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RESUMEN

Se determind la actividad inhibitoria in vitro del aceite esencial de Lippia alba “pampa
orégano” a diferentes concentraciones 25%, 50%, 75% y 100% sobre la cepa patron de
Streptococcus mutans ATCC®25175™. Los ensayos consistieron en realizar distintas
concentraciones del aceite esencial de Lippia alba, diluyendo cada concentracién en
dimetilsulfoxido, un control positivo fue clorhexidina al 0,12% y el control negativo fue
dimetilsulfoxido. Para evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Lippia alba
se utilizo los parametros de Duraffourd. Se embebieron discos de papel filtro con el
aceite esencial a diferentes concentraciones y se determino el efecto antibacteriano, la
lectura de los halos de inhibicién se determind después de 48 horas midiendo el tamafio
en milimetros. En las muestras el aceite esencial de Lippia alba al 100% obtuvo un
promedio de 32.2 mm, aceite esencial de Lippia alba al 75 % obtuvo un promedio de
24.4 mm, aceite esencial de Lippia alba al 50 % obtuvo un promedio de 19.2 mm, aceite
esencial de Lippia alba al 25 % obtuvo un promedio de 15.4 mm, el control positivo
(Clorhexidina 0.12%) obtuvo un promedio de 14.1 mm vy el control negativo DMSO 25
% no tuvo efecto inhibitorio del crecimiento sobre la cepa patron. Se concluyé que el
aceite esencial de Lippia alba (Pampa orégano) al 25% comparado con el control
positivo (Clorhexidina 0.12%) presento mayor efecto inhibitorio en el crecimiento de la

cepa patrén de Streptococcus mutans ATCC®25175TM.

Palabras clave: Antibacteriano, Streptococcus mutans, Lippia alba, Pampa orégano.



ABSTRACT

The inhibitory activity in vitro of the essential oil of Lippia alba "pampa oregano™ was
determined at different concentrations 25%, 50%, 75% and 100% on the standard strain of
Streptococcus mutans ATCC®25175TM. The tests consisted in performing different
concentrations of the essential oil of Lippia alba, diluting each concentration in
dimethylsulfoxide, a positive control was 0.12% chlorhexidine and the negative control was
dimethylsulfoxide. To evaluate the antibacterial effect of the essential oil of Lippia alba,
Duraffourd parameters were used. Filtered paper discs were imbibed with the essential oil at
different concentrations and the antibacterial effect was determined, the reading of the inhibition
zones was determined after 48 hours by measuring the size in millimeters. In the samples the
essential oil of Lippia alba at 100% obtained an average of 32.2 mm, essential oil of Lippia alba
at 75% obtained an average of 24.4 mm, essential oil of Lippia alba at 50% obtained an average
of 19.2 mm, oil Essential Lippia alba 25% obtained an average of 15.4 mm, the positive control
(Chlorhexidine 0.12%) obtained an average of 14.1 mm and the negative control DMSO 25%
had no inhibitory effect of growth on the stock strain. It was concluded that the essential oil of
Lippia alba (Pampa oregano) at 100% compared to the positive control (Chlorhexidine 0.12%)
presented greater inhibitory effect on the growth of the standard strain of Streptococcus mutans

ATCC®25175TM.

Key words: Antibacterial, Streptococcus mutans, Lippia alba, Pampa oregano.
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I. INTRODUCCION
Uno de los problemas de salud més prevalente a nivel mundial es la caries dental, el cual
intervienen mdltiples factores como placas dentarias, saliva, dientes susceptibles,
cantidad de sustrato suficiente para su multiplicacion, etc. La caries se caracteriza por
destruir los tejidos duros del diente con una desmineralizacion creando una cavidad,
posteriormente se genera la pérdida del mismo. El agente causal con mayor frecuencia
es una bacteria perteneciente a la familia de los Streptococcus grupo mutans streptococci

(Streptococcus mutans)™ 23,

La bacteria “Streptococcus mutans se caracteriza por ser cocos gram positivos”,
anaerobios facultativos y “forma parte de la flora bacteriana de la cavidad bucal y vias
respiratorias altas”.? “Entre los factores de patogenicidad en el Streptococcus mutans
destaca: poder acidogenico y aciddrico; sintesis de polisacaridos extracelulares de tipo
glucanos insoluble y solubles, fructanos; sintesis de polisacaridos intracelulares;
capacidad adhesiva por las proteinas salivales; produccion de bacteriocinas con

actividad sobre otros microorganismos”. *?

Actualmente existen muchos métodos para prevenir y tratar este problema de salud
dental, generalmente estos métodos consisten en utilizar productos antimicrobianos
quimicos, estos productos quimicos a largo plazo generan dafios en el organismo ya que
su uso prolongado causa resistencia bacteriana e inmunodepresion. Por otro lado, este
problema de salud genera problemas en la economia ya que requiere de una inversion
personal, gasto de tiempo para acudir a un profesional Odontdlogo dejando de lado otros

quehaceres como el estudio, trabajo, oficios en el hogar, etc. >



En nuestra actualidad los estudios con distintas plantas vienen generando una
expectativa diferente ya que se ha regresado a usar plantas como antiguamente nuestros
antepasados lo venian haciendo, para combatir diferentes microorganismos patégenos y
estan siendo recibidos con mucha atencion por los cientificos, comprobandose diversas

propiedades curativas. >4

Hoy en dia se vienen empleando diversas plantas medicinales para combatir distintas

enfermedades, una de estas plantas es el “pampa orégano” Lippia alba. *

Lippia alba (Mill) N.E Brown, conocida, cominmente como “Cidron”, “hierba luisa”
(Venezuela), “erva-cidreira” (Brasil), “prontoalivio” (Colombia), es wusada en
Latinoamérica como antidiarreico, antiespasmadico, diaforético, diurético, expectorante,
laxante y sedante °. En el Per( esta planta esta planta es conocida por sus diversas

propiedades curativas.

Estudios publicados por la Revista Cubana de Farmacia, sobre la composicién vy
propiedades antibacterianas del aceite esencial de Lippia alba (Mill.) NE. Brown.
Llegaron a la conclusion de que el “aceite esencial de Lippia alba presenta actividad
antibacteriana”, siendo mayor, en general, sobre los gérmenes Gram positivos, el cual

podria ser por su alto contenido en carvona®.

Sabemos que la bacteria involucrada en la formacion de caries es el Streptococcus
mutans, y por tal se han disefiado multiples medidas de prevencién y de erradicacion de
esta bacteria empledndose diversos productos antimicrobianos, antisépticos y diversas

formas de profilaxis usandose colutorios, pastas dentales, etc, pero su uso a largo plazo



genera problemas con el ecosistema bacteriano oral, ya que se produce resistencia

bacteriana e inmunodepresion °.

En la actualidad las plantas ocupan un rol muy importante dentro de la poblacion ya que
estas son usadas para aliviar diversos problemas de salud y es de facil acceso y no
requiere de una economia costosa, las plantas han venido siendo utilizadas hace siglos
atras por nuestros antepasados, pero con el paso del tiempo y el éxito de los
medicamentos habian sido olvidadas, pero hoy por hoy, nuevamente estan siendo
estudiadas por los cientificos y usadas por la comunidad, un ejemplo de esto es el aceite
esencial de Lippia alba el cual tiene maltiples beneficios en distintos paises para aliviar
diversos males pero su posible uso como antimicrobiano en la principal bacteria

involucrada en la formacion de caries no retinen referencias.” °

En afinidad con estas observaciones; ‘“el objetivo de la presente investigacion fue
comprobar el efecto inhibitorio del crecimiento de Streptococcus mutans” por accion de

aceite esencial de Lippia alba “pampa orégano” a diferentes concentraciones.

Formulacion del problema
(’Cual es la actividad inhibitoria del crecimiento de la cepa patrén de Streptococcus
mutans ATCC®25175TM frente al aceite esencial” de Lippia alba “pampa orégano” a

diferentes concentraciones?



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Determinar la actividad inhibitoria del crecimiento cepa patron de Streptococcus mutans
ATCC®25175™ frente al aceite esencial de Lippia alba “pampa orégano” a diferentes

concentraciones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.
1. Determinar la actividad inhibitoria in vitro del aceite esencial de Lippia alba a
las concentraciones 25%, 50%, 75% y 100%.
2. Determinar el tamafio del halo de inhibicion de crecimiento bacteriano in vitro de
la cepa patrén Streptococcus mutans ATCC®25175TM en los discos embebidos

a diferentes concentraciones del aceite esencial de Lippia alba (pampa orégano).



1. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Gomes et al. En el 2010 realiz6 un estudio sobre la composicion quimica y evaluacion
de la actividad antiherpética in vitro de aceites esenciales de Lippia alba y sus
componentes mayoritarios, evaluaron la “actividad antiviral in vitro empleando la
técnica modificada, de titulacion del punto final (EPTT)”, donde se determind por
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS), la composicidén quimica de
veinte aceites esenciales de Lippia alba, en donde se identifico dos quimiotipos: citral y
carvona. Los resultados que obtuvieron fueron: “los aceites quimiotipo carvona, BC; y
CA,, mostraron actividad antiherpetica in vitro, moderada sobre monocapa de células
Hela infectadas, con valores de Rf de 1x10'° en concentraciones de 250ug/ml y

125ug/ml, respectivamente.’

Sandra C. et al, realizaron un estudio sobre la actividad bactericida de extractos acuosos
de Lippia alba (Mill.) N.E. Brown contra Helicobacter pylori. Dan a conocer que el
“aceite esencial” de Lippia alba demostréd “actividad antibacteriana” en especial contra
gérmenes Gram positivos, con valores de las concentraciones inhibitorias minimas entre
0,3 y 0.63 mg/ml. Los extractos alcohodlicos (etanolico y metanolico) de las raices de
Lippia alba mostraron actividad bactericida contra las cepas de Stapylococcus aereus
(ATCC 6538P, ATCC 6538), Klebisiella pseudomonia (ATCC 10031). Los aceites
esenciales de Lippia alba mostraron actividad inhibitoria del crecimiento de las cepas de

C. albicans (ATCC 14053), S. aereus (ATCC 6538) y E. Coli (ATCC 25992). Los



extractos cloroformicos, acetonicos, etanolicos de la raiz de Lippia alba mostraron
actividad antimicrobiana in vitro (por la técnica de disco de papel) contra sepas de
Staphylococcus aereus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Mucobacterium
smegmatis, Candida albicans, Monilla sitophila. EI extracto etandlico de Lippia alba
sirve como antibacteriano (inhibe el crecimiento de Vibrio parahaemolyticus) y
antimicético (Arpergillus Niger). Concluyen por primera vez haciendo un reporte sobre
el efecto inhibitorio de in vitro del extracto acuoso de Lippia alba sobre el crecimiento

de H. pylori .

Glauce et al. Reportaron actividad analgésica sobre el “modelo de plato caliente y
formalina” en dos de los quimiotipos del aceite esencial de Lippia alba, en la cual se
demostraron que los dos quimiotipos (citral y carvona) presentaron actividad analgésica
altamente significativa, no encontrandose una diferencia esclarecida en los tiempos de

latencia para ambos aceites ®.

Vale et al. Realizaron un estudio del efecto el aceite esencial de Lippia alba, sobre el
comportamiento de animales que son tratados en experimentacién, usando para esto tres
quimiotipos (carvona, mirceno, limoneno). Tras la utilizacion del aceite esencial sobre
los animales de experimentacion, se observo que dicho aceite aumento el tiempo de
“permanencia de los animales en las zonas abiertas del laberinto”, agregando a este
estudio el aceite de dicha planta produjo un “efecto sedante”, como también efecto anti
estres, por otro lado el aceite esencial de Lippia alba disminuyé la temperatura rectal de
los animales. Se concluyd que los aceites esenciales de Lippia alba posee actividad

“anti estrés, sedativo y antipirético” .



Hatno et al. En el 2012, hicieron una investigacion para determinar la efectividad del
“uso tradicional” de Lippia alba como ansiolitico, hallandose que el aceite de dicha

planta posee propiedades idénticas a los ansioliticos como el diazepan *°.

Abad et al. Realizaron un estudio de la “actividad antiviral” de diversas drogas, sobre
“Herpes simplex tipo I, en donde dieron a demostrar que Lippia alba, tiene un alto
grado de efecto inhibitorio sobre el virus del herpes, ademas se demuestra “actividad
antimutagenica” de la especie actuando por la “via de los antioxidantes”. Dentro de los

compuestos quimicos relacionados a la actividad se encuentra el eudesmol **.

Parodi et al. Determinaron que el eugenol y el aceite esencial de Lippia alba presentan
actividad anestésica en larvas de Litopenaeus vannamei (crustaceo); ademéas se
determind la “actividad antioxidante”, demostrandose que los dos compuestos (eugenol

y aceite) son activos *2.

En el 2004, Zétola et al. Reportaron la actividad sedativa y relajante del “extracto
etanolico de hojas” de Lippia alba, fuera de “compuestos volatiles”. En el mismo
estudio se encontraron una elevada concentracion de flavonoides, el cual es bastante

comn para esta especie .

Gerrero et al. Realizaron un estudio del extracto etandlico de distintas plantas usando
partes aéreas del vegetal, en las cuales se incluy6 a Lippia alba. Se realizaron ensayos
in-vivo usando ratas, donde, se muestran que los extractos etanolicos de las plantas

presentaron “actividad antihipertensiva y vasodilatadora™ **.



Filho et al. Realizaron un estudio en el 2006, de los extractos de acetato de etilo metanol
y acuoso de raices de Lippia alba, sobre bacterias Gram (+) y Gram (-), haciendo uso de
la “técnica de difusion en pozo”; obtuvieron resultados activos solo los extractos de
acetato de etilo y metanol sobre Staphylococcus aureus (ATCC 6538P), (ATCC 6538) y
Klebsiella pseumonia (ATCC 10031). En esta misma investigacion se identificd

. . . . 15
presencia de “terpenoides, fenilpropanoides y azucares” ~.

Ara et al. Reportaron actividad antimicrobiana, antifungica y actividad citotoxica de las
hojas y flores in vitro de Lippia alba. Usando el “método de difusion en disco”,
revelaron que los extractos analizados tienen alta actividad inhibitoria del crecimiento de
todas las cepas Gram (+) y Gram (-) usadas en el estudio, ademas, los extractos

presentan mediana actividad antifungica y efecto citotéxico leve *.

Cosco, realizé un estudio sobre la actividad inhibitoria de Streptoccoccus mutans y la
flora mixta salival, en donde uso como método “concentraciones diferentes del aceite
esencial de Matricaria chamomilla “manzanilla” y un grupo control clorhexidina
0.12%”, donde midiendo los “halos de inhibicion formados alrededor de los discos
filtros embebidos con cada una de las concentraciones sobre la flora mixta salival, cepa
aislada del grupo mutans de la flora mixta salival y cepa patron Streptococcus mutans”,
obtuvo los siguientes resultados: “las concentraciones de 25%, 50% y 100% del aceite
esencial de Matricaria chamomilla” “manzanilla” presentaron “efecto inhibitorio
positivo en cultivos de flora mixta salival, cepa aislada del grupo mutans de la flora
mixta salival y cepa patron de Streptococcus mutans, el grupo control clorhexidina

0.12% mostré mayor efecto inhibitorio sobre las tres concentraciones en los grupos de



estudio evaluados con excepcion de la concentracion del 100% el cual mostré diferencia
estadisticamente significativa con el grupo control clorhexidina 0.12% sobre la cepa

patrén de Streptococcus mutans ATCC®25175™> 17,

Duran et al, en el 2007 en Colombia “realizaron un estudio comparativo” de la
composicion quimica de “aceites esenciales” de Lippia alba proveniente de diferentes
regiones de Colombia, y efecto del tiempo de destilacion sobre la composicion del
aceite. En donde sefialan que en el analisis comparativo se revelaron 3 “quimiotipos”
uno rico en carbona (ca. 41%), otro rico en citral (neral + geranial ca 55%) y el tercero,

un quimiotipo hibrido, compuesto por carvona (25%), limoneno (22%) v citral (21%) 8.

Un estudio Realizado en el 2014, sobre la actividad insecticida del aceite esencial de
Lippia Alba sobre Tribolium castaneum Hersbt, en granos de trigo; registraron la
mortalidad de Tribolium castaneum Hersbt a las 24 horas, tras utilizar el quimiotipo
carvona-limoneno del aceite esencial de Lippia alba a una concentracion de 52 pL L-1

de aire sobre adultos de T. Castaneum *°.

2.2 BASES TEORICAS

Lippia alba (Pampa Orégano)

Clasificacion Botanica 2 2.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida



Orden: Lamiales

Familia: Verbenaceae

Género: Lippia

N. Especie: alba (Mill) N.E1Br.
N. Cientifico: Lippia alba

Caracteristicas
Lippia es un género botanico de plantas con flores con unas 500 especies

pertenecientes la familia de las verbenaceas.

Descripcion taxonémica
Lippia alba. Es un arbusto muy ramificado dicotomicamente, de 1 m a 2 m de alto,
olor aromatico caracteristico. Hojas elipticas a redondeado-ovaladas, opuestas y
terminales, agudas u obtusas, crenadas, mds 0 menos rugosas, canescentes,
tomentosas, vellosas en la parte inferior, aserradas en el margen, ligeramente
escabrosas en la superficie, de color verde ceniza, de 6cm de largo y 2.5 cm de
ancho. Flores zigoformas, hermafroditas en espigas al inicio subglobosas, con corola
lila y blanca con fondo amarillo; céliz villoso, de casi 2 mm de largo, bidentado.
Fruto drupa o capsula seca con exocarpo membranoso de color violeta oscuro que se
separa al final en dos nuecillas. Raiz axial, fasciculada, de mas o menos 25 cm de

largo 2> 2.
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Distribucion y Habitat
Lippia alba crece hasta 1800 msnm, se encuentra en bosques hiumedos subtropicales
templados, bosque seco tropical, bosque himedo montado bajo sbtropical y bosque
muy hdmedo subtropical calido. La especie de distribuye desde México, y por el
Caribe (Haiti, Cuba, Republica Dominicana, Jamaica e islas Leeward) hasta

Argentina y la Amazonia, también se encuentra en Suréfrica % 2.

En estado silvestre se le encuentra en laderas, a la orilla de caminos y ribera de rios;

cominmente se encuentra cultivada en patios y jardines **.

Usos

La infusion de las hojas y la inflorescencia se ha empleado como sedante
gastrointestinal, antidiarreico, sudorifico, expectorante, emenagogo Yy en
tratamiento de diabetes. Las hojas también se usan para la hemorroide, para
inducir el suefio, contra enfermedades venéreas, afecciones de la piel y mucosas,
flujo vaginal, goma, artritis, dolores musculares y de muelas; las hojas también

tienen propiedades antisépticas, antif(ngicas y antibacteriales 2% %% %,

Sinonimias 3.

Sinonimos de Lippia alba

Lantana alba Lantana lavandulacea

Lantana geminata Lantana habannensis
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Lanatana mollisima Lippia panamensis

Lippia asperifolia Verbena odorata
Lippia citrato Zaponia glofiflora
Lippia crenata Zaponia odorata

Lippia geminata

Nombres comunes

Argentina Salvia

Brasil Eva cidreira, alecrim do campo, falsa melisa.
Colombia Pronto alivio

Costa Rica Juanilama

Guatemala Salvia sija

Panama Mastrato

Peru Cidra pampa orégano

Uruguay Salvia trepadora.

Componentes quimicos de los aceites esenciales de Lippia alba

Autores sefialan que los componentes mayoritarios del aceite esencial de Lippia alba

son: Limoneno 26%, Neral 10%, Carvona 40%, Piperitona 3.62%, Geranial 13%,
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Piperitenona 8.26%. EI aceite esencial de Lippia alba estd compuesto principalmente

por dos tipos de compuestos quimicos, los terpenoides y los fenilpropanoides © .

Otros autores indican que los aceites esenciales de esta planta con mayor relevancia en
cuanto a su composicion son: “citral, limoneno, mircineno, 1.8-cinerol, piperitona, alfa-
terpineno, germacreno Yy el linalool. Por otro lado, la composicién y la concentracion de
los compuestos quimicos de Lippia alba, dependera del lugar de cultivo y recoleccion de

la planta .

Algunos estudios evidencian que los aceites esenciales de Lippia alba son
“farmacologicamente activos”, de los cuales el linalool, citral y mirceno generan
actividad sobre el SNC, provocando relajacion muscular y somnolencia en animales de

laboratorio %+ %>,

Carvona: se le conoce por su poder fungicida, insecticida y antibacterial. Los dos
isbmeros de la carvona, (S)-(+) y (R)-(-), se encuentran en la naturaleza. La (S)-(+)-

carvona tiene aroma a alcaravea/eneldo. La (R)-(-)-carvona tiene aroma a hierbabuena?.

El quimiotipo carvona tiene una esencia rica en (-) carvona. Este tiene un mecanismo de
accion que activa los canales de K*, la cual genera una hiperpolarizacion resultante del
flujo de K* y reduce el influjo de Ca®* frente a agonistas como la acetilcolina,

contribuyendo al efecto espasmolitico ’.

Terpenoides: constituyen la familia mas diversa de productos naturales involucrados en
numerosas funciones bioldgicas. Ademas de ser esenciales para el crecimiento y

desarrollo de las plantas, los terpenoides también son eficaces como mediadores
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ecologicos. Algunas especies acumulan fitoalexinas terpenoides en respuesta al ataque

de plagas .

Fenilpropanoides: estan relacionados estructuralmente con los aminoacidos fenilalanina
y tirosina, pero muchos de ellos derivan de la ruta del acido Shikimico. Su nombre

deriva por su esqueleto, el fenilpropano %.
Mecanismo de accion de los aceites esenciales “sobre los microorganismos”.

“Este mecanismo de accion hacia los microorganismos es complejo y todavia no ha sido
del entero entendido y explicado. EI mecanismo de accion de los aceites esenciales
dependera de la muestra de microorganismos y esta principalmente relacionado con el

esqueleto de la pared citolégica y la membrana externa de los mismos” 2.

¢ Qué son los aceites esenciales?

Son mezclas de compuestos organicos constituidas quimicamente por metabolitos
secundarios de la planta como son: compuestos aromaticos, sesquiterpenos, terpenos,
etc. Las cuales estas se encuentran en 6rganos distintos de la planta como las hojas,
flores y frutos y estas se obtienen por diferentes métodos y técnicas dependiendo de la
situacion de la planta. Los aceites esenciales son solubles en son insolubles en agua y
solubles en solventes organicos, “los aceites esenciales se caracterizan por su aroma,
consistencia, indice de refraccion y rotacion optica”. Para estudios cualitativos se recurre
generalmente a la “cromatografia gaseosa”. Siendo los aceites esenciales una mezcla
natural de terpenos, su composicion quimica es distinta y muy variada por lo que no

existe una reaccion de identificacion general para los mismos, aunque se pueden realizar
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reacciones de reconocimiento de grupos funcionales tales como las de alcoholes,
aldehidos, cetona, fenoles, etc. Por otro lado la composicion de los aceites esenciales de

la planta dependera del lugar de recoleccion de la droga como también la época. *"*°

Extraccion y purificacion de los aceites esenciales.
Los aceites esenciales se obtienen por diversos métodos, son muy volatiles y la técnica

dependera del estado de la planta, a continuacion se explican dos técnicas:

a. Técnica de arrastre de vapor

Los aceites esenciales poseen cominmente puntos de ebullicion altos y son insolubles en
agua, no obstante, se pueden apartar de su fuente natural usando el punto de ebullicion
del agua. Desde el punto de vista fisicoquimico, este hecho se puede explicar asi: cuando
coexisten dos liquidos en un recipiente abierto a la atmosfera, uno y otro contribuyen a
la presion parcial sobre la superficie de los liquidos. Al incrementar la calentura, la
fuerza de vapor sobre la superficie del liquido aumentara, debido a que se incrementa el

nimero de moléculas que pasan al estado de vapor.*’

b. Destilacion de aceites esenciales por arrastre de vapor de agua

Se puede seleccionar esta técnica cuando se trata de plantas frescas. Se recolecta la parte
util de la planta y se coloca en el equipo extractora de aceite esencial. “No es necesario
en este caso realizar una extraccion previa, porque el material vegetal ain no ha perdido
su humedad natural”. Se coloca agua suficiente en el balon y se lleva a calentura hasta
ebullicion, “el vapor que atraviesa por la cdmara arrastrando el aceite esencial pasara,
por una zona refrigerante que condensara el aceite esencial y el agua. Durante la

destilacion ciertos componentes de los aceites esenciales tienden a hidrolizarse, mientras
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que otros se descomponen con elevada temperatura. Es por eso que la condensacion con
vapor directo es excelente dado que permite la maxima propagacion viable del vapor de
agua a través de las membranas vegetales, reduciendo al minimo la hidrélisis y la

destruccion de sus enlaces quimicos - %’
“Rendimiento de aceite esencial” *’

El rendimiento de aceite esencial realiza con la cantidad de volumen de destilado del
aceite esencial obtenido en la probeta florentino. Por el método gravimétrico
volumétrico se determina el Porcentaje de Rendimiento de Aceite Esencial (%RAE) con

la siguiente expresion:
%RAE = Vol. AE (mL) / Pmuestra (g) x 100
Donde:
Vol. AE: Volumen del aceite esencial obtenido en mililitros.

P muestra: Peso de la muestra a destilar en gramos.

MICROORGANISMOS QUE ALBERGAN EN LA CAVIDAD ORAL

Generalidades:

En la cavidad oral albergan “innumerables microorganismos en un ecosistema” de

diversidad inmensa que aun no ha sido puesto en claro en su conjunto y esta lejos de ser

17, 31

entendido en toda su magnitud La cavidad bucal es muy compleja,
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aproximadamente existen méas de 700 especies que habitan o transitan por ella. Algunas
de ellas son causantes de patologias de alta incidencia, asi como caries o enfermedades

% Recientemente, la cavidad oral “se consideraba como un habitat

periodontales
sencillo para los microorganismos”, pero actualmente “se reconoce que los dientes, el
surco gingival, la lengua, otras superficies mucosas y la saliva, todos forman habitad o
sitios distintos donde los microorganismos se propagan y aumentan”. LOS
microorganismos en la cavidad oral tienen sus propios espacios en las cuales pueden
sobrevivir y multiplicarse de acuerdo a su especie, esto dependera del tipo de sustrato

indispensable para su supervivencia. 1"

DESARROLLO Y MULTIPLICACION DE LA FLORA ORAL.

a. Adherencia y multiplicacion.

Algunos microorganismos como bacterias, tienen habilidades de adherirse a diferentes
zonas de la cavidad oral, como las mejillas, paladar y lengua, “Streptococcus mutans y
sanguis se adhiere al esmalte dental debidos a la produccion de polisacérido extracelular
por la bacteria”. Para la multiplicacién bacteriana en la zona bucal, las bacterias deben
“permanecer como parte” de la flora oral, “una bacteria debe ser capaz de multiplicarse
en el sitio particular en que puede ser retenido”. Este fendmeno depende de mdltiples

factores 1731 32,

b. Sustratos para supervivencia microbiana.

Las bacterias tienen que tener capacidad de metabolizar los sustratos que estan

disponibles a partir de los alimentos o productos metabolizados de otras bacterias
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vecinas y asi poder colonizar. Son muchos los factores que contribuyen a la
proliferacion de los microorganismos en la cavidad bucal como son: el pH, el consumo
excesivo de carbohidratos, la cual incrementa el nimero creciente de bacterias en

particular Streptococcus mutans. *"3*

Flora bacteriana en la cavidad oral

La flora en la cavidad oral es compleja, ya que cada espacio tiene su propia poblacion
microbiana; en los labios predominan el Slaphylococcus albus y los micrococos
cutdneos con abundantes cantidades de estreptococos tipicos de la boca, también
podemos encontrar Candida albicans, Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes.
En la mejilla la bacteria que predomina es Sireplococcus miliar: le siguen en frecuencia
Streptococcus sanguis y salivarius.,, También podemos encontrar Haemophilus
influenzae y la especie Neisseria. El paladar también tiene su propia colonia en donde
albergan hemofilos, lactobacilos y levaduras Ademas, en estas zonas albergan
organismos respiratorios microscopicos como Haemophilus, Corynebaclerium,
Neisseria y Branhamella. En la lengua albergan distintos pipos de microorganismos
pero la especie que predomina este espacio es el Streptococcus salivarius, y representa
20-50% de la flora total, el Streptococcus mitis también esta colonizada por Candida

albicans. En el Surco gingival la flora bacteriana es muy variada

con 1000-1011 microorganismos por cada gramo de peso himedo de los “residuos
gingivales”. En los dientes encontramos una poblacion bacteriana variada, pero la

bacteria predominante es el Streptococcus mutans, como también Streptococcus bucal,
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bacilos, fibras grampositivos y algunos anaerobios gramnegativos estan constantemente

presentes 7313233,

Streptococcus mutans

Clarke en 1924, por primera vez aislé “microorganismos a partir de caries” dental a los
cuales los denomind “estreptococos mutantes”, porque con “la coloracion Gram se
observaban las bacterias de forma méas ovalada que redondeada, la cuél es la forma tipica
de los estreptococos, por lo que Clarke considerd que estas bacterias eran mutantes a
este género”, pero no fue mencionado como una especie independiente sino hasta la 8°

edicion de Bergey.* !’

El principal habitat del Streptococcus mutans es la superficie dentaria de las personas,
pero también pueden ser identificados en las partes posteriores de la cavidad oral. “Su
presencia en placa bacteriana se ve reflejada por el alto nivel de sacarosa” a partir de los

alimentos.’

Si observamos la estructura general de todos los streptococcus, Streptococcus mutans no
difiere del modelo general salvo en la ausencia de capsula, polisacarido C, complejos
fibrilares y las fimbrias que cuando existen, no son muy prominentes. Si no por el
contrario, en la pared celular destacan proteinas dotadas de diversas funciones, y
polisacéridos, distintos del C. Estos polisacaridos muestran distintas especificidades

antigénicas, lo que permite distinguir los serotipos a, b, ¢, d, e, f, g y h }"**

Streptococcus mutans sobrevive y se desarrolla en un pH neutro, son aciddricos por

sintetizar &cidos a pesar de sobrevivir en un medio neutro y acidogénicos por
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metabolizar azucares a acidos. Esta bacteria alcanza muy rapido el pH citrico el cual es
indispensable para iniciar el proceso de desmineralizacion. Streptococcus mutans
sintetiza &cido lactico la cual es muy importante para su virulencia e iniciar el proceso de

desmineralizacion del diente. %
Clasificacion de Streptococcus mutans

Los Streptococcus mutans “son genéticamente heterogéneos y pueden ser divididos en
distintos tipos. Esto ha sido posible por medio del estudio de estructuras antigénicas que
permiten reconocer hasta 8 serotipos, designados por letras que van de la A a la H. esta
subdivision puede ser confirmada por otros estudios, tales como el analisis de la pared
celular, electroforesis en gel de poliacrilamida o proteinas a partir de células completas,
examenes de las bases de ADN (porcentaje de guanina-citosina) y estudios de
hibridacion del ADN”. Estos serotipos se diferencian fisiolégicamente ya que la
fermentacion y la hidrolizacion de azucares es distinta, las cuales pueden ser

considerados en otras subespecies o especies. 33

“El Streptococcus mutans puede ser asimilado por los serotipos c, e, f mientras los

restantes han sido ubicados en las siguientes especies”:

“Streptococcus cricetus (serotipo a)”
“Streptococcus rattus (serotipo b)”
“Streptococcus sobrinus (serotipos d y g)”
“Streptococcus ferus (serotipo c)”

“Streptococcus macacae (serotipo h)”
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“Streptococcus downei (serotipo h)”

Las especies 0 serotipos de esta bacteria varia en distintas partes del mundo. “El serotipo
c es comun en Europa y América del Norte, mientras que el serotipo b es frecuente en
Africa del Norte”. EI motivo de la variacion de estos serotipos es desconocida y no todos
los serotipos son igualmente eficaces en la generacion de caries dental en animales de
estudio.”

La especie de Streptococcus mutans mas prevalente en el mundo son los serotipos c, e y
f. el cual estan presentes en el 90% de las personas en el mundo. Los Streptococcus
mutans pueden generar polimeros extracelulares solubles (dextranos y fructanos) e
insolubles (mutanos) a partir de la azucares como la sacarosa. Los polimeros insolubles
es muy importante para la adhesion del Streptococcus mutans a la superficie de los

dientes. 17

Metabolismo de la Sacarosa

Uno de los sustratos mas importante para estas bacterias, con respecto a su funcion como
agente causal de la caries, es el azlcar sacarosa. “De su metabolizacién deriva la
produccion de acidos y la sintesis de polisacaridos extra e intracelulares”. El
Streptococcus mutans en presencia del azicar de sacarosa produce una molécula de
glucano extracelular, polimero de la glucosa, la cual permite adherirse a la superficie de
los dientes generando asi una placa bacteriana el cual sera un foco de caries. La bacteria
utiliza solo una minima porcién del azucar de sacarosa para formar polisacaridos
extracelulares e intracelulares; la mayor parte de ella es empleado “como fuente

energética para el desarrollo” de los mismos.'" 3% %
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Cultivo

Streptococcus mutans es una bacteria anaerobio facultativo. Sobrevive a una temperatura
de 37 °C y un pH neutro y teniendo en cuenta estas consideraciones los medios de

cultivos para dicha bacteria son recomendadas las siguientes:

Como medio poco selectivo puede utilizarse MSA (mitis salivarius agar) que contiene
un 5 por 100 de sacarosa y como sustancias inhibidoras, telurito potasico, azul tripan y
cristal violeta. Como medio mas selectivo es MSB (mitis salivarius -bacitracina), que es
MSA al que se le afiade 0,2 U/ml de bacitracina y 15 gramos méas de sacarosa por 100.
Este medio esta considerado, por algunos investigadores como un inhibidor del serotipo

a (S.cricetus); pese a que esta especie es poco frecuente en la cavidad bucal humana'” %,

Colonizacion Inicial por Streptococcus mutans

En el afio 1980, el investigador Berkowitz et al dieron a conocer que la contaminacion
de cavidad oral de los nifios por Streptococcus mutans se produce con mayor frecuencia
en nifios mayores de los “12 meses de edad”.® Unos afios después, el investigador
“Caufield et al en 1993 dieron a conocer que esto ocurre en mayor demanda a la “edad
promedio de 26 meses” de edad. Sin embargo, autores como Mohan et al, en 1998
encontraron una “mayor colonizacion de Streptococcus mutans a partir de los 14 meses”
de vida del infante; mientras que, “Mattos - Granner y col, en el 2001 encontraron en la
poblacién brasilefia una mayor prevalencia de Streptococcus mutans en el 70.8% de
infantes entre la edad de 12 y 19 meses”, danto a conocer también que es un factor de

riesgo y que de acuerdo con los habitos dietéticos, costumbres y grado de contaminacion
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de caries por parte de la familia, el riesgo sera elevado o inferior. Hoy por hoy, “estudios
clinicos mas recientes han demostrado que los Streptococcus mutans pueden colonizar la
cavidad oral de los nifios predentados. “Los surcos de la lengua parecen ser el espacio

ecolégico mas importante” *’.

Asociacion entre Caries Yy la bacteria Streptooccus mutans

El problema de la caries dental ha sido entendido como un “estado dinamico de
desmineralizacion - remineralizacion que se genera como producto del metabolismo las
bacterias” implicadas en su produccion sobre la superficie de los dientes y que con el
paso del tiempo determina la pérdida de mineral dentario y posteriormente, la aparicion

de un orificio en el diente.!’

Muchas investigaciones han dado a conocer que la bacteria de Streptoccoccus mutans
tiene relacién con la placa bacteriana de caries. Por lo general en la saliva hay un
incremento significativo de estas colonias de bacterias previo a la formacién de la caries

dental. ¥’

En muchos estudios se observa que “la prevalencia de caries dental va en aumento de
acuerdo edad”. En los infantes inferiores de 12 meses de edad esta por debajo del 10%;
de igual forma, entre los 36 meses de edad esta en el 50%.'° Cuanto mas réapido ocurre la
colonizacidén por Streptococcus mutans aumenta la probabilidad de multiplicacion

cariogénica.*
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I11.  HIPOTESIS.

La presente investigacion tiene una hipotesis Implicita.
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IV. METODOLOGIA

4.1. DISENO DE LA INVESTIGACION
4.1.1. Materiales y reactivos
a. Materiales y equipos para extraer el aceite esencial:
- Hojas de Lippia alba “pampa orégano”
- Agua destilada
- Balanza
- Estufa
- Baldn de fondo plano
- Equipo Clevenger

b. Materiales y equipos para la preparacion de medios de cultivo

- Medio de cultivo: Agar BHI - Matraz de Erlenmeyer
- Agua destilada - Varillas de vidrio.

- Placas petri - Cocina eléctrica

- Pipetas - Mecheros

- Tubos de ensayo - Autoclave

- Balanza - Incubadora

- Probetas - Refrigeradora

c. Materiales para la prueba de sensibilidad antimicrobiana

- Agar BHI. - Agua destilada.
- Discos estériles de papel - Aceite esencial de Lippia
filtro. alba.
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- Dimetilsulféxido (DMSO) - Asade siembra

- Cepa de  Streptococcus - Pinzas esteériles
mutans activada - Placas petri

- Agua destilada - Mecheros

- Hisopos estériles - Guantes esteériles

d. Materiales para determinar resultados.
- Cémara digital
- Regla milimetrada
- Lapicero, lapiz

- Ficha de recoleccion de datos.

4.1.2. ldentificacion taxonémica y certificacion
Antes de trabajar con Lippia alba se realizd una identificacién taxondmica en el
Herbario de la Universidad Nacional de Trujillo “Herbarium Truxillense (HUT)”, la

planta pasé el analisis correspondiente y fue certificada.

4.1.3. Obtencidn del aceite esencial de Lippia alba (pampa orégano)
El aceite esencial fue obtenido por la estrategia del arrastre del vapor de agua. El
beneficio de esta técnica es que se puede utilizar grandes volumenes de material crudo,
y, ademas, su sencillez, esfuerzo minimo y eficiente.
La tecnica depende de la forma en que los aceites esenciales son arrastrados por la

inundacion de vapor de agua que se produce en la fuente de vapor, en ese punto esta
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mezcla (vapor de agua y aceite) se consolida pasando por un refrigerante de vidrio, el
aceite y el agua quedan separados por la densidad.

Se recolectaron hojas frescas de Lippia alba en la ciudad de Nuevo Chimbote —
Chimbote Provincia Del Santa del departamento de Ancash (22 m.s.n.m), las hojas
fueron lavadas rapidamente con agua destilada para eliminar restos de arena y polvo y se
conservaron hasta el dia siguiente. Se recolecto aproximadamente 4 kg de materia prima.
Al dia siguiente las hojas se secaron en estufa a 40°C por un promedio de 20 horas. 600
gramos del material seco fue troceado con una tijera previamente esterilizada hasta un

tamafio no mayor a 2mm.

Se procedio a realizar la hidrodestilacion en un equipo Clevenger a partir de 600 gramos
del material troceado por un tiempo promedio de 4 horas. Se obtuvo 7 ml de aceite
esencial, posteriormente se seco con sulfato de sodio anhidro y fue guardado hasta su

utilizacion en una refrigeradora.

4.1.4. Disolucion del aceite esencial de Lippia alba (pampa orégano).
Una vez que se obtuvo el aceite esencial de Lippia alba (pampa orégano), se realizd una
disolucién a 3 concentraciones 25 %, 50%, y 75%, usando como solvente

Dimetilsulfoxido (DMSO).

La disolucion se realizo de la siguiente manera:

Se utiliz6 como diluyente Dimetilsulfoxido al 25%

- Concentracion al 100%, 2ml de aceite esencial de Lippia alba puro.
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- Concentracion al 75%, 1.5ml de aceite esencial puro, mas 0.5 ml de
dimetilsulfoxido 25%.

- Concentracion al 50%, 1ml de aceite esencial puro, mas 1ml de
dimetilsulfoxido 25%.

- Concentracion al 25%, 0,5ml de aceite esencial puro, mas 1.5ml de

dimetilsulfoxido 25%.

4.1.5. Inhibicion de la cepa bacteriana
Se utilizaron cepas estandar de Streptococcus mutans ATCC (American Type Culture
Collection). Streptococcus mutans ATCC®25175, se reactivl la cepa patrén y se hiso

crecer en agar BHI (BRAIN HEART INFUSION AGAR)

4.1.6. Reactivacion de la cepa bacteriana streptococcus mutans atcc®25175
Para potenciar la cepa bacteriana Streptococcus mutans ATCC®25175™, bajo
condiciones estériles se sembro el contenido del vial en medio de Agar B.H.l y se llevé a
incubar a 37 °C por 48 horas.
Después de 48 horas se extrajo un inoculo en una placa con Agar B.H.I, y se llevo a
incubar por 24 horas més.?

4.1.7. Estandarizacion de la cepa patron Streptococcus mutans.
La estandarizacion de la cepa ATCC®25175 fue segun la escala de Mc Farland 0.5, para
lo cual se utilizé un inoculo de colonias de Streptococcus mutans en 5ml de suero
fisioldgico hasta obtener la misma turbidez que el patron de Mc Farland 0.5, el cual

indica que existe 1.5 x 10° bacterias por mililitro *.
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4.1.8. Prueba de inhibicion del crecimiento bacteriano del aceite esencial de
Lippia alba (pampa orégano) frente a la cepa patréon de Streptococcus
mutans ATCC®25173™,

Bajo condiciones de esterilizacion se procedi¢ a realizar la siembra usando un hisopo, se
tomo un inoculo bacteriano, y se sembro en 9 placas petri que contenian agar B.H.I.

Con pinzas previamente esterilizadas se procedio a colocar en cada placa 4 discos de
papel filtro con 10 ul del aceite esencial de Lippia alba (pampa orégano), en las
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%

En nueve placas se procedio a colocar 1 disco con 10 ul de clorhexidina 0.12% el cual se
usé como control positivo y 1 disco con DMSO al 25%.

Las placas fueron llevadas a anaerobiosis usando el método de la vela y fueron puestos a
incubar a 37 °C por un periodo de 48 horas.

Después de las 48 horas transcurridas se procedié a la lectura de las medidas de los halos
de inhibicidn, con la ayuda de una regla milimetrada.

4.1.9. Evaluacion del efecto antibacteriano

La medicion de los halos de inhibicién se realiz6 de manera cuantitativa por medicion
numérica de los halos, y cualitativa bajo las pautas de Duraffourd.?

Para evidenciar la sensibilidad que tienen los diversos microorganismos a diferentes
aceites esenciales Duraffourd, realizo “estudios estadisticos determinando tablas de
actividad antimicrobiana basada en porcentajes™.

Estos consideran la accion de los aceites esenciales en funcion al didmetro del halo de

inhibicién de crecimiento bacteriano (HICB).?
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* Nula (-), para un didmetro inferior a 8 mm.

« Sensibilidad limite (sensible = +) para un diametro comprendido entre 8 a 14
mm.

* Medio (muy sensible =++) para un didmetro entre 14 y 20 mm. Finalmente para

un didmetro superior a 20 mm el microorganismo es sumamente sensible (+++).

4.1.10. Prueba de accion antibacteriana.
El aceite esencial de Lippia alba a diferentes concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%)
fue aplicado en la cepa ATCC®25175 de Streptococcus mutans, la cual fue adquirida
del laboratorio Genlab, el cual fue reactivamente exitosa en Agar BHI, luego fue
sometida a tincion Gram para observar Streptococcus mutans, la cual dio como resultado

coloracion Gram (+).

4.2. POBLACION Y MUESTRA

POBLACION

Poblacién a trabajar cepa estandar de Streptococcus mutans ATCC®25175™.

MUESTRA

Aceite esencial de Lippia alba “pampa orégano”

4.3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variables de control:

Control positivo Clorhexidina 0.12%

Control negativo Dimetilsulfoxido (DMSO 25%)
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Variable Independiente Definicion Indicadores Escala Categorias
Concentracion del aceite | Porcentaje del aceite | Porcentajes de 25%
esencial de Lippia alba | esencial de Lippia | disolucion del aceite 50%
“pampa orégano” alba “pampa orégano” | esencial Lippia alba | Nominal |75
“pampa orégano” 100%
Variable dependiente Definicion Indicadores Escala Categorias

Inhibicion del crecimiento | Es la inhibicion en | Tamafo del halo de

bacteriano de | el crecimiento de | inhibicion formado

Streptococcus mutans | las bacterias debido | alrededor del disco

ATCC®25175™ a la presencia del | embebido con el | Razén 0-—25mm
aceite esencial de | aceite esencial de
Lippia alba | Lippia alba “pampa
“pampa orégano” orégano”

4.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
Los datos obtenidos fueron recolectados en una ficha de forma manual y visual, para la

medicion de los halos de inhibicién se usé una regla milimetrada, después se procedié al

calculo en Microsoft Excel.
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4.5. PLAN DE ANALISIS.
Los datos recolectados se presentaran en gréficos y tablas de frecuencia, se utilizé hoja
de célculo Microsoft office Excel para comparar los resultados de la inhibicion del
crecimiento de la cepa a diferentes concentraciones del aceite esencial de Lippia alba y
contrastar estas medidas, en momentos diferentes, en el grupo control y

experimentacion.

4.6. MATRIZ DE CONSISTENCIA.
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Titulo de la| Pregunta de | Objetivos Hipotesis Variables Tipo de | Metodologia
investigacion investigacion investigacion
Actividad ¢Cual es la | Objetivo general. El  aceite | Independiente: Explicativa de | Poblacién a
inhibitoria del | actividad Determinar la actividad | esencial de | Concentracion del | nivel trabajar cepa
crecimiento de la | inhibitoria del | inhibitoria del crecimiento | Lippia alba | aceite esencial de | cuantitativa estandar de
cepa patrén de | crecimiento de la | cepa patron de | (pampa Lippia alba Streptococcus
Streptococcus | cepa  patron  de | Streptococcus mutans | orégano) “pampa orégano” mutans
mutans Streptococcus ATCC®25175TM frente al | tiene efecto | Dependiente: ATCC®25175™.
ATCC®25175T | mutans aceite esencial de Lippia | antibacteria | Inhibicion del
M por accionde | ATCC®25175TM | alba “pampa orégano” a | no sobre | crecimiento
aceite esencial de | frente al aceite | diferentes concentraciones. | cepa patron | bacteriano de
Lippia alba esencial de Lippia | Objetivos especificos. de Streptococcus
(Pampa orégano). | alba “pampa | Determinar el efecto | Streptococc | mutans
orégano” a | antibacteriano in vitro del | us mutans | ATCC®25175™
diferentes aceite esencial de Lippia | ATCC®251
concentraciones? alba a las concentraciones | 75™.

25%, 50%, 75% y 100%.
Determinar el halo de
inhibicion de crecimiento
bacteriano in vitro de la
cepa patron Streptococcus
mutans ATCC®25175TM
en los discos embebidos a
diferentes concentraciones
del aceite esencial de Lippia
alba (pampa orégano).
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4.7. PRINCIPIOS ETICOS.
Se promovera la recuperacion del conocimiento tradicional sobre el uso del aceite
esencial de Lippia alba, no solo para preservar su legado cultural, sino también para
registrar informacion relevante y demostrar cientificamente sus efectos terapéuticos que
serviran como nuevas fuentes de medicamentos y otros beneficios para la humanidad. La
finalidad es contribuir con la proteccion de la biodiversidad, puesto que es un bien

comun.
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V. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS

Tabla 1 Actividad inhibitoria del crecimiento sobre la cepa “Streptococcus mutans

ATCC®25175™" por efecto del aceite esencial de Lippia alba (pampa orégano) a
diferentes concentraciones

Placas Aceite Aceite Aceite Aceite Clorhexidina DMSO
25% 50% 75% 100% 0.12% 25%

1 7 mm 9 mm 26 mm 20 mm 15 mm 5 mm
2 23 mm 16 mm 9mm 26 mm 14 mm 5mm
3 6 mm 11 mm 9 mm 32 mm 15 mm 5 mm
4 12 mm 25 mm 8 mm 14 mm 15 mm 5 mm
5 21 mm 36mm 62mm 62 mm 13 mm 5 mm
6 30 mm 20mm 30mm 38 mm 10 mm 5mm
7 22 mm 26 mm 12mm 20 mm 16 mm 5 mm
8 10 mm 20 mm 38 mm 44 mm 15 mm 5mm
9 8 mm 10 mm 26 mm 34 mm 14 mm 5mm

Fuente: Ficha de recoleccion de datos post inhibicidn del crecimiento de Streptococcus

mutans ATCC®25175™
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Tabla 2 Tamarfio de “halos de inhibicion en cepas de Streptococcus mutans despueés de
aplicar aceite esencial” de Lippia alba al 25%, 50%, 75% y 100%

% de aceite Clorhexidina DMSO
esencial 25% 50% 75% 100% 0.12% 25%
Promedio 154mm 192mm 244mm 32.2 mm 14.1 mm 5mm
Mediana 12 mm 20 mm 26 mm 32 mm 15 mm 5mm

Varianza 75.03 mm 78.69 mm 316.53 216.44 3.11 mm 0 mm

Desv. tip. 8.7 mm 8.9 mm 17.8 14.7 mm 1.8 mm 0 mm
Valor minimo 6 mm 9 mm 8 mm 14 mm 10 mm 5 mm
Valor maximo 30 mm 36 mm 62 mm 62 mm 16 mm 5 mm

Fuente: Ficha de recoleccion de datos post inhibicion del crecimiento de Streptococcus
mutans ATCC®25175™
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Tabla 3 “Efecto antibacteriano del aceite esencial” de Lippia alba 25%, 50%, 75% y
100% en cepas de Streptococcus mutan ATTCC®25175 “segun escala de Duraffourd”

Aceite Aceite Aceite Aceite CONTROL CONTROL
esencial de  esencial de  esencialde esencialde POSITIVO NEGATIVO

Lippiaalba Lippiaalba Lippiaalba Lippiaalba CLORHE DMSO 25%

al 25% al 50% al 75% al 100% XIDINA
0.12%
Nula (-) 2(22 %) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 9(100%)

sencible (+) 3(33%) 3(33%) 3(33%) 0(0%) 2(22%) 0(0%)

muy sensible 0(0%) 1(11.1%) 1(11.1%) 1(11.1%) 7(78%) 0(0%)
(++)

sumamente 4(44.4%) 5(55.5%) 5(55.5%) 8(88.8%) 0(0%) 0(0%)

sensible (+++)
Total, de placas 9 9 9 9 9 9

Fuente: Ficha de recoleccion de datos post inhibicion del crecimiento de Streptococcus
mutans ATCC®25175™
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7 A B Aceite esencial al 25%

M Aceite esencial al 50%

E Aceite esencial al 75%

NUMERO DE PLACAS
(6]

4 .
! M Aceite esencial al 100%

3 .

5 B Control positivo Clorhexidina

0.12%
1 4 M Control negativo DMSO 25%
0
nula sencible muy sencible sumamente
sencible

Gréfico 1 “Efecto antibacteriano del aceite esencial” de Lippia alba 25%, 50%, 75% y
100% en cepas de Streptococcus mutan ATTCC®25175™ <“segin escala de
Duraffourd”
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5.2. ANALISIS DE RESULTADOS

Se obtuvo aproximadamente 9 ml de aceite esencial a partir de 600 gr de hojas secas de
Lippia alba (pampa orégano), “mediante la técnica de arrastre de vapor de agua”. El
rendimiento del aceite esencial fue de 1.5% v/p. este resultado es similar a los resultados
de la investigacion de Jorge A. et al®, en 1996, en la que obtuvo 2,2% v/p de rendimiento
de aceite esencial.

En la investigacion realizada se recolecto Lippia alba “pampa orégano” del distrito de
Nv. Chimbote — Chimbote, provincia Del Santa — Ancash, se tomé en cuenta estudios de
Pino y colaboradores® por poseer mejores propiedades fisicoquimicas, lo que nos
indicaria un mayor contenido de aceite esencial y mejores condiciones para nuestro

estudio.

El aceite esencial de Lippia alba que se obtuvo fue una sustancia oleosa de color verde
transparente, el cual fue producto de la extraccion de las hojas secas de la planta, en el
equipo Clevenger mediante el método de arrastre de vapor de agua. No existen estudios
que contribuyan con efectividad antibacteriana de Lippia alba contra Streptococcus

mutans, pero si presenta actividad bactericida contra otras cepas.

Para realizar nuestros resultados cualitativamente “se tomaron en cuenta las pautas de
Duraffoud que se basaron en un trabajo de Lapraz que en 1979 realizd estudios
estadisticos que le permitieron establecer tablas de actividad antimicrobiana de aceites
esenciales frente a un gran nimero de microorganismos determinando el porcentaje de

accion de aceites esenciales de diversas plantas™.?
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En la tabla 1 se puede observar que el aceite esencial de Lippia alba a concentraciones
de 25%, 50%, 75% y 100% vy el control positivo de Clorhexidina al 0.12% presenta
actividad inhibitoria del crecimiento de la cepa patron de Streptococcus mutans
ATCC®25175™ vy el control negativo DMSO no presenta actividad inhibitoria del
crecimiento (los 5mm es el didmetro del disco). Mis resultados son similares a los de
Cosco, el cual inhibi6 el crecimiento de Streptococcus mutans y la flora mixta salival
por efecto de aceite esencial de Matricaria chamomilla “manzanilla” el cual tuvo como
resultados positivos a concentraciones de aceite 25%, 50% y 100% y el control positivo
clorhexidina 0.12% tuvo mayor efectividad que el aceite al 100%.% De igual forma mi
investigacion coincide con la de Guerrero, que determino el efecto antibacteriano in
vitro del aceite esencial de Minthostachys mollys (mufia) en streptococcus mutans,
donde obtuvo resultados positivos con el aceite esencial a concentraciones de 25%, 50%
y 100%, el control positivo amoxicilina fue superior al aceite esencial al 100% vy el
control negativo dimetilsulfoxido al 25% no tuvo efecto antibacteriano.” Esto indica que
el aceite esencial de Lippia alba “Pampa orégano” tiene superior efecto inhibitorio en el
crecimiento de la cepa Streptococcus mutans, por otro lado al igual que la investigacion
de Gerrero,?> el DMSO no inhibe el crecimiento de la cepa, por tal cual, se estaria
confirmando que no es el diluyente quien ejerce actividad inhibitoria de nuestra cepa de

bacteria estudiada.

En la tabla 2 se observan los promedios obtenidos de las sustancias aplicadas en la cepa
patron de Streptococcus mutans el promedio del control positivo (Clorhexidina 0.12%)

fue menor 14.1 mm, que el aceite esencial de Lippia alba al 100%, el cual se obtuvo un
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halo de inhibicion de 32.2 mm, el aceite esencial de Lippia alba al 75% tubo un halo de
inhibicion de 24,4mm, al 50% se obtuvo un halo de inhibicion de 19.2 mm, al 25% se
obtuvo un halo de inhibicién de 15.4 mm vy el control negativo de DMSO 25%
(dimetilsulféxido) no obtuvo halo de inhibicién del crecimiento bacteriano, lo que se
consider6 que los 5mm es el tamafio del diametro del disco. Coincide con la
investigacion de Cosco®, en donde obtuvo promedios de halos de inhibicién con aceite
esencial de Matricaria chamomilla “manzanilla”, sobre cepa patron de Streptococcus
mutans ATCC®25175™, concentracion al 25% 10.2mm, concentracién al 50%
17.8mm, concentracion al 100% 22mm y control positivo clorhexidina 0.12% 24.2mm.
También coincide con los resultados de Guerrero?, donde obtuvo promedios de halos de
inhibicién con aceite esencial de Minthostachys mollys sobre sobre cepa patréon de
Streptococcus mutans ATCC®25175™, concentracion al 100% media de 10.79 mm,
concentracion al 50% media de 7.6 mm, concentracion al 25% media de 5.0 mm, control
positivo amoxicilina 49.3 mm y control negativo DMSO 5.0 mm. Estos resultados
obtenidos indican que el aceite esencial de Lippia alba tiene mayor efecto inhibitorio del
crecimiento de Streptococcus mutans, el cual para mi investigacion es relativamente
bueno.

En la tabla 3 se organizo los resultados segun la escala de Duranffourd, en la que se
obtuvo para el aceite esencial de Lippia alba al 100% un 0% con accion nula, un 0% con
accion sensible, un 11.1% con accion muy sensible y un 88.8% con accién sumamente
sensible sobre la cepa patrén de Streptococcus mutans ATCC®25175™ el aceite
esencial al 75% se obtuvo un 0% con accion nula, 33% con accion sensible, 11.1% con

accion muy sensible y un 55.5% con accion sumamente sensible sobre la cepa patron de
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Streptococcus mutans, el aceite esencial al 50% se obtuvo un 0% con accion nula, 33%
con accion sensible, 11.1% con accion muy sensible y un 55.5% con accion sumamente
sensible sobre la cepa patron de Streptococcus mutans, el aceite esencial al 25% se
obtuvo un 22% con accion nula, un 33% con accion sensible, 0% con accion muy
sensible y un 44.4 % con accion sumamente sensible, el control positivo (Clorhexidina
0.12%) se obtuvo un 0 % con accion nula, un 22% con accién sensible, un 78% con
accion muy sensible y un 0% con accion sumamente sensible, a diferencia del control
negativo DMSO que se obtuvo un 100% de accion nula. Segun la escala de Duranfourd
indican que mis resultados son relativamente buenos y con la minima concentracion que
se trabajo “aceite esencial al 25%” tiene alto porcentaje de accion sumamente sensible el
cual es relativamente bueno.

En esta investigacion se buscd determinar si el aceite esencial de Lippia alba “pampa
orégano” ejercia efecto inhibitorio del crecimiento de la cepa patrén Streptococcus
mutans ATCC®25175™, con estos resultados, se observa y se demuestra la existencia
de un efecto de inhibicién del desarrollo bacteriano con el aceite estudiado, segin los
resultados obtenidos; ademé&s se encontré diferencias significativas con respecto al
tamaiio del halo de inhibicion a distintas concentraciones de aceite esencial de Lippia

alba.

Los resultados de esta investigacion son de mucha importancia ya que contribuyen a
validar el potencial del aceite esencial de Lippia alba como un antibacteriano y que
podria ayudar a la formulacion de productos medicinales en el manejo de la salud bucal,

y otros.
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VI.

CONCLUSIONES.

El aceite esencial de Lippia alba (pampa orégano) al 100%, presentd mayor
efecto inhibitorio del crecimiento de la cepa patron de Streptococcus mutans
ATCC®25175™ con un halo promedio de 32.2 mm, comparado con las
concentraciones al 75 %, 50% y 25%.

Segun la escala de Duranffourd, el aceite esencial de Lippia alba al 100%
presento actividad sumamente sensible (+++) sobre la cepa patrén de
Streptococcus mutans ATCC®25175™.

El control positivo (Clorhexidina 0.12%) presento menor tamafio de halo de
inhibicién promedio de 14.1 mm, comparado con el aceite esencial de Lippia
alba al 25% cuyo promedio fue de 15.4 mm, lo que indica comparado con este
control presento mayor efecto inhibitorio del crecimiento de Streptococcus

mutans ATCC®25175™,
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ANEXOS

Figura 1. Certificacion de Lippia alba por la Universidad Nacional de Trujillo
“Herbarium truxillense (HUT)”

Figura 2. Recoleccion de hojas de Lippia alba (pampa orégano)
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Figura 3. Deshidratacion de Lippia alba, en estufa a 40 °C

Figura 4. Cortando Lippia alba para obtener aceite esencial en equipo Clevenger.
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Figura 5. Colocando Lippia alba troceada en equipo Clevenger.

Figura 6. Obtencion aceite esencial de Lippia alba por medio de equipo Clevenger




Figura 7. Aceite obtenido de Lippia alba

Figura 8. Preparacion de medio de cultivo de Streptococcus mutans.




Figura 9. Esterilizacion de medio de cultivo para siembra de Streptococcus mutans.

Figura 10. Siembra realizada, inhibiendo el crecimiento de cepa patrén de
Streptococcus mutans ATCC®25175TM, por aceite esencial de Lippia alba a

diferentes concentraciones en anaerobiosis en método de la vela.
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Figura 11. Halos de inhibicion de cepa patrén de Streptococcus mutans

ATCC®25175TM por aceite esencial a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%

50%

20%

100%

75%

Figura 12. Halo de inhibicion de cepa patron de Streptococcus mutans

ATCC®25175TM por control positivo Clorhexidina 0.12%
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Figura 13. Placas de inhibicion del crecimiento de cepa patron de Streptococcus

mutans por aceite esencial de Lippia alba.

Figura 14. Realizando observacion morfoldgica de cepa patron de Streptococcus

mutans ATCC®25175™, por tincién Gram.




ANEXO 1

TABLA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA MEDIDA DE LOS HALOS
DE INHIBICION SOBRE LA CEPA PATRON STREPTOCOCCUS MUTANS

ATCC®25175™

Placas

Aceite 25%

Aceite
50%

Aceite
75%

Aceite
100%

Clorhexidina
0.12%

DMSO 25%
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