTFs), a partir de los azucares de
la dieta. Cuando la union se hace méas fuerte, las bacterias degradan la sacarosa a
acidos., como el lactico, que desmineralizan el diente, formando la cavidad que se

encuentra en la caries dental 3,

Las glucosiltransferasas son tres enzimas —-GTB B, GTB C Y GTB D- que desdoblan
la sacarosa, sintetizando glucanos insolubles que dan soporte a la placa bacteriana;
también producen glucanos solubles que les sirven como fuente de nutricion @2,
Estudios previos han demostrado que S. mutans no se adhiere bien a las superficies
epiteliales, por lo que pareceria extrafio aislar cepas en muestras provenientes de bebés
edéntulos, ya que solo poseen superficies mucosas y expuestas permanentemente al
flujo salival. Sin embargo, se han encontrado cepas de S. mutans en bebes predentales,
lo que hace pensar que estas cepas son transelntes y no establecidas definitivamente,
pues no se pueden mantener libres en la saliva, sino que necesitan estar adheridas a

una superficie dura como el diente @3,
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a) Transformacion de la sacarosa:
El sustrato méas importante para la bacteria oral S. mutans con respecto a su
papel como agente etioldgico del proceso carioso es un disacarido que se
consume de forma habitual en la gran mayoria de la poblacion humana: la
sacarosa. Este carbohidrato esta compuesto de una unidad D-glucosa y otra

unidad D-fructosa 4,

Este disacarido va a tener una gran importancia, ya que no sélo es utilizado
como fuente primaria de energia, sino que permite el inicio de reacciones
bioguimicas adicionales responsables del potencial cariogéno de esta bacteria
(24).

Las vias involucradas en el metabolismo de la sacarosa son tres: Produccion a
partir de dicho azlcar de polimeros hidrocarbonados, extracelulares adhesivos,
por enzimas extracelulares ligadas a la célula 4.

Transpone de la sacarosa al interior de la célula seguido de fosforilacién y
utilizaciéon de energia por medio de la via glicolitica, conduciendo
fundamentalmente a la produccion de acido lactico como producto final %),
Utilizacion de los metabolitos intermedios de la sacarosa (glucosa y fructosa)
para la sintesis de polisacaridos intracelulares que proporcionan un reservorio

de energia @4,
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Poder patégeno y virulencia de S. mutans.

a)

b)

Caries dental: Patologia:

La caries es considerada comUnmente como una enfermedad infecciosa que
causa la destruccion localizada de los tejidos dentales duros debido a los acidos
producidos por las bacterias que existen adheridas a los dientes. Este efecto
puede afectar al esmalte, la dentina. Clinicamente se caracteriza por un cambio
de color y descalcificacion de los tejidos afectados. A medida que avanza el

proceso, se destruyen los tejidos y se forman cavidades 4.

La verdadera disolucién de la materia inorganica de la estructura dentaria es
producida por los acidos organicos que son subproductos del metabolismo
bacteriano de los hidratos de carbono de la dieta. Cuando la concentracion de
iones sobre la superficie del diente aumenta como resultado de la fermentacion
de los azUcares o por parte de enzimas bacterianas de la placa dental, la
hidroxiapatita del esmalte comienza a disolverse al igual que hara la dentina

en estados posteriores del proceso de la caries ?%.

Papel de S. mutans en caries dental:

El S. mutans no coloniza la boca antes de la erupcion dental y requiere
superficies no descamativas, como los dientes o las protesis dentales, su
namero en superficies epiteliales y en saliva es bajo. La ventana de infeccion
se encuentra en torno a los 26 meses de edad; sin embargo, el Departamento
de Odontopediatria de la Universidad de Connecticut (USA) sugiere que las
primeras visitas del nifio al odontélogo sean antes de cumplir el primer afio de

edad, dado que se han observado colonias de S. mutans antes de los 10 meses
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de edad. El infante probablemente adquiere el S. mutans a partir de sus padres

u otras personas con las que tengan contactos frecuentes %),

Los resultados de un estudio indican que los ancianos con dientes naturales o
artificiales, pueden ser portadores de S. mutans con diferentes grados de
potencial cariogénico y pueden colaborar en la transmision inicial de
microorganismos cariogénicos a los nifios, no obstante, las madres suelen ser
la principal fuente de infeccion, Diversas pruebas in vitro han demostrado que
la acumulacién &cida creada por las colonias de S. mutans, es sustancialmente
mayor que la producida por otros microorganismos. Los Streptococcus mutans
presentan un potencial de produccion de caries muy superior al de cualquier
microorganismo acidogénico de la placa supragingival. Existe una relacion
directa entre la cantidad-calidad de la caries y el nimero de S. mutans presentes

en la boca @),
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I11. HIPOTESIS
3.1 Hipotesis Alternativa:
El aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor), tiene efecto antibacteriano

in vitro sobre Streptococcus mutans sp.

3.2 Hipotesis Nula:

El aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor), no tiene efecto

antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans sp.
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IV. METODOLOGIA
4.1 Disefio de investigacion.

El disefio fue un trabajo de investigacion de tipo experimental, con estimulo creciente

y control
El control negativo fue el dimetilsulfoxido (DMSO), que se emple6 para la disolucion
del aceite esencial del Syzygium aromaticum (clavo de olor), para obtener las

concentraciones de 10%, 15%, 25%, y 50%.

4.2 Poblacion y Muestra
Poblacion Vegetal: Se trabajo con el aceite esencial de Syzygium aromaticum, (clavo

de olor) obtenido del laboratorio Aromas del Peru de la ciudad de Lima
Criterios de inclusion:

El aceite esencial de clavo esta formado por una gran variedad de compuestos. Su
composicion varia dependiendo de su procedencia. Entre sus componentes destaca
eugenol (49-98%) como compuesto mayoritario, beta-cariofileno (42%) y eugenil
acetato (0,5-21%). Ademas, se pueden encontrar pequefias cantidades de alfa-
humuleno y trazas (< 1%) de otros 25 a 35 constituyentes. Los compuestos con
estructura fenolica demostraron tener una actividad antimicrobiana superior debido a
su caracter hidrofobico. Estudios dan importancia al grupo hidroxilo y su localizacion

en la estructura fendlica para obtener una mayor capacidad antimicrobiana ¢

El aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor) se adquirié del laboratorio
Aromas del Peru de la ciudad de Lima, en condiciones Optimas y adecuadas como
transporte, envase o recipiente que lo contenia y almacenamiento, con la finalidad de

mantener tanto propiedades fisicas, quimicas y organolépticas.
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Criterios de exclusion:

Esta planta es originaria del sudeste asiatico, en especial de las islas Molucas
(indonesia), siendo cultivado en Zanzibar, Pemba (Tanzania), Indonesia, Malasia,
Madagascar, Sri Lanka, Sumatra y la isla de Santa Maria. Posteriormente se introdujo

en América (Antillas y Brasil), zona oriental de Africa tropical y china @9

El S. aromaticum (clavo de olor) se encuentra cominmente en el bosque y la selva. Se
da en todas las situaciones que van desde el nivel del mar hasta una altitud de 900 m,
con temperatura media anual alrededor de los 25 ° C, y precipitacién media anual de 1
500-2 500 mm. @7, En el Pert no se siembra el clavo de olor solo se obtiene ya en

botones florales es por eso que se compro ya extraido en aceite esencial.
Poblacion Microbiolégica:

Las muestras con las que se trabajaron fueron la cepa de Streptococcus mutans sp.

ATCC®25175, que se obtuvieron del laboratorio GenLab del Pert Sac.
Muestra Microbiologica:

Se trabaj6 con colonias jovenes de Streptococcus mutans sp. ATCC®25175
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4.3 Definicion y Operacionalizacion de las variables.

Variables Definicion Definicion Indicadores Escala
operacional de

Conceptual medidas

Variable Son liquidos| Se trabajo con | 10% v/v Cualitativas

Independiente | volatiles, 5 15 % viv Nominales

Aceite esencial | insolubles en agua,| concentraciones| 25% v/v

de Syzygium | pero  facilmente| diferentes. 50% viv

aromaticum solubles en alcohol, 100% v/v

(clavo de olor)

éter Tienen

importancia en
medicina, tanto por
su sabor como por
su efecto calmante

del dolor y su valor

fisiologico 28),

Variable
Dependiente

Efecto
antimicrobiano

Sustancia natural o
producto quimico
de sintesis capaz
de detener la
multiplicacién de
las bacterias o

destruirlas %

Se determin6 a
través de la
medicion  de
los halos de

inhibicién
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4.4 Técnicas e instrumentos de la investigacion

Técnica: Observacional

Procedimiento:

Obtencion del aceite esencial de Syzygium aromaticum (Clavo de olor): La
obtencion del aceite esencial se realizé adquiriéndolo en el laboratorio de aceites

esenciales de la ciudad de Lima Capital del Pert, Aromas del Peru Sac.

Obtencion de la cepa liofilizada de Streptococcus mutans sp.:
La cepa liofilizada de Streptococcus. mutans (ATCC 25175) fue obtenida de los

laboratorios GenLab del Peru SAC. de Microbiologics TM.

Activacion 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 li6filos que se encontraban
dentro de un vial de plastico que le servia como proteccion, el cual contenia a la
cepa Streptococcus. mutans (ATCC 25175), un fluido de hidratacion y un hisopo
estéril. Se procedid a romper el fluido de hidratacion, luego se hizo la
homogenizacién de la cepa de Streptococcus. mutans (ATCC 25175) con el fluido

para poder activarlas.

Una vez activada la cepa de Streptococcus. mutans (ATCC 25175), se realiz6 el
sembrado en placas Petri en cultivo Brain Heart Infusion Agar que fue indicado
dentro del manual de activacién de cepas bacterianas del laboratorio GenLab, El
sembrado se realizé con el hisopo estéril, luego pasamos a esterilizar el asa

bacterioldgica para proceder al estriamiento de la cepa de Streptococcus. Mutans
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sp. (ATCC 25175), dichas bacterias necesitan de un ambiente anaerébico para su
desarrollo adecuado el cual se logré colocandoles en una jarra GasPack durante

48 horas a 37° logrando el crecimiento bacteriano.

Ejecucion de ensayos:

Se empez0 diluyendo el aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor),
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
(DMSO) y 0.1 ul de aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor). Para
la concentracion del 15% se utiliz6 0.85 ul de (DMSO) y 0.15 ul de aceite esencial
de Syzygium aromaticum (clavo de olor). Para la concentracion del 25% se utilizd
0.75 ul de (DMSO) y 0.25 ul de aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo
de olor). Para la concentracion del 50% se utiliz6 0.50 ul de (DMSO) y 0.50 ul de

aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor).

De una colonia aislada se procedio a realizar la siembra en un tubo de ensayo
estéril que contenia 5 ml de suero fisiolégico, se agito por un promedio de 3
minutos alcanzando la turbidez equivalente al tubo 0.5 de McFarland que se usa

como referencia en suspensiones bacterioldgicas.

Listas las colonias se procedid hacer la siembra en las placas Petri con Brain Heart
Infusion Agar, en total fueron 20 placas, las cuales se dividieron en dos
cuadrantes, y con la ayuda de una micro pipeta se colocO una gota de aceite
esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor). 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 diametro del halo en mm. Y se
procedié a recolectar datos en una tabla los cuales posteriormente se procesé

estadisticamente.

4.5 Plan de Anélisis:

Para los estudios y evaluacion de los resultados obtenidos se realiz6 el andlisis
estadistico en las muestras de Syzygium aromaticum (Clavo de olor), con accion
antibacteriana sobre Streptococcus. Mutans sp, (ATCC 25175), habiéndose medido el

halo de inhibicion del crecimiento bacteriano.

Los resultados son presentados en tablas y graficos, utilizando el programa Excel

Microsoft y el programa estadistico ANOVA.
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4.6 Matriz de consistencia.

Titulo de la Formulacion Objetivos Hipotesis Tipo de Variables Definicion Indicadores  Plan de
Investigacion  del Problema Investigacio Operacional yEscalade  Analisis
n Disefio Medicion
Objetivo General: Hipétesis Experimental Variable Se trabajo 10% v/v
Efecto ¢Tendra Determinar el efecto Alternativa: conestimulo  Independiente con5 15% viv
Antibacteriano alguna accién antibacteriano que posee el EIl aceite esencial crecientey Aceite esencial concentracio  25% v/v
in vitro del antibacteriana aceite esencial de Syzygium de Syzygium  control de  Syzygium nes 50%v/v
aceite esencial in vitro, el aromaticum (clavo de olor), aromaticum aromaticum diferentes. 100% viv
de  Sysigium aceite esencial sobre Streptococcus mutans (clavo de olor), (clavo de olor).  Se determiné
aromaticum de  Syzygium sp. tiene efecto através de la Cualitativas
(Clavo de aromaticum antibacteriano in medicion de  Nominal
olor),  Sobre (clavo de olor), vitro sobre halos de
cepa de sobre cepa de Objetivo Especificos: Streptococcus inhibicion Prueba
Streptococcus  Streptococcus mutans sp. ANOVA
mutans sp. mutans sp.? *Evaluar el efecto
antibacteriano del aceite Variable Medida del
esencial de  Syzygium Hipotesis Nula: dependiente: halo de
aromaticum sobre E| aceite esencial Efecto inhibicion en
streptococcus mutans sp. de Syzygium antimicrobiano mm
aromaticum
*Comparar el efecto  (clavo de olor), no Cuantitativas
antibacteriano de 5 tiene efecto de Razon
diferentes concentraciones gntibacteriano in
del aceite esencial de vitro sobre
Syzygium aromaticum sobre  Streptococcus
Streptococcus mutans sp. mutans sp.
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4.7 Principios éticos.

Se tuvo en cuenta y se respetd debidamente las normas de bioseguridad que implica
dentro y fuera del laboratorio, se manipulo adecuadamente las muestras sobretodo la
cepa liofilizada de Streptococcus. mutans (ATCC 25175), de acuerdo al manual de
bioseguridad después se procedio al manejo de desechos bajo estrictas normas de
bioseguridad para este tipo de estudios con microorganismos, para lo cual se conté con

personas capacitadas del laboratorio encargadas de dicho proceso.
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V. RESULTADOS
TABLA1

Efecto inhibitorio sobre crecimiento de cepas de Streptococcus mutans Sp. segun la concentracion del aceite esencial de Syzygium
aromaticum (clavo de olor).

Halos de inhibicion (mm)

Promediox
Desviacion
Concentraciones 1 2 3 4 5 6 7 8 Estandar Significancia
Aceite esencial de
Syzygium aromaticum
al 10% 1 3 3 4 4 4 4 6 3.63+1.41

Aceite esencial de
Syzygium aromaticum

al 15% 6 6 8 9 9 9 9 10 8.38 +1.59
Aceite esencial de
Syzygium aromaticum P=0.000**
al 25% 11 11 17 17 17 18 19 20 16.25 + 3.41

Aceite esencial de
Syzygium aromaticum
al 50% 22 23 24 24 30 30 32 35 275+ 4.84

Aceite esencial de
Syzygium aromaticum
al 100% 60 60 60 62 62 63 65 65 62.13 +2.10

**pP<0,01 PRUEBA ANOVA
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5.1 ANALISIS DE RESULTADOS.

En el presente trabajo se quiso evaluar y sefialar si el aceite esencial de Syzygium
aromaticum (clavo de olor), presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de cepas
aisladas de Streptococcus mutans sp, agente causal de la caries dental. En lo cual se
pudo comprobar que efectivamente el aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo
de olor), inhibe el crecimiento de esta bacteria. Por otro lado, conforme a los efectos
obtenidos, se pudo encontrar diferencias significativas con respecto a los halos de

inhibicién en las diferentes concentraciones utilizadas del aceite antes mencionado.

En la Tabla 1, se observa el efecto de las concentraciones al 10%; 15%; 25%; 50%; y
100% del aceite esencial sobre Streptococcus mutans sp. observandose promedios y
desviacidn estandar para los halos de inhibicion correspondiente de 3.63 + 1.41 mm;
8.36 + 1.59; 16.25 + 3.41; 27.5 £ 4.84; 62.13 + 2.10 respectivamente. Estos resultados
difieren de lo encontrado por Diaz ©® quien reporta que los halos de inhibicién sobre
cepa de Streptococcus mutans ATCC 35668, alcanzaron con concentraciones de 25%,
50%, 75% y 100%, valores de 20mm, 22mm, 21mm y 22mm respectivamente eso es
debido a que puede influir en gran magnitud la forma o método utilizado para la
extraccion ya que variard su composicion y por ende accion. Sin embargo, también se
demostro un efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans, en todas las
concentraciones evaluadas para el aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de

olor).
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Seguin Conrado ®en el 2013, generalmente, los  aceites esenciales que poseen elevada
actividad antibacteriana frente a patdgenos resistentes, concentran su acciéon en
distintos componentes del aceite esencial sobre la célula, estos componentes llamados
compuestos fendlicos como carvacrol, eugenol y timol en altas concentraciones, son

los responsables de dicha actividad antibacteriana.

La accion antibacteriana de estos compuestos se atribuye a una accién a nivel de la
membrana celular que desencadena su disrupcion, mediante el aumento de la
permeabilidad de la membrana a iones pequefios, afectando la estabilidad estructural
de la membrana y desestabilizando el empaquetamiento de la bicapa lipidica,

cualquiera de estos efectos produce la muerte en la célula bacteriana @9,

A esto le responde Gonzales % en el 2016 el eugenol en altas concentraciones tiene
un efecto bactericida, accidn que se ha atribuido a los fenoles por degeneracion de las
proteinas, lo que da por un dafio a la membrana celular, a diferencia de que en bajas
concentraciones tiende a estabilizar las membranas celulares, lo cual previene la

penetracién de las bacterias a los conductos dentinarios.

Esta definicion explica la actividad antibacteriana de Syzygium aromaticum (clavo de
olor), ya que por ser rico en eugenol presento un efecto inhibitorio frente a bacterias
como Streptococcus mutans sp. que es un habitante normal de la flora bucal de las

personas, pero presento sensibilidad frente a este aceite esencial.
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Aportando con esta investigacién podemos hacer mencién de datos importantes, como
que al exponer a Streptococcus mutans sp, a concentraciones menores, de 10% y 15%
y teniendo referencia de otros estudios realizados a mayores concentraciones podemos
afirmar que el aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor), si presenta

actividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans sp, a concentraciones menores.

Por ultimo, al comprobar en esta tesis que el aceite esencial de Syzygium aromaticum
(clavo de olor), si inhibe cepas de Streptococcus mutans sp. da el modelo para poder
continuar con mas investigaciones a partir de ésta o crear productos afines a base de
Syzygium aromaticum (clavo de olor), como dentrificos, cremas topicas y colutorios

que ayudaran al control de caries dental.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones.

El aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor), a concentraciones
del 10%, 15%, 25%, 50% y 100%, si presentd accidn antibacteriana sobre el
cultivo de Streptococcus mutans sp.

La concentracion del 100% del aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo
de olor), fue la que presenté mayor actividad antibacteriana que las del 10%,

15%, 25% y 50% (p < 0,01).
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6.2 Recomendaciones.

Hacer més estudios de investigacion para identificar si solo el principio activo
que ejerce efecto antimicrobiano en el aceite esencial de Syzygium aromaticum
(Clavo de olor), es el eugenol o hay otros principios que también ejercen tal
efecto.

Se recomienda realizar estudios que permitan encontrar una concentracion
minima en la cual el Syzygium aromaticum (Clavo de olor), presenta accion
bacteriana.

Se recomienda hacer estudios sobre la posibilidad del uso de Syzigium
aromaticum (Clavo de olor), en colutorios en el cual no cause irritaciones a
nivel de la cavidad oral, pero que si presenta una accion bacteriana sobre ciertos

agentes patdgenos causantes de la caries dental.
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VIIl. ANEXOS
Figura 01.

Boleta de compra del medio de cultivo
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Figura 02.

Boleta de compra de la bacteria Streptoccocus mutans sp. del laboratorio GenLab
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Figura 03.

Boleta de compra del aceite esencial de syzigium aromaticum (clavo de olor) de
Aromas del Peru
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Figura 04.

Certificacion de origen de prueba del aceite esencial de syzygium aromaticum (clavo

de olor) de Aromas del Peru
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Figura 05.

Certificacion y especificaciones del aceite esencial de syzygium aromaticum (clavo de
olor) de Aromas del Perd.

55



Figura 06.

Esquema de activacion de bacteria Streptococcus mutans sp.

Figura 07.

Esterilizacién del material a emplear en el proceso de la tesis
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Figura 08.

Preparacion de mesa para sembrar la bacteria Streptococcus mutans sp.

Figura 09.

Activacion de la bacteria Streptococcus mutans sp.
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Figura 10.

Sembrado en las placas con agar sangre y agar medio de cultivo Brain Heart Infusion
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Figura 11.

Realizando la incubacion que requeria de una jarra para poder incubar bacterias

Streptoccocus mutans sp. que son anaerobios
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