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5. RESUMENY ABSTRACT

Resumen

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Lippia
alba al 30% 50% y 60% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Metodologia:
Este estudio fue de tipo cuantitativo, nivel explicativo, disefio experimental, cuya
poblacién estuvo conformada por 10 repeticiones de cada grupo de cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, los cuales fueron incubados en Caldo Brain Heart
Infusion (BHI) y en Agar TSYB. Asimismo, se recolectd e identificd la planta de
Lippia alba de la cual se extrajo su aceite en diferentes concentraciones 30, 50 y 60 %.
El efecto antibacteriano se evalué mediante el método de KIRBY BAUER. Resultado:
El promedio de los halos de inhibicion del aceite esencial al 30% obtuvo una media
11.17 mm, al 50% una media 13.91 mm, y al 60% una media 17.72 mm. Se aplico la
prueba ANOVA, encontrando P=0.00, existe diferencia estadistica significativa entre
los tres tipos de concentraciones. Conclusion: El aceite esencial de Lippia alba al
60% presentd mayor efecto antibacteriano frente a Streptococcus mutans que las otras

dos concentraciones.

Palabras clave: Antibacteriano, Aceites de plantas, Lippia, Streptococcus mutans.
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Abstract

Objective: Determine the in vitro antibacterial effect of Lippia alba essential oil at
30%, 50% and 60% against Streptococcus mutans ATCC 25175. Methodology: This
study was quantitative, explanatory level, experimental design, whose population
consisted of 10 repetitions of each group of strains of Streptococcus mutans ATCC
25175, which were incubated in Brain Heart Infusion Broth (BHI) and in TSYB Agar.
Likewise, the Lippia alba plant was collected and identified, from which its oil was
extracted in different concentrations: 30, 50 and 60%. The antibacterial effect was
evaluated by the KIRBY BAUER method. Result: The average of the inhibition halos
of the essential oil at 30% obtained an average of 11.17 mm, at 50% an average of
13.91 mm, and at 60% an average of 17.72 mm. The ANOVA test was applied, finding
P= 0.00, there is a significant statistical difference between the three types of
concentrations. Conclusion: The essential oil of Lippia alba at 60% had a greater

antibacterial effect against Streptococcus mutans than the other two concentrations.

Keywords: Antibacterial agent, Lippia, plant oils, Streptococcus mutans.
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INTRODUCCION

Se conoce a la caries dental como una enfermedad multifactorial y muy frecuente
en nuestra sociedad, a pesar del tiempo y de los nuevos estudios alcanzados aln es
preocupante su alta tasa de prevalencia en nuestro pais, segun el Gltimo estudio
nacional del estado bucal de nifios de 6 a 15 afios de edad, la prevalencia de caries
dental a los 12 afios fue de 87% con un indice de CPOD de 3,7. Los programas
béasicos de salud bucal (preventivo promocionales) no logran disminuir los indices
epidemioldgicos en enfermedades bucales.!

El principal responsable de esta enfermedad es una bacteria llamada Streptococcus
mutans, el cual cumple un papel muy importante y que junto a otros
microorganismos participan activamente en la patogénesis de la caries dental,
dentro de la cavidad oral encontramos mas de 700 especies bacterianas, algunas de
ellas se transforman en bacterias patogénicas, aciddricas y acidogénicas. El
Streptococcus mutans produce acido lactico, acido propidnico, acido acético y
acido férmico cuando metaboliza carbohidratos fermentables como la sacarosa,
glucosa y fructosa. Estos acidos disuelven rapidamente el mineral del esmalte,
permitiendo asi su desmineralizacion.?

Debido a las altas tasas de prevalencia de caries dental, y mas aln en una sociedad
de bajos recursos, es imposible controlar esta enfermedad, es por ello que se busca
soluciones accesibles para combatir esta enfermedad, y una de ellas es a través de
los antibacterianos procedentes de las plantas naturales. En nuestro pais contamos
con numerosas plantas con propiedades medicinales, de las cuales desconocemos
sus beneficios, entre ellas esta la Lippia alba. Esta planta crece en ambientes donde

hay alta intensidad luminica, se distribuye desde el sur de los Estados Unidos, toda



Centro América y América del Sur hasta el norte de Argentina®. La Lipia alba es
un arbusto aromatico y medicinal cominmente se usa como planta ornamental por
poseer lindas flores y de colores muy variados, y sus hojas en infusiones. Su aceite
en su forma esencial posee dos sustancias fundamentales, los terpenoides y los
fenilpropanaoides.* Esta tiene diversos usos comerciales y medicinales por poseer
propiedades, sedativas, calmantes, antidepresivas, antibacteriano, desinflamatorio,
antipirético, antidiarreico, antifingico, actua a nivel intestinal y hepatico, tiene
actividad anticolesterolémica, y otras propiedades que le hacen Unica y poderosa
en nuestro medio.>®. Las Ultimas investigaciones demuestran que los extractos y

aceites esenciales de esta planta han demostrado ser bioactivos in vitro e in vivo.

Dado lo mencionado, se expreso el siguiente enunciado del problema: ;Cuél es el
efecto antibacteriano, in vitro, del aceite esencial de Lippia alba a diferentes
concentraciones al 30, 50 y al 60% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175?
De la tal manera se consider6 como objetivo general comparar el efecto
antibacteriano, in vitro, entre diferentes concentraciones del aceite esencial de
Lippia alba frente a Streptococcus mutans ATCC 25175; y como objetivos
especificos evaluar el efecto antibacteriano, in vitro, del aceite esencial de Lippia
alba a concentraciones de 30, 50 y 60% frente a Streptococcus mutans ATCC

25175.

Por otro lado, la justificacién de esta investigacion tiene como base, evaluar el
poder antibacteriano de Lippia alba, pudiéndose elaborar a partir de ésta muchos

medicamentos a futuro aplicados a la odontologia en forma de geles, pastas,



colutorios y barnices para combatir a la caries dental brindando alternativas

beneficiosas para nuestra sociedad a bajo costo y de facil uso.

El aporte cientifico de este estudio, es ampliar el conocimiento a la ciencia, ya que
hay pocos estudios que demuestren el efecto antibacteriano del aceite esencial de

Lippia alba, especificamente sobre bacterias de Streptococcus mutans.

El presente estudio se realizd en el mes de junio en el Laboratorio Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo. Esta investigacion busco
determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Lippia alba frente a
Streptococcus mutans. Fue de tipo cuantitativo, disefio experimental, prospectivo,
transversal, analitico y nivel explicativo. La poblacidén y muestra se constituyé por
placas Petri cultivadas con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, y se
elabor6 10 repeticiones de cada una con las concentraciones del aceite esencial
respetivamente. Se recolecto y se selecciond la planta de Lippia alba de lo cual se
obtuvo aceites esenciales en tres concentraciones, 30, 50 y 60% EI efecto
antibacteriano se determiné mediante el método de KIRBY BAUER. De tal
manera que se obtuvo los siguientes resultados del aceite esencial de Lippia alba
al 30% obtuvo una media de 11.17 mm, al 50% una media de 13.91 mm, y al 60%
una media de 17.72 mm. En conclusion, el aceite esencial de Lippia alba al 60%

presento superior efecto antibacteriano que las demas concentraciones.



Revision de la literatura

2.1 Antecedentes

INTERNACIONALES

Porfirio M.8 (Brasil, 2017). Realiz6 un estudio sobre “Actividad antibacteriana y
antibiofilm in vitro del aceite esencial de Lippia alba, citral y carvona contra
Staphylococcus aureus”. Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana y
antibiofilm de los aceites esenciales de tres quimiotipos de lippia. alba y de sus
compuestos principales (citral y carvona) contra Staphylococcus aureus.
Metodologia: Se recolectaron tres tipos de Lippia. alba, en diferentes periodos,
se trituraron y se sometieron a hidrodestilacion utilizando un aparato tipo
Clevenger, los aceites se transfirieron a matraces de vidrio que se mantuvieron a
-5 ° C hasta su uso. Se observo un rendimiento de 0,578% p / p, 1,203% p / py
2,654% p / p para LA1EO, LA2EO y LA3EO, respectivamente. Se utilizd
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y se reactivé en Agar Soya Tripticasa para
analisis bacteriologicos. La formacion de biopelicula se evalud utilizando la
técnica de placa de microvaloracion con el ensayo de violeta de cristal 0,1%, se
someti0 a lectura de absorbancia, las placas se sometieron a un bafio de
ultrasonidos (GNATUS Digital Ultrasonic Cleaner) durante 5 minutos, que se
sembraron (10 uL por triplicado) en Agar Soya Tripticasa (Difco), y se incubaron
a 37 ° C durante 24 h. Se utilizd el analisis estadistico ANOVA seguido de la
prueba de Student-Newman-Keuls con intervalo de confianza del 95%.
Resultado: Todos los aceites esenciales de Lippia alba presentaron potencial de

inhibicién (100%) de Staphylococcus aureus a la concentracion de 0.5 mg



mL ~! de LA1EO, LAZ2EO, citral y carvona. Ademas, se observd inhibicion
potencial en las tres concentraciones por debajo de 0,5 mg mL " de LAEO, citral
y carvona. Conclusién: Se demostro el efecto in vitro de los aceites esenciales de
tres especimenes de Lippia alba contra el plancton y el biofilm de Staphylococcus

aureus.

Tofifio R.° (Colombia, 2016). Realizé un estudio sobre el “Efecto de los aceites
esenciales de Lippia alba y Cymbopogon citratus sobre las biopeliculas de
Streptococcus mutans y la citotoxicidad en células CHO”. Objetivo: Evaluar la
capacidad de erradicacion de biofilms de Streptococcus mutans y la toxicidad en
células eucariotas de los aceites esenciales de Lippia alba y Cymbopogon citratus.
Metodologia: El aceite esencial de C. citratus se extrajo de un cultivo franco muy
fértil, ligeramente acido y la planta de L. alba se extrajo en el laboratorio de
Productos Naturales de la Universidad de Cordoba, de suelos franco arcillosos de
fertilidad moderada, ligeramente acidos. Los aceites esenciales se extrajeron
mediante destilacion al vapor y luego se determind su composicién quimica. Se
utilizé6 el ensayo MBEC de alto rendimiento (MBEC-HTP) (Innovotech,
Edmonton, Alberta, Canada) para determinar la concentracion de erradicacion de
las biopeliculas de la cepa de S. mutans ATCC 35668. Para verificar la formacion
de biopeliculas, se colocaron en 200 mL de solucion salina al 0.9% en un
limpiador sénico (MIDMARK Soniclean modelo M 150) durante 30 min. Con las
suspensiones resultantes, se realizaron diluciones seriadas de 10 a 108 y estos se
cultivaron en placas de agar BHI afiadiendo sacarosa al 10%. Resultado: Los

componentes principales de ambos aceites fueron geraniol y citral; en L.



albal189% y 15,9%, respectivamente, y enC. citratus31,3% vy
26,7%. Los aceites esenciales de L. alba presentaron una actividad erradicadora
frente a biofilms de S. mutans del 95,8% en concentracion de 0,01 mg / dL y los
aceites esenciales de C. citratus mostraron dicha actividad erradicadora del 95,4%
en la misma concentracion. Conclusion: Los aceites esenciales de L. alba y C.
citratus mostraron actividad antibacteriana frente a biofilms de Streptococcus

mutans.

Paulo L.1° (Brasil, 2015). Realiz6 un estudio sobre “Aceites esenciales y
compuestos aislados de hojas y flores de Lippia alba: Actividad antimicrobiana y
apoptosis de osteoclastos”. Objetivo: Investigar si los aceites esenciales de Lippia
alba muestran in vitro actividad antibacteriana contra patdgenos periodontales,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans; ATCC
43717), Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum; ATCC 25586) vy
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis); mediante la determinacion de su
concentracion inhibitoria minima (CMI) y concentracion bactericida minima
(MBC). Metodologia: Se aplicé la técnica de hidrodestilacion con vapor para la
extraccion de los aceites esenciales de las hojas y flores secas. La composicion
quimica de los aceites esenciales se determind mediante cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC / MS). La prueba de susceptibilidad antimicrobiana
se realiz6 segun el método de macrodilucion en caldo. Se prepararon soluciones
de aceites esenciales (50 mg / ml), usando Tween-80 al 10% como disolvente.
Resultados: Los valores observados para P. gingivalis, en el aceite esencial

extraido de las hojas de Lippia alba fue de MIC 0,00625 mg / ml, y para B. fragilis



CMI 0,4 mg / ml. En cuanto al aceite esencial extraido de las flores, para P.
gingivalis CMI 0.0125 mg / ml, para A. actinomycetemcomitans CMI> 3,2 mg /
ml, B. fragilis CMI 1,6 mg/ mly para F. nucleatum CMI 0,8 mg/ ml. Conclusion:
Los aceites esenciales extraidos de las hojas y flores de Lippia alba tienen
actividad antimicrobiana contra los principales microorganismos periodontales

gramnegativos.

Salete F.!! (Brasil, 2014). Realizé un estudio sobre “Accion de los aceites
esenciales de especies medicinales autdctonas y exdticas brasilefias sobre las
biopelicula orales”. Objetivo: Evaluar la actividad de los aceites esenciales de
veinte plantas medicinales contra las células plancténicas y las biopelicula de
patdgenos orales, asi como la composicién quimica de los aceites mas activos.
Metodologia: Los aceites esenciales se obtuvieron a partir de 100 g de partes
frescas de plantas mediante destilacion de agua utilizando un sistema tipo
Clevenger. Se estudiaron los siguientes patdgenos orales: Candida albicans,
bacterias Streptococcus sanguis ATCC 10556, Streptococcus mitis ATCC 903,
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 y Fusobacterium nucleatum ATCC
25586. Cada biofilm adherido se transfiri6 mediante técnica de hisopo a la
superficie de agar sangre o agar SDA en placas de Petri y se incub6 a 30 ° C por
hasta cinco dias. Resultados: Los datos obtenidos presentaron actividad
antimicrobiana de fuerte a moderada contra todos los microorganismos, Candida
albicans CMI 0.250, Fusobacterium nucleatum CMI 0.125, Porphyromonas

gingivalis, Streptococcus sanguis y Streptococcus mitis, la cual presentaron el



mismo resultado CMI 0.250. Conclusion: Los aceites esenciales de Lippia alba

presenta actividad antibacteriana sobre las biopeliculas orales.

Terezinha F? (Brasil, 2014). Realiz6 un estudio que demostrd “Variabilidad
estacional de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Lippia alba”.
Objetivo: Evalud la actividad antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de
Lippia alba frente a microorganismos de importancia alimentaria, relacionando
los resultados observados con los meteoroldgicos. Metodologia: Se recolectaron
muestras de las hojas de Lippia alba (MILL.) NEBrown (Verbenacea), las cuales
se sometieron a hidrodestilacion durante 4 h, utilizando un aparato tipo Clevenger,
el aceite obtenido se transfirié a botellas de vidrio color &mbar. Las especies
bacterianas patdgenas que se utilizaron en este estudio fueron Escherichia coli
ATCC 10536, Listeria innocua ATCC 19115, Listeria monocytogenes ATCC
33090, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella choleraesuis ATCC
10708 y Staphylococcus aureus ATCC 6538P. Para evaluar la actividad
antimicrobiana se utiliz6 el método de difusion en agar. La actividad
antimicrobiana se evalué midiendo los diametros de los halos de inhibicion del
crecimiento alrededor de los pocillos. Resultados: El aceite esencial de Lippia
alba demostro actividad antimicrobiana contra todas las especies Gram positivas.
El aceite esencial obtenido de diciembre a febrero tuvo la mejor respuesta frente
a la especie S. aureus (5,9 mg / ml). Contra L. Monocytogenes, de junio a agosto
(11,7 mg / ml), mientras que para L. Innocua, obtuvo una respuesta similar en los

tres periodos del afio (23,4 mg / mL). Conclusion: El aceite esencial de las hojas



de Lippia alba demuestra actividad antimicrobiana contra todas las especies
bacterianas analizadas y la estacionalidad de los componentes del aceite influye

en esta actividad antimicrobiana.

Ramon J.1* (Colombia, 2007). Realizé un estudio que demostrd “Actividad
antimicrobiana in vitro de volatiles y no voléatiles de Lippia alba y extractos
orgénicos y acuoso de Justicia pectoralis cultivadas en diferentes pisos térmicos
del departamento del Tolima”. Objetivo: Valorar la actividad antibacteriana in
vitro de volatiles y no volatiles de Lippia alba y extractos organicos y acuoso de
Justicia pectoralis. Metodologia: Realiz6 un estudio tipo experimental, el
material vegetal se recolect6 en el municipio de Chaparral en el departamento del
Tolima. Los aceites esenciales fueron obtenidos por hidrodestilacion de 100g de
material vegetal, durante 2 h en un equipo Clevenger. Se emple6 el método de
difusion en agar con disco y diluciones dobles seriadas en medio liquido. Los
discos se impregnaron por 5 minutos con c/u de los extractos, aceites esenciales,
los distintos controles negativos (etanol 96%, acetato de etilo, agua destilada y
metanol) ademas de los diferentes controles positivos para cada uno de los
microorganismos, se incubaron las placas a 37° C por 24 h y después de este
periodo se midieron los halos de inhibicion en cm. Resultado: Se procedio a
evaluar las concentraciones de 50, 25 y 12,5 % en Staphylococcus aureus
presentando un halo de inhibicion de 2.3 cm, 1.7 cm, 1.7 cm respectivamente, se
determind que la actividad es dependiente de la concentracion, como resultado se
evidencid que los aceites esenciales de Lippia alba fueron activos contra todos los

microorganismos ensayados, mostrando una zona de inhibicidn superior o similar



a la de los controles positivos, tanto para C. albicans, Staphylococcus aureus, y
E. coli. Conclusion: Existe poder antimicrobiano del aceite esencial de Lippia

alba sobre diferentes tipos de microorganismos.

NACIONALES

Reyles C.Y (Trujillo, Pert, 2019). Realiz6 un estudio sobre “Efecto
antibacteriano del colutorio a base de aceite esencial de Lippia alba (pampa
orégano) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC25175”. Obijetivo:
Evaluar el efecto antibacteriano del colutorio compuesto de aceite esencial de
Lippia alba (pampa orégano) a diferentes concentraciones frente a cepas de
bacterias de Streptococcus mutans ATCC 25175. Metodologia: Se elabord un
colutorio compuesto de aceite esencial de Lippia alba a concentraciones de 10, 20
y 30%, y para ello emple6 400 gramos de hojas verdes, las cuales fueron sometidas
a un proceso de arrastre a vapor por hidrodestilacion. Para determinar el poder
antibacteriano se realizd una prueba de sensibilidad antibidtica de difusion por
disco Kirby Bauer, realizando 10 repeticiones por cada concentracion con agar
Miller Hinton y se cultivaron junto con las cepas de Streptococcus mutans
ATCC25175 en condiciones de anaerobiosis por 24 horas, luego se comparo los
halos de inhibicion con clorhexidina al 12%. Resultado: Los halos de inhibicion
bacteriana al 10, 20, y 30 % fueron de 6.6 mm, 12.3 mm y 16.6 mm
respectivamente y para el grupo control con clorhexidina al 0.12% fue 22.6 mm.

Conclusion: El colutorio compuesto de Lippia alba tiene el poder antibacteriano

10



sobre cepas de bacterias de Streptococcus mutans ATCC25175 la cual aumenta a

medida que aumenta su concentracion.

Coronel J.15 (Chimbote, Per(, 2019). Realizé un estudio sobre el “Efecto del
aceite esencial de Lippia alba (pampa orégano) frente al crecimiento de la cepa
patron de Streptococcus mutans ATCC®25175”. Objetivo: Determinar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Lippia alba (pampa orégano) frente al
crecimiento de la cepa patron de Streptococcus mutans ATCC®25175”.
Metodologia: Se utiliz6 un equipo de tipo Clevenger para la obtencion del aceite
esencial mediante arrastre de vapor de agua. 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 patrén de Mc Farland 0.5. Se utilizaron discos
de papel embebidos del aceite esencial de Lippia alba para inhibir el crecimiento
de la cepa patron de Streptococcus mutans ATCC®25175™ se usdé como control
clorhexidina al 0.12% y como diluyente del aceite esencial de Lippia alba se
utilizé dimetilsulfoxido, en diferentes concentraciones. Resultados: EI 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 halo de inhibicién de 32.2
mm, el aceite esencial de Lippia alba al 75% tubo un halo de inhibicién de
24,4mm, al 50% se obtuvo un halo de inhibicion de 19.2 mm, al 25% se obtuvo
un halo de inhibicion de 15.4 mm y el control negativo de DMSO 25%
(dimetilsulféxido) no obtuvo halo de inhibicion del crecimiento bacteriano.

Conclusion: El aceite esencial de Lippia alba (Pampa orégano) al 100%
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comparado con el control positivo (Clorhexidina 0.12%) presento mayor efecto
inhibitorio en el crecimiento de la cepa TM patron de Streptococcus mutans
ATCC®25175.

Rodriguez J.8 (Trujillo, Peru, 2018). Realizé un estudio sobre el “Efecto in
vitro del aceite esencial de las hojas de Lippia frente a Escherichia coli y
Staphylococcus aureus” Objetivo: Determinar el efecto in vitro del aceite esencial
de las hojas de Lippia alba frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
Metodologia: Fue de tipo experimental, se recolectaron hojas Lippia alba del
jardin botanico de plantas medicinales, y se utilizaron cepas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. se extrajo el aceite esencial mediante el método de
destilacién por arrastre de vapor de agua, para la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se trabajo por triplicado mediante el
método de macrodilucion en caldo Brain Heart Infusion a concentraciones de 2,
2.5, 3. 3.5, 4, 45 uL/mL, para Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
Resultado: El aceite esencial de Lippia alba frente a Staphylococcus aureus que
en las concentraciones de 2 'y 2.5 uL/MI presento crecimiento bacteriano y a partir
de 3 hasta 4,5 uL/mL se pudo apreciar recién la inhibicion bacteriana.
Posteriormente en la determinacion de la Concentracion Minima Bactericida
(CMB) se utiliz6 el método de difusion de agar en placa, obteniéndose la CMB
del aceite esencial de Lippia alba frente a Staphylococcus aureus de 3
uL/mL. Conclusion: El aceite esencial de las hojas de Lippia alba tiene efecto

antibacteriano frente a Staphylococcus aureus.
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2.2. Bases tedricas

2.2.1. Caries dental

La caries dental es una enfermedad muy frecuente en los seres humanos, muchos
autores han tratado de describir esta enfermedad y algunos de ellos la refieren
como una entidad patdgena originada por microorganismos que se fijan a la
superficie del esmalte dentario y también se dice que es una enfermedad
multifactorial. Otros autores la describen basandose en su sintomatologia como
las lesiones ocasionadas, las cavidades y el dolor, otros la definen de acuerdo a
sus factores etioldgicos y la interaccion que se produce entre ellos; como sucede
en la desmineralizacién dental, producto de la desintegracion de los carbohidratos

por la presencia de bacterias. 1718
Etiologia

La caries dental es una enfermedad infecciosa producida por una biopelicula
bacteriana que se desarrolla en un medio bucal predominantemente patoldgico, la
caries dental es multifactorial, ya que aparte de bacterias hay otros factores como
la dieta y el huésped. La dieta, es obviamente una parte importante de la vida, y
por tal motivo no “podemos evitarla, sin embargo, si podemos seleccionarla. Las
caracteristicas morfoldgicas son propias de cada individuo, sin embargo, el factor

determinante en la mayoria de los casos es la saliva.®

Microflora.

Se ha demostrado que la presencia de placa dental no es requisito para el desarrollo

de la caries, en muchos de los casos se debe al caracter de la infeccion, que es
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originada por bacterias llamadas Streptococcus especificamente del grupo mutans,
estos son considerados como iniciadores del proceso cariogénico.?°

Para entender el proceso del origen de la caries dental y su relacién con las
bacterias, es fundamental conocer las diferentes formas de colonizacion de estas

bacterias y su efecto sobre la superficie dental. 2!

Colonizacion bacteriana

El primer paso para el desarrollo de la caries se denomina fijacion inicial de los
microorganismos bacterianos sobre el esmalte dentario. En este proceso
intervienen unas proteinas de los microorganismos y otras de la saliva, estas
interactlan de tal manera que son retenidas por el esmalte dentario. Lo cual
permite la colonizacion de los microorganismos, previo a este proceso es necesaria
la formacion de la pelicula adquirida o también Ilamada cuticula del esmalte.?
Este proceso se desarrolla por la presencia de cargas electrostaticas. Estas cargas
eléctricas de las proteinas se relacionan con la existencia de conjuntos ionizables
de los aminoacidos que lo constituyen.?

Ultimas investigaciones demuestran, la vinculacion de los microorganismos a la
cuticula del esmalte o biopelicula no estd dada Unicamente por uniones
electrostaticas, sino que también intervienen moléculas proteicas, que son las
adhesinas, ésta se incorpora a la saliva especificamente a su proteina, ésta
interviene y posibilitan la fijacion de microorganismos. Esto ocurre debido a la
teoria que reconoce las moléculas (reconocimiento molecular). Existe evidencia
que, a mayor fuerza de fijacion de los microorganismos, mayor es el predominio

de caries dentaria.?
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Elementos de virulencia.

Las causas de virulencia implicados en el proceso cariogénico son:

1.- La produccion de acidos, las bacterias del grupo Streptococcus son capaces de
fermentar la glucosa proveniente de la dieta con el fin de producir &cido lactico,
este compuesto tiene la capacidad de disminuir el pH, permitiendo asi el proceso
de la desmineralizacion.??

2 — La facultad de sobrevivir en un ambiente con pH disminuido.??

3. La capacidad de soportar un medio acido mediante el bombardeo de protones
fuera de la célula.??

4. Sintesis de glucanos y fructanos, a partir del glucosil y fructosiltransferasas, se
originan dos compuestos, glucano y fructano. Estos glucanos cooperan con los
microorganismos para adherisrse a la superficie del diente y ser utilizados a
manera de depdsitos de alimentos.??

Las enzimas glucosiltransferasas activan la desintegracién de dos particulas de
azucares en glucidos: La alfa-D-glucosa y la beta-D-fructuosa. Las particulas de
azUcar consecuente, son polimerizadas por enlaces alfa (1-6), alfa (1-4) o alfa (1-
3) y originan los glucanos extracelulares bacterianos y luego se desprenden dos
azucares de fructuosa.??

El Streptococcus mutans produce glucosiltransferasas Al, resultado de la GTF-1y
la GTF-SI, y se le nombra mutano, éste se relaciona con el proceso de fijacion,
agregado y depdsito bacteriano en la placa bacteriana.?

Por tal motivo la habilidad de producir mutano, esta relacionada con la capacidad

de producir caries dental por parte de esta bacteria.
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5. Elaboracion de dextranasa.

Los microorganismos poseen la habilidad de reducir y librar enzimas en la
mutanasa dextranasa. Ambas se sitlan en la membrana externa de las bacterias y
cuando se unen con un polisacarido (glucano), lo hidrolizan y facilitan el pase de
la hidrolisis hacia su parte interna.??

Efectivamente, los glucanos son aprovechados por las bacterias para obtener
energia.??

7. Sustrato cariogénico: Entre los formadores de la caries dental, esta el consumo
de azucares refinados. Muchas indagaciones confirman la relacion entre caries y
azucares, estos ingeridos en la dieta crean una sustancia a partir de la microflora
oral, donde comienza el desarrollo de la caries dental %2

El azlcar, constituido por dos monosacaridos simples: la fructosa y la glucosa;
tiene poder cariogénico, esto le permite producir acido lactico y ademaés ayuda al
Streptococcus mutans a generar glucano, polisacarido extracelular, que se adhiere
fuertemente a la superficie del diente.??

Medios de cultivo

Se conoce como medios de cultivos a la combinacion de compuestos organicos e
inorganicos dispersos en agua, Gtiles para el crecimiento bacteriano.??
Subdivisiones

De acuerdo a consistencia:

e Sélidos: Son los que tienen una concentracion 1 - 2% de agar.

e Semisolidos: Son los que tienen una concentracion 0.3 — 0.7% de agar.

e Liquidos: Son los que tienen composiciones de agar.
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De acuerdo a su composicién quimica

e Sintéticos: Son derivados de combinaciones de elementos naturales y que su
composicion es establemente conocida.

e Semisintéticos: Son derivados de extractos o infusiones de elementos naturales
y su composicion quimica no es establemente conocida.?

De acuerdo a su utilidad

e M. Nutritivos: Son aquellos medios simples que comprenden alimentos
basicos, que habilitan el desarrollo de microorganismos heterétrofos.

e M. Enriquecidos: Son aquellos medios en los cual se agregan otros elementos,
tales como sangre, suero, vitaminas, aminoacidos u otros elementos ricos en
mezclas organicas, de origen animal o vegetal, que le abastecen de particulas
nutritivas, facilitando el crecimiento de microorganismos heterétrofos exigentes.?
e M. Selectivos: Son aquellos medios en los que se afiaden algunos elementos
especiales, de tal forma que reprimen el crecimiento de bacterias sin dafar a
otras.®

e M. diferenciales: Son aquellos medios a los que se le agrega ciertos elementos
quimicos, para permite el desarrollo y crecimiento especifico de un
microrganismo, consintiendo asi  diferenciar diferentes formas de
microorganismos. De tal forma se hace viable diferenciar microorganismos
hemoliticos y no hemoliticos que se desarrollan en un medio similar. ElI medio

agar-sangre se utiliza como un ambiente de enriquecimiento y diferencial.

Usualmente existen diversas técnicas para alcanzar muestras tipicas de diversas

zonas orales y para aislar, cultivar y contar los microorganismos. Es afortunado
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saber que las especies de Streptococcus que viven en el medio bucal pueden
aislarse utilizando cultivos especificos como el Agar Mitis salivarius (MS). Al
principio se utilizo para aislar Streptococcus fecales, su empleo ha sobresalido
sobre otros medios de cultivo para el aislamiento de Streptococcus orales,
implicando al Streptococcus mutans. En el agar MS, diversos Streptococcus orales
revelan caracteristicas de sus colonias (blanquecinas, de bordes definidos,
colonias firmes muy adherentes al medio de cultivo) esto habilita su diferencia
preliminar. Normalmente, la placa de agar se siembra en una atmdsfera del 95%
de nitrdgeno y 5% de didxido de carbono a 37°C por 1 o 2 dias continuos a una
incubacion en aire por 1 o 2 dias.??

¢ Clasificacion de Streptococcus

De acuerdo a su composicion y sus enlaces, se logran clasificar en varios
serotipos:

1.-Streptococcus: Streptococcus mutans (serotipos c, e, fy k)

2.-Streptococcus sobrinus (serotipos d y g)

3.-Streptococcus cricetus (serotipo a)

4.-Streptococcus rattus (serotipo b)

5.-Streptococcus ferus (serotipo c)

6.-Streptococcus macacae (serotipo c)

7.-Streptococcus downei (serotipo h)

Por interés de estudio se resalta la importancia del Streptococcus mutans, por ser

el mas destacados en la boca humana més que las cepas e, d, fy k.2
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Lippia alba

Género: Lippia

Especie: Lippia alba

Esta planta corresponde a la familia Verbenaceae, contiene cerca de 70 géneros y
2000 especies que se distribuyen en casi todas las regiones del planeta. Esta
familia es la mé&s numerosa de las regiones tropicales y subtropicales, éstas se
aprecian como hierbas, arbustos y arboles y es de mucho valor econémico por

ciertos productos ornamentales y medicinales.?®

Nombres Tradicionales

Juanilama, Mastranto, Salvia Santa, Santa Maria.?®

Descripcion Botéanica

Planta aromatica, 1-2 m de altura, ramas largas, cayentes, densamente pobladas.
Hojas opuestas, oblongas, 2-8 cm de largo, peciolos 2-14 mm de largo, arrugadas,
festonadas, cubiertas con pelillos cortos; venas prominentes en la cara externa;
pedunculos unitarios. Posee flores tubulares, 4-5 mm de longitud, pobladas,
ovadas, acuminadas, las inferiores mucronadas; cabeza florales redondas u
oblongas, 8-12 mm de longitud, en pares, presenta también pequefios tallos en las

hojas axilares, céliz viloso, corola, purpura o blanca.?®

Habitat y distribucién

Nativa de América, crece de México a Sur América y el Caribe en laderas, a la

orilla de caminos y riveras de los rios en alturas hasta de 1800 msnm.
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Obtencién

Recogida de las huertas de desarrollo silvestre o a través del cultivo doméstico en
los jardines familiares. Para su siembra es necesario que el suelo esté drenado,
media sombra; la propagacion suele hacerse por estacas de madera dura que
enraizan facilmente, acodos subterraneos o por semilla; no existen cultivos
establecidos en el pais. Las hojas y flores se recogen en pleno florecimiento y se

secan en la sombra.?®

Composicion quimica del aceite esencial

El aceite esencial de Lippia alba posee cualidades muy diversas, esta formado por
dos componentes principalmente, los terpenoides y los fenilpropanaoides, aparte
de ello también estd integrado por siete quimiotipos mas, quimiotipo | son
compuestos que contienen citral, linalol, B-cariofileno. En el quimiotipo Il
contienen tageteoma como principal componente. Los quimiotipos 111 son los que
contienen cantidades variables de limoneno y carvona. Los demas quimiotipos
representan componentes muy definidos en su formacién, como quimiotipo 1V

son el mirceno, V: y-terpineno, VI: canfora -1,8-cineol y VII: estrago.?’

Meétodos de extraccidn del aceite esencial de Lippia alba

Existen diversos procedimientos para la extraccion del aceite esencial de Lippia
alba. Por ejemplo, en los estudios realizados por Stashenko determind la eficacia
en la extraccion de aceites esenciales utilizando sus hojas y tallos frescos mediante
el proceso de hidrodestilacion ayudada por microondas y extraccion con CO2

supercritico. Estos investigadores corroboraron la presencia de 40 sustancias
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siendo la carvona el més abundante (40-57%), después limoneno (24-37%) y
biciclosesquifelandreno (5-22%). Los autores encontraron que el método de
extraccion afecta el rendimiento y la composicién quimica del aceite obtenido, ya
que la irradiacion del microondas permitié la extraccion rapida sin producir
cambios en la composicion del aceite esencial. Hay muchos métodos, pero el
método mas comun para conseguir el aceite esencial de Lippia alba es por
hidrodestilacion con aparato tipo Clevenger. Se debe tener en cuenta que para
alcanzar aceites esenciales con pocos cambios quimicos se debe hacer la
extraccion en las mismas condiciones, desde el material biologico e

inspeccionando la composicidn final del aceite esencial.?®
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HIPOTESIS

El aceite esencial de Lippia alba al 60% presentara mayor efecto antibacteriano
que las otras dos concentraciones frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175.

Hipdtesis Nula: El aceite esencial de Lippia alba al 60% no presenta efecto

antibacteriano frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Hipotesis Alternativa: El aceite esencial de Lippia alba al 60% si presenta efecto

antibacteriano frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
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IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion

Tipo de investigacion

De acuerdo al enfoque: Cuantitativa

Segln Roberto, en su libro sobre los tipos de investigacidn, piensa que un estudio
es cuantitativo debido a que los datos fueron producto de mediciones que se
representan mediante nimeros (cantidades) y se analiza a través de métodos

estadisticos.?

De acuerdo a la intervencién: Experimental

Segln Roberto, en su libro sobre los tipos de investigacion, considera que un
estudio es experimental, cuando el investigador ha intervenido en el estudio,

modificando las variables para alcanzar un resultado.?®
De acuerdo a la planificacion: Prospectivo

Segun Roberto, en su libro sobre los tipos de investigacion, considera que un
estudio es prospectivo, porque presenta una vision a futuro y se puede anticipar

los hechos.?®
De acuerdo al nUmero de ocasiones: Transversal

Segln Roberto, en su libro sobre los tipos de investigacion, considera que un
estudio es transversal, porque se estudia a la poblacion y la relacion entre variables

en momento determinado del tiempo.?°
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De acuerdo al nUmero de variables a estudiar: Analitico

Segln Roberto, en su libro sobre los tipos de investigacion, considera que un
estudio analitico, porque pretenden establecer una relacion causal entre las

variables.?®

Nivel de la investigacion: Explicativo

Segln Roberto, en su libro sobre los tipos de investigacion, considera que un
estudio es explicativo, porque no se limita solo a observar sino también a explicar

las cusas del fendémeno entre las variables.?®

Disefio de la investigacion: Experimental

Segun Roberto un estudio es experimental debido a que el investigador ha

manejado la variable independiente y su resultado sobre la variable dependiente.?®

4.2. Poblacion y muestra

Poblacion
La poblacion estuvo conformada por las placas Petri sembradas con cepas de
Streptococcus mutans ATCC

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

e Placas Petri sembradas con Cepas de Streptococcus mutans ATCC

27175.
Criterios de exclusion
. Placas Petri con halos de inhibicion no muy claros.

° Placas Petri con signos de contaminacion.
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Muestra

Para determinar el tamafio de la muestra se utilizo la siguiente formula:

n=2 (z% + z,;)2 (DE)?/d?

Donde:

n: tamafio de muestra para el grupo de estudio.

a: probabilidad de cometer error tipo I.

B: probabilidad de cometer error tipo II.

Z: valor estandar de la distribucion normal asociada a un tipo de error.
DE: desviacion estandar.

d: diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias.

Requerimientos:

De una confianza al 95% (0=0.05, Z=1.96), y una potencia en la prueba del
80% (P=0.20, Z=0.84), para (DE/d=0.80).

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

n =10

Por lo tanto, la muestra estuvo conformada por 10 repeticiones en cada una de

las concentraciones del aceite esencial de Lippia alba.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLES DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL INDICADOR | VALORES TIPO DE ESCALA DE
CONCEPTUAL FINALES | VARIABLE | MEDICION
VARIABLE Sustancia concentrada que | systancia que se obtuvo por protocolos | Concentracion Cuantitativo De razon
INDEPENDIENTE: se extrae de una planta a | estaplecidos a diferentes concentraciones, 2000
P . 0
) ) _ |traves de  diferentes | partir de las hojas de Lippia alba.
Aceite Esencial de Lippia )
métodos, conservando sus 50%
alba propiedades.?®
60%
VARIABLE Efecto inhibitorio  del | Es la accion antibacteriana que provocé el Halo de
DEPENDIENTE: crecimiento de la cepa | aceite esencial de Lippia alba, la cual se | inhibicion o )
] ) ) Mm Cuantitativo De razon
Efecto Antibacteriano bacteriana, de | determind mediante la lectura los halos de
Sobre Streptoccocus Streptoccocus mutans | inhibicion sobre las cepas de Streptoccocus
Mutans ATCC 25175 | ATCC 25175.15 mutans ATCC 25175.
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4.4. Tecnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Técnica: En este estudio se aplicé la técnica de observacion microbioldgica
Instrumento: Se utiliz6 como instrumento de medida el VERNIER DIGITAL
marca MITUTOYO, Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper O-
150mm / 0-6", por estar calibrado y validado con ISO de calidad 17025.
Procedimientos:

1.- Obtencion del aceite esencial de Lippia alba.

2.- Identificacion Taxon6mica

La especie de Lippia alba “pampa oregano” se recolecté del Jardin Boténico de la
Universidad Nacional de Trujillo, del distrito de Trujillo, provincia de Trujillo,
region La Libertad. Luego la especie se identifico en el Herbarium Truxillense.
3.- Extraccion del aceite esencial

La extraccion del aceite esencial, se realizé por el método de hidrodestilacion. 303t
Se seleccionaron las hojas que estaban en buenas condiciones y se desecharon
aquellas que tuvieran ataques de hongos y estén decoloradas o maltratadas.
Luego las hojas de Lippia alba fueron lavadas con agua de cafio y en seguida se
desinfectd con hipoclorito de sodio al 0.5%. Posteriormente se realiz6 un
enjuague de la planta con agua destilada estéril, esto es para retirar los residuos de
hipoclorito.3?

Luego se armo el equipo de destilacion, sometiendo las muestras a una corriente
de vapor de agua sobrecalentada, arrastrando la esencia que posteriormente por
accion del refrigerante, se condensd. El destilado se separé tomando en cuenta sus
propiedades de inmiscibilidad y diferencia de densidades entre el agua y el aceite

esencial, para lo cual se utilizé una pera de separacion de vidrio, deshidratando
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las impurezas de agua en el aceite esencial con Na>SO4 anhidro. Finalmente se
filtro, y se guardaron los aceites en frascos de vidrio color ambar (para evitar la
descomposicion por la luz) y bajo refrigeracion a una temperatura entre 4 °C a 8
°C, hasta la realizacion del analisis microbiol6gico.

4.- Preparacion de las diferentes concentraciones de los aceites esenciales

Se prepararon las concentraciones segun la siguiente tabla:

Volumen de Volumen Volumen Concentracién
. de Tween .
aceite 80 final (%)
3,0mL 7,0 mL 5mL 30
50mL 6,0 mL 5mL 50
6,0 mL 50mL 5mL 60

Luego, se colocd cada una de las concentraciones en frascos de vidrio de color
ambar estéril, para protegerlas de la luz, y llevandolas posteriormente a
refrigeracion a4 °C, hasta la realizacion del analisis microbioldgico. *?

5.- Reactivacion y obtencion del cultivo puro de la cepa de S. mutans ATCC
25175.

La reactivacion de la cepa liofilizada de Streptococcus mutans ATCC 25175 se
realiz6 sembrando en un balon de 50 mL conteniendo 25 mL de Caldo Brain Heart
Infusion (BHI), luego se procedié a incubar a 37°C por 24 — 48 horas en

condiciones de microaerofilia.3?

Para obtener el cultivo puro, se sembré por estria en Agar Tripticasa soya (TSA)
e incubé a 37°C por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia.

Posteriormente se eligié una colonia compatible con Streptococcus para realizar
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coloracion gram 'y se sembré en caldo BHI 'y en Agar Tripticasa Soya (TSA), los

cuales se conservaron en refrigeracion hasta su posterior empleo.®?

6.- Preparacion de las tres concentraciones del aceite esencial de Lipia alba.

A partir del aceite obtenido se prepararon las concentraciones de 30%, 50% y 60%

respectivamente.

7.- Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer.
Para evaluar el efecto antibacteriano, de las concentraciones de 30, 50 y 60% del
aceite esencial de L. alba frente Streptococcus mutans ATCC 25175 se realizd
mediante el método Kirby Bauer, de difusion en agar.

Para lo cual se procedio de la siguiente manera:

a. Preparacion y estandarizacion del indculo de S. mutans ATCC 25175.

El cultivo Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenido en refrigeracion se
sembré en Agar TSA, se incub0 bajo condiciones de microanaerobiosis a 37°C
durante 24 horas. Luego de 24 horas 3 a 4 colonias se diluyé en caldo BHI o
solucion salina fisiologica estéril hasta obtener una turbidez semejante al tubo

numero 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland (1.5 x 108 ufc/mL).%

b.- Inoculacién de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inéculo (1.5 x108
ufc/ml), se tomo una alicuota de 100ul y se coloco en cada una de las placas con
Agar Mueller Hinton distribuidas concentracién, con un hisopo estéril sumergido

en la suspension se sembro en superficie, procurando una distribucion uniforme
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del indculo en la placa. Se secé cada placa a temperatura ambiente durante 3 a 5
minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido.®®

c.- Preparacion de los discos con el aceite esencial de L. alba

Se prepararon discos de papel filtro whatman numero 3 de 6 mm de didmetro,
estéril y se les coloco 30 uL del aceite esencial a concentraciones de 30%, 50% y
60% respectivamente.

Luego, con una pinza estéril, se coloco los discos sobre las placas de Petri con
Mdeller Hinton sembradas con la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Se empled como control positivo Gluconato de clorhexidina al 0.12% y como
control negativo etanol 70%.

d.- Incubacion:

Se incubaron las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos posteriores
a la aplicacion de los discos, a 37°C durante 24 y 48 horas en microanaerobiosis
(5-10% de COy).%®

c.- Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion 24 a 48 horas se examind cada placa teniendo
en cuenta el halo de inhibicién del crecimiento bacteriano, seguido se midié los
diametros (mm) de los halos de inhibicién del crecimiento alrededor de cada disco
para lo cual se utilizd un vernier, abarcando todo el didmetro del halo. *

Se realizé 10 repeticiones de cada ensayo.
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4.5. Plan de analisis

Para el andlisis estadistico se realizd con el programa estadistico SPSS v. 22, y

Microsoft Excel, considerando el procedimiento que a continuacion se indica:

Para la presente investigacion, en el analisis de los datos se aplico la estadistica

descriptiva e inferencial.

De la estadistica descriptiva se utilizd para presentar medidas estadisticas como la

media, desviacion estandar.

De la estadistica inferencial se aplico el analisis de varianza (ANOVA), (datos

normales) con su respectivo nivel de significancia 0.05 y para la comparacién

maultiples se utilizo el test de Duncan, para dar respuestas segun cada objetivo.
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4.6. Matriz de consistencia

ENUNCIADO . . B
TITULO OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION VARIABLES HIPOTESIS METODOLOGIA
DEL PROBLEMA
-Efecto Hipétesis de la investigacion: Tipo: Cuantitativo
3) Objetivo General: El aceit ial de Lippia alba al 60% | Nivel: Explicati
EFECTO antibacteriano aceite esencial de Lippia alba a 6 | Nivel: Explicativo

ANTIBACTERIA
NO in vitro DEL
ACEITE
ESENCIAL DE
Lippia alba AL
30% 50% Y 60%
FRENTE
A Streptococcus
mutans ATCC
25175. TRUJILLO
2019.

¢Cudl es efecto
antibacteriano in
vitro del aceite

esencial de Lippia
alba en diversas

concentraciones

frente a
streptococcus
mutans ATCC
25175?

Comparar el efecto antibacteriano, in vitro, entre
diferentes concentraciones del aceite esencial de Lippia

alba frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

b) objetivo Especificos:
1.- Evaluar el efecto antibacteriano, in vitro, del aceite

esencial de Lippia alba a concentracion de 30 % frente
a Streptococcus mutans ATCC 25175.

2.- Evaluar el efecto antibacteriano, in vitro, del aceite
esencial de Lippia alba a concentracion de 50 % frente
a Streptococcus mutans ATCC 25175.

3.- Evaluar el efecto antibacteriano, in vitro, del aceite

esencial de Lippia alba a concentracidn de 60 % frente
a Streptococcus mutans ATCC 25175.

-Aceite esencial

de Lippia alba.

presentard mayor efecto antibacteriano
que las otras dos concentraciones frente
a cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175.

Ho:

El aceite esencial de Lippia alba al 60%
no presenta efecto antibacteriano frente
a cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175.

Ha:

El aceite esencial de Lippia alba al 60%
si presenta efecto antibacteriano frente a
cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175.

Disefio:
Experimental.
Poblacion y
Muestra
Poblacion:

Cepa Streptococcus

mutans ATCC
25175.

Muestra:

10 placas Petri

sembrada con 100
pl  de suspension
bacteriana de Cepas
de Streptococus
mutans ATCC

25175.
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4.7. Principios éticos
Este estudio de investigacion se fundamentd en el codigo de ética de la
Universidad Catdlica Los Angeles De Chimbote.3*
e Cuidado del Medio Ambiente. Se respeto el principio de cuidado del medio
ambiente y la biodiversidad, se informa que no se registraron dafios, riesgos y
beneficios potenciales que afectaron a las plantas, medio ambiente o0 a la
biodiversidad.>*
e Beneficencia y no maleficencia. Asegura el bienestar de las personas que
participan en las investigaciones. La conducta del investigador responde a las
siguientes reglas generales: no causar dafio, disminuir los posibles efectos
adversos y maximizar los beneficios.>*
e Justicia. EI investigador ejerce un juicio razonable, ponderable y tomar las
precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos. Se reconoce que la
equidad y la justicia otorgan a todas las personas que participan en la
investigacion derecho a acceder a sus resultados.®*
e Integridad cientifica. La integridad del investigador resulta especialmente
relevante cuando, en funcion de las normas deontoldgicas de su profesion, se
evallian y declaran dafios, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar a
quienes participan en una investigacion.3*
Con respecto al material bioldgico del estudio las placas Petri con cultivos
utilizados fueron expuestas a 121° C Y 1 Bar de presion fueron inactivadas en
autoclave a fin de desechar el material biolégico contaminado aplicando las

normas de manejo de desechos hospitalarios.®®
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Los residuos microbioldgicos y patoldgicos fueron eliminados de forma tal que
se asegure su descontaminacién en autoclave entre ellos se considera a

(Residuos microbioldgicos) o incineracion (residuos patoldgicos). Esto significa
una bolsa primaria de color negro, se lleno solo hasta % partes de su capacidad
y anudada y sobre ésta una bolsa color amarillo con logo y pre impreso de
residuos especiales, se marcar el tipo de residuos que contuvo, el laboratorio o
area de generacion y la fecha. Estas bolsas cerradas anudadas, fueron
almacenadas temporalmente en las areas sucias en contenedores de color

amarillo con logo de Residuo Biolégico.®
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V. RESULTADOS

5.1. Resultado

Tabla N°1.- Efecto antibacteriano, in vitro, entre diferentes concentraciones del
aceite esencial de Lippia alba frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Trujillo - 2019.

Diametro (mm)

Tratamientos N iacid F Sig. (p)*
Media  Desviacion ig. (p)
tipica
Aceite 30% 10 11.17 1.10
Aceite 50% 10 13.91 1.01
Aceite 60% 10 17.72 2.64
Control Negativo 10 0 0 215.18 0.000
(etanol 70%)
Control positivo
(Clorhexidina 10 16.79 1.63

0.12%)

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.
p*: prueba ANOVA, nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Interpretacion:

De la tabla N° 01, aplicado la prueba paramétrica ANOVA, se obtuvo p = 0.000
< 0.05, de lo cual podemos indicar que si existe una diferencia estadistica entre
los tratamientos. Se observa que el aceite esencial de Lippia alba al 30% obtuvo
un promedio de 11.17 mm, al 50% un promedio de 13.91mm y al 60% un

promedio de 17.72 mm.
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Tabla N° 02.- Test de Duncan, efecto antibacteriano, in vitro, entre diferentes

concentraciones del aceite esencial de Lippia alba frente a Streptococcus mutans

ATCC 25175. Trujillo - 20109.

Subconjunto para alfa =0.05 - (Test Duncan)

Tratamiento N
1 2 3 4
Control Negativo
(etanol 70%) 10 0.00
Aceite 30% 10 11.17
Aceite 50% 10 13.91
Control positivo
(Clorhexidina 10 16.79
0.12%)
Aceite 60% 10 17.72
Sig. 1.00 1.00 1.00 0.183

Test Duncan

Interpretacion:

En la tabla N°02, se observa que el diametro es similar en los tratamientos del

aceite 60% y control positivo (Clorhexidina 0.12%.)

Asi mismo los tratamientos aceite 30% Yy aceite 50%, no presentan similitud con

ningun tratamiento.
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Grafico N° 01.- Efecto antibacteriano in vitro entre diferentes concentraciones
del aceite esencial de Lippia alba frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Trujillo - 2019.
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17.72
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0

Aceite 30% Aceite 50% Aceite 60%  Control Negativo  Clorhexidina
0.12%

o N B O

Fuente: Datos obtenidos de la tabla N° 01

Interpretacion:

Se observa la diferencia entre las concentraciones, el aceite esencial de Lippia
alba al 30% obtuvo un promedio de 11.17 mm, al 50% un promedio de 13.91mm

y al 60% un promedio de 17.72 mm.
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5.2 Analisis de los resultados

El presente trabajo de investigacion, buscé comparar la actividad antibacteriana
del aceite esencial de Lippia alba, en un estudio in vitro en diferentes
concentraciones, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, para medir el efecto
antibacteriano se tomd como referencia la escala de Duraffourd® en un rango de
9 a 14 mm. (Sensibilidad bacteriana). Teniendo en cuenta los resultados, se
demostro que el aceite esencial de Lippia alba, presentd efecto antibacteriano
frente a S. mutans ATCC 25175, con un halo inhibicion mayor a 11.17 mm. Se
sabe que el aceite esencial de Lippia allba contiene quimiotipos, entre ellos esta
la presencia de citral, este componente aislado presento6 los mejores resultados. El
citral, un monoterpeno (3,7-dimetil-2,6-octadieno), es una combinacién de dos

isdmeros nerales y geraniales y tiene una fuerte actividad antimicrobiana. &

Al evaluar la actividad antibacteriana del aceite de Lippia alba al 60% frente a S.
mutans ATCC 25175, present6 un halo de inhibicion de 17.72 mm, este resultado
fue el mayor de todas las muestras estudiadas, incluso mayor a la muestra del
control positivo, clorhexidina 0.12%, la cual presentd un halo de inhibicion de
16.79 mm, estos datos indica que, a mayor concentracion de aceite, mayor es el
efecto antibacteriano. Datos que coinciden con varios estudios internacionales y
nacionales, tales como Coronel J.1°, que, en su estudio, el aceite esencial de Lippia
alba al 75% tuvo un halo de inhibicion de 24,4mm. Datos similares presentd
también, Tofifio R.%, quien demostro su actividad antibacteriana frente a biofilms
de Streptococcus mutans. Por otro lado, resultados similares obtuvo Rodriguez
J.1%quien basado en CMB del aceite esencial de Lippia alba, demostrd efecto

antibacteriano frente a Staphylococcus aureus. Asi mismo, Paulo L.X* estudi la
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respuesta antibacteriana frente a otras bacterias relacionadas con el biofilm de la
cavidad oral, tales como P. gingivalis (MIC 0,00625 mg / ml), A.
actinomycetemcomitans (MIC> 3,2 mg / ml), y F. nucleatum (CMI 0,8 mg / ml).
De la misma manera Salete F.!1, quien realizd un estudio sobre accion de los
aceites esenciales de especies medicinales autoctonas y exoticas brasilefias sobre
las biopeliculas orales, basados en la CMI, demostrando eficacia en todas las
bacterias estudiadas. Por tal motivo se demuestra que existe también actividad

antimicrobiana del aceite esencial de Lippia alba contra patégenos periodontales.

Con respecto a la actividad antibacteriana del aceite esencial de Lippia alba al
50% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, presentd un halo inhibicion
promedio de 13.91 mm. Estos resultados difieren con los resultados encontrados
por Coronel J*°, quien obtuvo un halo promedio de 19.2 mm, esta discrepancia se
puede dar por la diferente zona donde se extrajo el aceite. Estudios similares
presentados por Ramon J.1, quien evaluo el efecto antibacteriano del aceite de
Lippia alba en diferentes pisos térmicos sobre un grupo de bacterias entre ellas el
Staphylococcus aureus, en la misma concentracion de aceite, lo cual present6 un
halo de inhibicion de 23 mm. De igual manera Terezinha.'?, quien evalud la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de Lippia alba frente a
microorganismos de importancia alimentaria, relacionando los resultados
observados con los meteoroldgicos, quien obtuvo respuesta frente a S. aureus (5,9
mg / ml). Por tal motivo se demuestra que el aceite esencial de las hojas de Lippia
alba muestra actividad antimicrobiana y la estacionalidad de los componentes del
aceite también influye en esta actividad antimicrobiana, resultados similares

presenta también Rodriguez J.'® y Salete F.1!
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En cuanto a la actividad antibacteriana del aceite esencial de Lippia alba al 30%
frente a S. mutans ATCC 25175, present6 un halo de inhibicién de 11.17 mm,
siendo este valor el menor de todas las concentraciones estudiadas. Estudio similar
presentado por Reyles C.%4, quien estudid el efecto antibacteriano del colutorio a
base de aceite esencial de Lippia alba (pampa orégano) frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC25175” en varias concentraciones, donde al 30% el
aceite esencial mostr6 una media de 16.6 mm, este resultado indica que su
respuesta antibacteriana fue mucho mayor al resultado obtenido en nuestro
estudio, esto podria deberse a la variabilidad estacional, ya que la composicion
quimicay el contenido del aceite esencial de la planta, sufren cambios durante las
estaciones del afio, debido que la temperatura y la luminosidad juegan un papel
importante en la fotosintesis, éstos influyen en el proceso fisioldgico vegetativo y
por ende alteran el contenido y la composicion del aceite esenciale.’?> Por otro
lado, estudios casi similares realizados por Porfirio M.2 y Coronel J.*° quien
estudio el efecto antimicrobiano frente a  Streptococcus mutans
ATCC®25175TM, al 25%, obtuvo un halo de inhibicion de 15.4 mm, este
resultado destaca el poder inhibitorio sobre Streptococcus mutans , ya que al
poseer menor concentracion el aceite obtuvo mayor respuesta antibacteriana, esto
podria deberse a la composicion del aceite, ya que muchos de su quimiotipos,
entre ellos la carvona, que posee una excelente estructura antibacteriana, que le
permite desestabilizar fosfolipidos, interviene en la interrelacion con las proteinas
de la membrana, e interactuar con protones disminuyendo asi el gradiente de pH

a través de la membrana.®
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IV. CONCLUSIONES

1. El aceite esencial de Lippia alba al 60% presentdé mayor efecto antibacteriano

que las otras dos concentraciones frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

2. El aceite esencial de Lippia alba al 30% presenté efecto antibacteriano frente

a Streptococcus mutans ATCC 25175.

3. El aceite esencial de Lippia alba al 50% present0 efecto antibacteriano frente

a Streptococcus mutans ATCC 25175.

4. El aceite esencial de Lippia alba al 60% presento efecto antibacteriano frente

a Streptococcus mutans ATCC 25175.
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ASPECTO COMPLEMENTARIO

e Se considere como una linea de investigacion, en la carrera de odontologia, a los
estudios sobre plantas naturales, demostrando su efecto antibacteriano sobre
diferentes microorganismos periodontales, y que éstas sean en minimas

concentraciones.
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ANEXOS

Anexo 1: Ficha de recoleccion de datos

Repeticiones Concentracion de los aceites esenciales de Lippia alba. Diametro
Halos de inhibicion (mm)

Aceite 30% | Aceite 50% | Aceite 60% Control Clorhexidina

Negativo 0.12%
1 10.7 15 22.7 0 19.2
2 12.3 13.8 17.7 0 17.6
3 11.9 12.6 17.5 0 16.7
4 11.4 13.7 14.4 0 14.2
5 8.5 13.1 154 0 14.9
6 11.1 14.7 19 0 17.6
7 114 15.7 17 0 16.9
8 10.5 12.6 15.9 0 15.8
9 11.8 13.9 21.4 0 19
10 12.1 14 16.2 0 16
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Anexo 2: Instrumento de medicion, VERNIER DIGITAL marca MITUTOYO,
Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm / 0-6"", por estar
calibrado y validado con I1SO de calidad 17025
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Anexo 3: Carta de Presentacion

UNIVERSIDAD CATOLICA] OS ANGILES
CHIMBOT]
FILIAL TRUJILLO

CARRERA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

Trujillo, 02 de noviembre del 2020

Mgtr. DAVID ZAVALETA VERDE
BIOLOGO — MICROBIOLOGO - DOCENT]
PARASITOLOGIA DE LA FACULTAD D
TRUJILLO

E DE ESCUELA PROFESIONAL DE MICROBIOLOGIA Y
E CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE

Presente
De mi especial consideracion:

Es grato dirigirme a usted Para saludarla muy cordialmente en mi condicién de
Coordinador de Carrera de la Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad Catolica Los
Angeles de Chimbote Filial Trujillo. Siendo el motivo de la presente manifestarle que, en el marco
del cumplimiento curricular de la carrera profesional de odontologia, en el curso de Tesis v,
nuestra alumna, LOYAGA JULIAN, Cynthia Tatiana; debe llevar acabo el desarrollo de su proyecto
de tesis titulado: EFECTO ANTIBACTERIANO in vitro DEL ACEITE ESENCIAL DE Lippia alba AL 30%
50% Y 60% FRENTE A Streptococcus mutans ATCC 25175 — TRUJILLO 2019. Asi mismo para
realizar el presente trabajo se ha seleccionado a su digna institucién motivo por el cual se solicita
dar las facilidades a nuestro alumno Yy pueda ejecutar con toda normalidad su proyecto de tesis.

Es propicia la oportunidad, para reiterarle las muestras de mi especial consideracion y
estima personal.

Atentamente

ROBI
C.B.P. 7941

Raeibilo

Calle Aguamarina N°161 - 165 - Urb. San Inés - Trujillo - Pery
o Teléfonos: (044) 600 569 / 600 568

4 Cel: 944 425 768
www uladech.edu.pe
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Anexo 4: Constancia de colaboracion de la Farmacéutica Dra. MARILU

ROXANA SOTO VASQUEZ
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Anexo 5: Constancia de colaboracion de DAVID ZAVALETA VERDE Dr.

Bidlogo — Microbidlogo en la Ejecucion del Proyecto de Investigacion.

CONSTANCIA

Yo, David Zavaleta Verde, Bidlogo Microbiologo y docente de la Escuela
Profesional de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de lz Universidad Macional de Trujillo, con registro del CBP N°
75941,

Mediante la presente dejo constancia de haber colaborado con la alumna
CYNTHIA TATIANA LOYAGA JULIAN, identificado con DNI 45516246, con
domicilio legal en Victor Radl Mz “0" lote 14, Laredo -Trujillo; estudiante de
la Faculta de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Odontologia de la
Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote, en la ejecucion del proyecto
de investigacion “Efecto antibacteriano de tres concentraciones del aceite
esencial de Lippio alba frente a cepas de Steptococus mutans ATTCC 25175
Trujillo - 2019",

Trujille 5 de junio del 2015

,;, ,
% Zauleta \ré{
y " Tl;u
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Anexo 6: Constancia de colaboracion de DAVID CUBA CAMPOS, Ingeniero
Estadistico en la Ejecucion del Informe Final de Investigacion.

CONSTANCIA

Yo, DAVID JONATAN CUBA CAMPOS con DNI: 45488304, Ingeniero Estadistico

de la Universidad Nacional de Trupillo.

Dejo constancia de haber colaborado con la alumna LOYAGA JULIAN CYNTHIA
TATIANA, identificada con DNI: 45516246, con domicilio legal Victor Raal Mz, “O”
lote 14, Laredo- Trujillo, estudiante de la facultad de Ciencias de la Salud, Escucla

Profesional de Odontologia de la universidad Catolica los Angeles de Chimbote,

Se hace constar que colaboro con el analisis estadistico de la tesis titulada EFECTO
ANTIBACTERIANO DE TRES CONCENTRACIONES DEL ACEITE ESENCIAL
DE lippia alba FRENTE A CEPAS DE Streptococus mutans ATCC 25175, Trupilio-

2019

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado

Trujillo, 24 de junio 2019
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Anexo 7: Constancia de Taxonomia Herbario Truxillense (HUT)

1
Herbarium Truxillense (Hut) @
Universidad Nacional de Trjilo :

et
Facutad de Ciencias Bicldgicas 5
Jr. San Martin 392, Trefilo.Perd

CONSTANCIAN® %01-20188UT

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da constancia de la determnacion taxonomica de un (01) espéamen vegetal:

+ Clase: Magnolicpsida

« Subclase: Astendae

* Superorden:  Magnofophyta

« Orden: Lamiales

« Familia: Verbanaceas

« Género: Lippia

« Especie: L. afba (Mik. N.E Br.ex Beimond P.
Wison)

Nombre vulgar: Pampa Oregano

Muestra alcanzada 3 esle despacho por Cynthia Tatsna Loyaga Julidn, identificada
con DNI N* 45516248, con domicilio legal calle los Cipreses N* 12, Los Jardines-
Laredo-Trujilo; estudiante de ts Facultad de Odontologia de |a Universidad Catdlica
de los Angeles de Chimbole, cuya determinacién Laxondmica servied para la
reakzacion de Proyecto de Tesis: “Efecto Anlibactesiano in vilro del aceile esencial
de Lippis alba AL 30% 50% Y 60% frente a Streptococcus mutans ATCC 251757

se expide la presente Constancia a solicitud de & parte inferesada para los
fines que hubiers lugar.

E-mail:
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Anexo 8: Resultados
Comparacion del efecto antibacteriano de tres concentraciones del aceite
esencial de Lippia alba frente a Streptococcus mutans ATCC 25175,
determinado mediante el diametro (mm) de los halos de inhibicién del

crecimiento, método Kirby Bauer.

Tratamientos - Halos de inhibicion (mm)

Repeticiones | |
P Aceite 30%  Aceite 50% Aceite 60% Contro Clorhexidina

Negativo 0.12%
1 107 15 227 ] 19.2
2 123 13.8 17.7 ] 17.6
3 11.9 12.6 17.5 0 16.7
4 11.4 13.7 14.4 0 14.2
5 8.5 13.1 15.4 0 14.9
] 11.1 14.7 19 0 17.6
7 11.4 15.7 17 0 16.9
8 10.5 12.6 159 0 15.8
9 11.8 13.9 21.4 0 19
10 121 14 16.2 0 16
Promedio 11.47 13.91 17.72 0 16.79
P 0.053 0.672 0.392 * 0.859
Prueba de
Normalidad Normalidad Normalidad  Mermalidad Normalidad

(Shapiro-Wilk)
("} Control negativo, es un constante y se ha desestimado
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Anexo 09: Evidencia de la Ejecucion del Proyecto de Tesis
Este proyecto de investigacion se realizé en el laboratorio de Farmacognosia de la

Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo

Recoleccion de las hojas de Lippia alba del Jardin Botanico de la UNT
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Seleccion, Lavado y Desinfeccion de la planta Lippia alba

Las hojas de Lippia alba se lavo con agua de cafio y en seguida se desinfectd
con hipoclorito de sodio al 0.5%. Posteriormente se realizé un enjuague de la

planta con suficiente agua destilada estéril
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Extraccion del aceite esencial de Lippia alba

Se armo el equipo de destilacion, sometiendo las muestras a una corriente de vapor
de agua sobrecalentada, arrastrando la esencia que posteriormente por accion del

refrigerante, se condenso.

R

[nuima| 1

Aceite esencial de Lippia alba
en diferentes concentraciones
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Sistema conteniendo cepa

Tubo con medio de cultivo
de Streptococcus

BHI, conteniendo la cepa de

Streptococcus mutans ATCC
mutans ATCC 25175. 25175 reactivada.

[ KW

[o1] 266-26-10
0256U

g 2020-0¢ 29
gt 25175™

S. mutans

S

Placa de Petri con medio de cultivo TSA con colonias tipicas
de Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Tubo conteniendo Streptococcus mutans ATCC 25175 estandarizado a la
concentracion 1.5x108 UFC/ml
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—
o

Inoculacion de las placas y preparacion de los discos de papel filtro

whatman nimero 3 estériles
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Lectura de los resultados: Se midi6 los halos de inhibicion del aceite de Lippia alba

a diferentes concentraciones, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175
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Halos de inhibicién al 30%

Halos de inhibicién al 50%
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mm/inch
mm/inch

o 0
Halos de inhibicion al 60% Halos de inhibicion del grupo control

(Clorhexidina al 0.12%)

- Vi

Halos de inhibicion en diferentes

Halos de inhibicion del grupo control concentraciones

negativo etanol al 70%
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