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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion titulado “Evaluacion de la efectividad
antimicrobiana de un colutorio a base de los aceites esenciales de Eucalyptus
globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp (Mufia), frente a Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031, Staphylococcus aureus ATCC 29737 y Candida
albicans ATCC 10231”, tuvo como objetivo principal Evaluar la efectividad
antimicrobiana de un colutorio a base de los aceites esenciales de Eucalyptus
globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp. (Mufia) frente a Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031, Staphylococcus aureus ATCC 29737 y Candida
albicans ATCC 10231. El estudio fue cuasi experimental, prospectivo y
transversal. Se utiliz6 una ficha de registro para los datos obtenidos. ElI método
empleado para la evaluacion de la efectividad antibacteriana fue el de Reto
Microbiano Modificado. Los resultados fueron: para Klebsiella pneumoniae, a un
nivel de significancia de 0.05 y un p-valor=0.4412, el tratamiento con el colutorio
formulado tiene el mismo efecto que colutorio comercial; para Staphylococcus
aureus, a un nivel de significancia de 0.05 y un p-valor=0.6039, el tratamiento con
el colutorio formulado no es mas efectivo que el colutorio comercial, ambos
presentan la misma efectividad; para Candida albicans, a un nivel de significancia
de 0.05 y un p-valor=0.0000325, se acepta que el tratamiento con el colutorio
formulado presenta mayor efectividad que el colutorio comercial.

Palabras clave: Efectividad antibacteriana, colutorio, aceites esenciales, reto
microbiano.



SUMMARY

The present research work entitled "Evaluation of the antimicrobial effectiveness of
a mouthwash based on the essential oils of Eucalyptus globulus Labill
(Eucalyptus) and Minthostachys sp (Muia), against Klebsiella pneumoniae ATCC
10031, Staphylococcus aureus ATCC 29737 and Candida albicans ATCC 10231 ",
had as main objective to evaluate the antimicrobial effectiveness of a mouthwash
based on the essential oils of Eucalyptus globulus Labill (Eucalyptus) and
Minthostachys sp. (Mufia) against Klebsiella pneumoniae ATCC 10031,
Staphylococcus aureus ATCC 29737 and Candida albicans ATCC 10231. The
study was guasi-experimental, prospective and cross-sectional. A registration form
was used for the data obtained. The Modified Microbial Challenge method was
used to evaluate antibacterial effectiveness. The results were: for Klebsiella
pneumoniae, at a level of significance of 0.05, treatment with the formulated
mouthwash has the same effect as a commercial mouthwash; for Staphylococcus
aureus, at a level of significance of 0.05, the treatment with the formulated
mouthwash is no more effective than the commercial mouthwash, they present the
same effectiveness compared to the formulated mouthwash; for Candida albicans,
at a level of significance of 0.05, it is accepted that the treatment with the
formulated mouthwash is more effective than the commercial mouthwash.

Key words: Antibacterial effectiveness, mouthwash, essential oils, microbial
challenge



I. INTRODUCCION

La salud bucal es uno de los grandes problemas de salud publica a la que no se
le ha dado mucha importancia en nuestro pais. La higiene bucal es una adopcion
de diversos habitos que ayudan a reducir y eliminar los desechos adheridos a los
dientes provenientes de la dieta diaria. Para cumplir con estos habitos existen
diversos productos en el mercado que nos ayudan de diversas formas, como: el
cepillo dental, el hilo dental, los dentifricos y el colutorio. El colutorio que es parte
del hébito de higiene oral ayuda a controlar y disminuir la carga bacteriana que
provocan diversas patologias en la zona bucofaringea. El colutorio en su
formulacion habitual contiene altas cantidades de alcohol, que sirve como
diluyente de sus principios activos, como conservante y como activo para eliminar
microorganismos, pero estas altas concentraciones podria ser perjudiciales para
la salud, como se ha mencionado en diversas investigaciones y publicaciones.*

Ante esta problematica y en la busqueda de nuevas alternativas que ayuden a
mejorar los productos que se usan en la higiene oral, se centra el interés en las
especies vegetales que poseen actividad antimicrobiana. Estas diversas especies
vegetales que abundan en nuestro pais han contribuido activamente al desarrollo
de las diversas poblaciones y a la humanidad. Su utilizacibn como alimento y
materia prima para elaborar diversos productos de uso cotidiano o productos
utilizados en la medicina ha sido parte de los grandes avances de la humanidad y
la terapéutica.

Los aceites esenciales han sido de gran utilidad en la formulacion de diversos
productos farmacéuticos debido a sus diversas propiedades. Asi podemos
mencionar a los aceites esenciales de Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y
Minthostachys sp (Muia), quienes han demostrado buena actividad
antimicrobiana en diversas investigaciones.?® Es por ello que en la presente
investigacion se formula un colutorio que tiene como activos a los aceites
esenciales de Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp (Muiia),
sin la presencia de alcohol en su formulacién y con el objetivo general de evaluar
su efectividad antimicrobiana frente a tres cepas que han sido causantes de
diversas patologias orales: Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y
Candida albicans.*>67



1.1. Situacion problemética

Los colutorios desde siempre han sido un aliado perfecto para tratar las
afecciones bucales y reducir la concentracion de microorganismos presentes en la
cavidad oral, estos productos son formulaciones que se han convertido en el
complemento ideal para llegar a las zonas de mas dificil acceso y poder permitir a

los principios activos actuar por mas tiempo.

En los dltimos afios se han publicado diversas investigaciones sobre el uso de los
colutorios con alcohol, se menciona que: “La elevada cantidad de alcohol en
algunos colutorios, asi como el hecho que permanecen en contacto con la
mucosa oral durante mas tiempo que una bebida alcohdlica, puede hacer pensar
en un efecto nocivo a partir de un mecanismo local. El enjuague oral aumenta el
tiempo de exposicidon de la mucosa al alcohol y se ha demostrado que colutorios
con alto contenido en alcohol producen lesiones hipergueratdsicas tanto en

hombres como en animales de estudio.”

Teniendo en cuenta esta problematica la presente formulacion de un colutorio
natural evita el alcohol como uno de sus excipientes. Se propone un producto libre
de alcohol y con principios activos naturales como los aceites esenciales de
Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp (Muia) que en diversas

investigaciones? 2 han demostrado buena actividad antimicrobiana.

En la cavidad oral existen diversos microorganismos algunos parte de la flora
normal y otros oportunistas que son los principales responsables de las diversas
patologias odontologicas, entre los cuales podemos mencionar: Klebsiella
pneumoniae, ‘presente antes y posterior a un procedimiento quirdrgico
odontologico™, “es una bacteria muy preponderante en la cavidad oral’>; Candida
sp, “que aparece principalmente en la lengua y el paladar, provocando afecciones

bucofaringeas”®; Staphylococcus aureus, “puede causar una infeccion dentaria”’.

Controlar el crecimiento o ausencia de estos microorganismos es de suma
importancia para tener una buena salud bucal, evitando asi patologias
odontoldgicas. Esto se puede lograr con el uso de los diversos métodos de
limpieza bucal, como el cepillado, el uso del hilo dental y el uso de un colutorio

efectivo frente a estos patdgenos.



1.1.1. Problema general

¢ Presentara efectividad antimicrobiana el colutorio a base de aceite esencial de
Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp (Mufia) frente a
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Staphylococcus aureus ATCC 29737 y
Candida albicans ATCC 10231?

1.2. Justificacion e importancia

La presente investigacion es de gran interés y utilidad para la sociedad, ya que al
demostrarse una buena efectividad antimicrobiana comparable a otro colutorio
comercial, este podria sustituir el uso de los colutorios que contienen alcohol, que
pueden ser dafiinos para la salud de las personas. Ademas el colutorio propuesto
tiene como insumos activos aceites esenciales naturales, extraidos de dos plantas
milenarias del Peru. Este podria convertirse en un producto beneficioso y
accesible para la poblacién en general y asi mejorar la salud bucal de la poblacion

peruana.
1.3. Objetivos General y especificos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la efectividad antimicrobiana de un colutorio a base de aceite esencial de
Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp. (Mufa) frente a
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Staphylococcus aureus ATCC 29737 y
Candida albicans ATCC 10231.

1.3.2. Objetivo especifico

Comparar los resultados de la efectividad antimicrobiana obtenidos del colutorio a
base de aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys
sp. (Mufia) frente a Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Staphylococcus aureus
ATCC 29737 y Candida albicans ATCC 10231 con los resultados de un colutorio

comercial.

Determinar la efectividad antimicrobiana de un colutorio a base de aceite esencial
de Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp. (Mufia) frente a
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Staphylococcus aureus ATCC 29737 y
Candida albicans ATCC 10231.



1.4. Hipotesis

1.4.1. Hipotesis general

El colutorio a base de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus Labill
(Eucalipto) y Minthostachys sp. (Mufia) presenta efectividad antimicrobiana
comparable con la de un colutorio comercial frente a Klebsiella pneumoniae ATCC
10031, Staphylococcus aureus ATCC 29737 y Candida albicans ATCC 10231.

1.5. Variables

Efectividad antimicrobiana
1.6. Delimitacién

1.6.1. Limitaciones

En el presente trabajo se determinara la actividad antimicrobiana de un colutorio a
base de aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill (eucalipto) y Minthostachys
sp. (Mufia), pero no se podra evaluar la actividad antiinflamatoria y cicatrizante del
producto, siendo estos de suma importancia para demostrar el gran beneficio que
aporta a la salud bucal. No se puede desarrollar estas pruebas por la falta de
metodologia experimental en cavidad oral y por las restricciones que se presentan

si se quisiera realizar un estudio in vivo.

En el presente trabajo tampoco se podra realizar los estudios de estabilidad del

producto, por el costo y tiempo gque este ensayo demanda.



II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Estudios a nivel internacional

Lopez et al. (2015)® evaluaron la eficacia de los aceites esenciales (EO) de
eucalipto (Eucalyptus globulus L.), Thymus (Thymus capitatus L.), pirul (Schinus
molle L.) para controlar el crecimiento de Aspergillus parasiticus y Fusarium
moniliforme y su capacidad para producir micotoxinas. Para ello utilizaron los
datos del crecimiento radial cinético para obtener la concentracion Maxima
inhibitoria (ICs0). Utilizaron la 1Cso para evaluar la germinacion cinética y
micotoxinas de la germinacion de esporas. Ademas, la viabilidad de esporas la
evaluaron mediante el ensayo MTT. Todos los EO tuvieron un efecto en el
crecimiento radial de ambas especies. Después de 96 h de incubacién, el EO del
thymus a concentraciones de 1000 y 2500 uL L inhibi6 totalmente el crecimiento
de F. moniliforme y A. parasiticus, respectivamente. EO de Eucalipto y thymus
redujo significativamente la germinacion de esporas de A. parasiticus. La
inhibicién de la germinacion de esporas de F. moniliforme fue de 84,6, 34,0 y
30,6% cuando se expusieron a EO de eucalipto, pirul y thymus, respectivamente.
El thymus y el eucalipto redujeron la produccion de aflatoxina (4%) y fumonisina
(31%), respectivamente. La viabilidad de la espora se vio afectada cuando la
concentracion de aceites aumentd, siendo el EO de timo el que redujo la
proliferacion de ambos hongos. Sus hallazgos sugieren que la EO afecta el
desarrollo de F. moniliforme y A. parasiticus y la produccion de micotoxinas”.

En el estudio de De Siqueira et al. (2015)? se evalia la actividad antimicrobiana in
vitro del aceite esencial de Eucalyptus globulus L. y de las sustancias xilitol y
papaina frente a los siguientes  microorganismos: Pseudomonas
aeruginosa; Samonella sp.; Staphylococus aureus; Proteus vulgaris; Escherichia
coliy Candida albicans. Para la evaluacion antimicrobiana in vitro utilizaron la
prueba de difusién en agar y la evaluacién del diametro de la zona de inhibicién
de las sustancias ensayadas. Usaron clorhexidina al 0,5% como control.
Demostraron que el aceite de Eucalyptus globulus mostré mayor inhibicion que la
clorhexidina cuando se aplicé a Staphylococcus aureus, e igual inhibicion cuando

se aplico a los siguientes microorganismos: Escherichia coli, Proteus vulgaris y



Candida albicans. En su investigacion la papaina al 10% mostré menor efecto
antimicrobiano que la clorhexidina en relacion con Candida albicans. Para ellos el
xilitol no mostré inhibicion de los microorganismos ensayados. Concluyen su
investigacion manifestando que el aceite de Eucalyptus globulus tiene actividad
antimicrobiana frente a diferentes microorganismos y parece ser una alternativa
viable como agente germicida, por lo que se recomienda una investigacion

adicional.

Lorca et al. (2005)° nos mencionan que: “el alcohol ha formado parte de la
formulacion de enjuagues bucales desde hace mas de 50 afios. Como otros
principios no esta exento de efectos secundarios debidos en su mayor parte al
efecto sobre las células epiteliales, por lo que esta contraindicada su utilizacion en
pacientes con mucosas lesionadas o sensibles. Recientemente se atribuyeron a
los colutorios con alcohol un posible efecto sobre el desarrollo de lesiones de
cancer oral. La literatura sobre el tema nos muestra que la mayoria de los
estudios existentes tienen muchas limitaciones y que no hay indicios de que
exista ninguna asociacion entre la utilizacion de colutorios con alcohol y el
desarrollo de lesiones cancerigenas. La FDA, la ADA y el NCI aceptan el alcohol

como un componente seguro en la formulaciéon de enjuagues.”

De manera similar Carretero et al. (2004)! mencionan lo siguiente: “El alcohol se
emplea en los colutorios, en principio, como un disolvente de otros ingredientes y
como un conservante de la preparacion. Se han usado diferentes formulaciones
de colutorios durante afios, sin embargo, recientemente se ha expresado la
preocupacion sobre si su contenido de alcohol podria ser una amenaza para la
salud. La elevada cantidad de alcohol en algunos colutorios, asi como el hecho de
que permanecen en contacto con la mucosa oral durante mas tiempo que una
bebida alcohdlica, puede hacer pensar en un efecto nocivo a partir de un
mecanismo local. El enjuague oral aumenta el tiempo de exposicion de la mucosa
al alcohol y se ha demostrado que colutorios con alto contenido en alcohol
producen lesiones hiperqueratdsicas tanto en hombres como en animales de
estudio.

Actualmente y con los datos que disponemos, no se ha podido establecer una

relacion causal entre el uso de colutorios con alcohol y el desarrollo de cancer



oral. Tampoco existen evidencias de que el alcohol aumente el efecto de los

agentes antiplaca en los colutorios.”

2.1.2. Estudios a nivel nacional

En nuestro pais, Mendez (2016)° evalué el efecto sinérgico antibacteriano in vitro
de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare sobre
Escherichia coli. Para este trabajo emple6 el método de destilacion por arrastre de
vapor para obtener los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Origanum
vulgare. Una cepa silvestre de Escherichia coli fue expuesta a estos aceites
esenciales al 5%, 25%, 50%, 75%, 100% para obtener la concentracion minima
bactericida (CMB) de los mismos. Posteriormente evalud la interaccion sinérgica
de ambos aceites a concentraciones minimas bactericidas mediante el método de
difusion de discos modificado, utilizando a Ciprofloxacino como control positivo y a
Tween 80 como control negativo; realizo cinco repeticiones para cada caso. Como
resultado obtuvdé que la CMB es de 75% tanto para el aceite de Eucalyptus
globulus como de Origanum vulgare (equivalente a una concentracion de 0.69
g/ml y 0.71 g/ml para cada uno de ellos respectivamente); sin embargo pudo
demostrar que todas las concentraciones de los aceites esenciales ensayadas
tuvieron un notable efecto antibacteriano. Segun la escala de Duraffourd, la cepa
de E. coli en estudio es muy sensible a la combinacion de ambos aceites a
concentraciones minimas bactericidas. Concluyé su trabajo manifestando que
existe un efecto sinérgico antibacteriano in vitro de los aceites esenciales de

Eucalyptus globulus y Origanum vulgare sobre Escherichia coli.

En el estudio de Saguma (2016)!! se evalué la sensibilidad de Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa frente a concentraciones de 25, 50, 75 y
100% del aceite esencial de Eucalyptus globulus, el cual se obtuvo a partir de las
hojas de este, por el método de destilacién por arrastre con vapor de agua. La
sensibilidad de estos microorganismos se determiné por el método de difusion en
agar, utilizando Vancomicina y Ciprofloxacina como controles para
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa respectivamente, realizo
ensayos por triplicado y con cuatro repeticiones. Aunque todas las
concentraciones tuvieron efecto inhibitorio en ambas bacterias; determiné que

Staphylococcus aureus presentd mayor sensibilidad, estadisticamente
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significativa (p < 0.05) a las concentraciones de 75y 100% del aceite esencial en
relacion a la Vancomicina, mientras que Pseudomonas aeruginosa frente a la

concentracion de 100% en relacion a la Ciprofloxacina.

Salas (2016)'? realiz6 la investigacion en los meses de Noviembre del 2015 a
Abril del 2016 teniendo como objetivo determinar el efecto antimicético del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) en cepas de Candida albicans. La
recoleccion de la muia la realizé en la ciudad de Puno y la obtencion del aceite
esencial de la mufa se efectudé en el Laboratorio de Operaciones y Procesos
Unitarios de la Facultad de Ingenieria Quimica de la UNA — Puno, las muestras de
esputo se obtuvieron de pacientes con tuberculosis del Hospital Regional “Manuel
Nufez Butréon”, el aislamiento, identificacion y la determinacion del efecto
antimicotico, se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la UNA — Puno. El efecto antimicético lo
determiné midiendo 105 halos de inhibicién, utilizando el método de Kirby — Bauer
(antibiograma antimicotico), utilizé una cepa clinica de Candida albicans aislados
de pacientes con tuberculosis. Los grupos de estudio fueron concentraciones de
Iml/25ul (T1), 1ml/50ul (T2), 1mi/200ul (T3), 1ml/150ul (T4), 1ml/200ul (T5),
1ml/250ul (T6), donde (ml/ul es la proporcion de agua destilada y aceite de muia
respectivamente), un grupo control positivo (Fluconazol), y un grupo control
negativo (agua destilada estéril) El andlisis estadistico que empleé fue ANOVA
para determinar el efecto antimicético y Tukey para la concentracion inhibitoria
adecuada y la evaluaciéon de los halos de inhibicién. Sus resultados fueron los
siguiente: La media de los halos de inhibicién del T1 fue de 3,4mm (0,0 — 4,9); del
T2 11,1mm (10,1 — 11,9); del T3 15,7mm (14,4 — 16,9); del T4 19,0mm (17,9 —
20,0); del T5 24,1mm (23,4 — 25,2); del T6 29,2mm (28,3 — 30,0); y del grupo de
Fluconazol 25,5mm (24,8 — 26,8). No se obtuvo halos de inhibicion en el grupo de
control negativo. Encontr6 diferencia significativa entre el T1 — T6 y el grupo de
Fluconazol (p <.0001), a un a = 0.05. Concluye que de los seis tratamientos, el
sexto demostré una concentracion inhibitoria adecuada de 1ml/250ul (T6),
resultando ser superior con un diametro de halo de inhibicibn mayor, en

comparacion al Fluconazol (control positivo), demostrandose que el aceite



esencial de Minthostachys mollis tiene efecto antimicético sobre cepas de

Candida albicans.

En su investigacion, Acho et al. (2014)3 demostraron la actividad antibacteriana in
vitro de los extractos acuosos liofilizados de hojas de Eucalyptus globulus Labill
(Eucalipto) y corteza de Cinnamomun zeilanicum Blume (Canela) frente a
Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Staphylococcus aureus. La actividad
antibacteriana la determinaron en principio por el método de difusion (Kirby Bauer)
para conocer el grado de sensibilidad segun el tamafio del halo de inhibicién y
también por el método de Macrodilucion en medio liquido para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria; a partir de esta Ultima se determind la
Concentracion Minima Bactericida en medio solido. Analizaron los resultados de
los ensayos, y se observaron que el extracto acuoso de las hojas de Eucalyptus
globulus Labill a concentraciones de 600, 700 y 800 mg/ml, tuvo 50 %, 51.7 %, y
57.2 %, respectivamente de actividad frente a Enterococcus faecalis; con
Escherichia coli a las mismas concentraciones se obtuvieron 54.7 %, 57.1 % y
57.1 % de actividad, respectivamente; mientras que con Staphylococcus aureus
se obtuvo un 49.2 %, 49.2 % y 50.8 %, respectivamente. Con las cortezas de
Cinnamomun zeilanicum Blume a concentraciones 600, 700 y 800 mg/ml se
obtuvieron, respectivamente, 32 %, 38.8 %, 31.3 % de actividad frente a
Enterococcus faecalis; con Escherichia coli a 600 mg/ml se obtuvo 13.3 %,
mientras que a 700 y 800 mg/ml tuvo 20 % de actividad. Con Staphylococcus
aureus a concentraciones de 600, 700 y 800 mg/ml se obtuvo un 28.6 %, 51.4 %,
46.4 % de actividad, respectivamente. En la determinacién de la Concentracion
Minima Inhibitoria, el extracto de hojas de Eucalyptus globulus Labill presenté una
C.M.l. de 16 mg/ml; la corteza de Cinnamomun zeilanicum Blume presento 32
mg/ml. Asi mismo, se encontraron que la Concentracion Minima Bactericida del
extracto de hojas de Eucalyptus globulus Labill fue significativa, mientras que en

cortezas de Cinnamomun zeilanicum Blume no se encontraron una C.M.B.

Alvarado et al. (2014)* evaluaron el efecto inhibitorio in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus L. en cepas de Staphylococcus aureus
aislados de vacas con mastitis. El extracto se obtuvo de hojas secas de

Eucaliptus globulus L. con etanol al 80 % (v/v). Las concentraciones que



emplearon fueron 100, 200, 300, 400 y 500 mg/ml usadas en 10 cepas de
Staphylococcus aureus. Evaluaron el efecto inhibitorio por el método de difusion
de KIRBY BAUER. Para ellos la cepa mas sensible fue Staphylococcus aureus 2,
mientras que Staphylococcus aureus 10 mostré mayor resistencia al extracto.
Ambas variables en estudio mostraron diferencias significativas. Concluyen que el
extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus L. "eucalipto” tiene efecto
inhibitorio en cepas de Staphylococcus aureus aislados de vacas lecheras con
mastitis siendo directamente proporcional a la concentracion del extracto variando
ligeramente entre cepas; donde la concentracién que tuvo mayor efecto inhibitorio

fue 500mg/ml con halo promedio de 19.29 mm en la totalidad de las cepas.

Para Cruzado (2014)2 quien determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) in
vitro del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) obtenidos mediante la
técnica de arrastre de vapor de los talluelos, hojas y flores de la “Mufia” que fue la
sustancia en estudio, frente al Streptococcus mutans, con el fin de buscar nuevas
alternativas para la prevencién de la caries dental. Su estudio se realiz6 utilizando
cuatro concentraciones del aceite esencial (25%, 50%, 75% y 100%); utilizo la
amoxicilina de 30 ug como control positivo y agua destilada como control
negativo; los cuales fueron puestos en contacto con el microorganismo de
estudio; para asi poder determinar la concentracion inhibitoria minima. Determiné
que a la concentracion de 50% presenté efecto inhibitorio y este efecto se
incrementa en relacion directa con el aumento de la concentracion y este es

estadisticamente similar al obtenido por el control positivo (amoxicilina).

Para Morales (2014)'® quien evalu6 la susceptibilidad bacteriana in vitro del
Enterococcus faecalis frente a diferentes concentraciones de aceite esencial de
Eucalyptus globulus L. (eucalipto) en comparacién con hipoclorito de sodio al
2.5%. El efecto antibacteriano lo determiné mediante la técnica por difusion en
agar, con 5 grupos experimentales, 4 concentraciones de aceite esencial, y un
grupo control donde se utilizé Unicamente hipoclorito de sodio al 2.5%, La muestra
estuvo constituida por 80 repeticiones realizadas (con aceite esencial de eucalipto
a diferentes concentraciones o con hipoclorito de sodio al 2.5%) en cada placa
petri con la cepa de Enterococcus faecalis. Encontré que la susceptibilidad

bacteriana in vitro del Enterococcus faecalis frente al aceite esencial de
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Eucalyptus globulus (eucalipto) al 100% y 75% fue mayor en comparacion con

hipoclorito de sodio al 2.5%.

Ccallo (2013)!¢ trabajé con muestras tipificadas de Streptococcus mutans y
Porphyromonas gingivalis y el aceite esencial de la mufia. La investigacion se
realizd en tres etapas; la Primera de recoleccion de la especie mencionada en la
localidad de Marangani, Provincia de Canchis, en el Departamento de Cusco; la
segunda etapa de obtencion del aceite esencial, por el método de destilacion de
arrastre a vapor de agua a partir de la hojas desecadas de Minthostachys mollis
(mufia), en el laboratorio de procesos y operaciones unitarias de la Facultad de
Ingenieria Quimica y la tercera etapa, en la cual se determin6 la concentracion
minima inhibitoria (CMI), para lo que se utilizé6 el método de macrodilucion en
caldo del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia), en el laboratorio de
microbiologia de la Facultad de Medicina Humana. Emple6é andlisis descriptivo
para obtener los promedios y desviaciones estandar de las variables de las cepas
bacterianas estudiadas, se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa
del efecto de inhibicion del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) a
diferentes concentraciones frente a la actividad bacteriana de Streptococcus
mutans P<0.01 ANOVA y del efecto de inhibicion del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) a diferentes concentraciones frente a la actividad
bacteriana de Porphyromonas gingivalis P<0.01 ANOVA. Se utiliz6 la prueba T-
Student para determinar la diferencia estadistica significativa (P<0.05) del efecto
inhibitorio de aceite esencial frente al Streptococcus mutans y Porphyromonas
gingivalis. Sus resultados fueron que la concentracidbn minima inhibitoria para
Streptococcus mutans es 0.448g/ml de aceite esencial, ya que esta concentracion
inhibe el 50% del crecimiento bacteriano y para Porphyromonas gingivalis es
mayor a 0.448g/ml de aceite esencial, ya que es la mayor concentracion en la que
se trabajo y solo se inhibié el 23.05 % de crecimiento bacteriano. Concluye que el
aceite esencial de mufia inhibe a Streptococcus mutans y a Porphyromonas

gingivalis.
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2.2. Teorias generales

2.2.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son productos volatiles de naturaleza compleja elaborados
por ciertos vegetales a los que confieren un aroma agradable. Oficinalmente se
denominan aceites esenciales los productos que se pueden obtener por arrastre
con corriente de vapor de agua o por expresion del pericarpio de ciertos frutos.
Habitualmente, también se denominan esencias, si bien esta denominacion es
mas amplia, ya que engloba aceites esenciales y a otras sustancias obtenidas por

métodos extractivos bastante diversos. 1/
2.2.1.1 Caracteristicas

Los aceites esenciales son generalmente liquidos a temperatura ambiente,
aunque algunos solidifican a baja temperatura como, por ejemplo la esencia de
anis. La mayoria son practicamente transparentes, incoloros o ligeramente
coloreados (amarillentos) con excepciones como la esencia de manzanilla, que
contiene camazuleno de un intenso color azul. Algunos aceites esenciales son
inflamables. Generalmente, son menos densos que el agua, aunque también hay
excepciones como las esencias de clavo y de canela, que son mas densas. Los
aceites esenciales suelen ser insolubles en agua (aunque hay ciertas esencias
gue son parcialmente solubles porque algunos de sus componentes se
solubilizan, como por ejemplo los fenoles). Los aceites esenciales son lipéfilos y
solubles en disolventes organicos apolares (hexano, éter etilico, etc). La
solubilidad en alcohol es variable y suelen ser solubles en el alcohol de alta
graduacion. Poseen de indice de refraccion elevado y presentan actividad optica
(desvia el plano de la luz polarizada, tiene poder rotatorio). Se oxidan con

facilidad y polimerizan dando productos resinosos.’
2.2.1.2 Distribucién

Los aceites esenciales se encuentran en vegetales superiores, concretamente en

ciertas familias de angioespermas, de las cuales cabe destacar:

e Coniferas: Pinus sp.
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e Apiaceas o umbeliferas: Anis, hinojo

e Labiadas o lamidceas: menta, melissa, lavanda
e Lauraceas: canela

e Asterdceas o compuestas: manzanillas

e Mirtaceas: eucalipto, clavo

e Rutaceas: citricos?’

2.2.1.3 Localizacion
Los aceites esenciales se encuentran localizados en diferentes Organos
vegetales:

e Raiz, rizoma: carcuma, jengibre

e Fruto: molle

e Corteza: canela

e Lefo: alcanfor

¢ Sumidades floridas: menta, lavanda, romero

e Flores: manzanillas

e Hojas: eucalipto, laurel, boldo

Los aceites esenciales se acumulan en cavidades secretoras, células, en

pelos secretores, en canales secretores, etc.t’

2.2.1.4 Funcién en el vegetal

En los vegetales los aceites esenciales pueden desempefiar diferentes papeles,
los cuales, aparentemente, estan siempre relacionados con sus propiedades
volatiles y olorosas:
e Intervienen en la polinizacién, ejerciendo un efecto de atraccion sobre
ciertos insectos polinizadores.

e Actlan como defensas frente al ataque de parasitos.t’
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2.2.1.5. Métodos de obtencién

2.2.1.5.1. Arrastre con vapor de agua

Para realizar la destilacion por arrastre con vapor se usan alambiques de

caracteristicas variables y adaptadas a cada tipo o caso especifico.!8

2.2.1.5.2. La hidrodestilacion simple o destilacién con agua.

Consiste en sumergir directamente el material vegetal a tratar en agua, que
a continuacion se somete a ebullicion. En éste método es méxima la accion
del agua sobre el material, por ello se puede presentar hidrolisis y
oxidaciones. Util para materiales que tienden al apelmazamiento (flores
pequefias). Es aconsejable cargar el agua ya caliente para disminuir la
hidrélisis y el tiempo de operaciébn. Los vapores heterogéneos se
condensan y el aceite esencial se separa por diferencia de densidad. Ej.:

Trementinal®

2.2.1.5.3. Destilacién con vapor saturado o destilacion con agua y

vapor.

El vegetal no esta en contacto con el agua; el vapor de agua se inyecta a
través de la masa vegetal dispuesta sobre placas perforadas. ElI material
debe tener tamafio uniforme para favorecer el paso del vapor. Trabaja
cerca de los 100°C cuando lo hace a 1 atm de presion y el rendimiento es
bueno siempre y cuando no se presenten apelmazamientos. Por cargarse
el material a una temperatura menor a la de trabajo, se producen
condensaciones sobre él y ésta humedad origina cierta dificultad en la
operacion, especialmente en el paso y distribucién del vapor por la
muestra. Por su sencillez, bajo costo y rendimientos, esta técnica es la mas
usada en la industria de aceites esenciales. Varias Farmacopeas la

recomiendan como el método 6ptimo de obtencién de esencias.!®
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2.2.1.5.4. La destilacion con vapor seco o sobrecalentado.

Consiste en impulsar el vapor a través de la masa vegetal, colocada sobre
columnas o cestones. El vapor tiende a recalentarse por la resistencia
opuesta a su paso por el material y esto debe evitarse en lo posible, debido
a que seca las membranas celulares e impide la salida del aceite. Las

instalaciones son mas costosas, pero presentan mayores producciones.®

2.2.1.5.5. Fundamentos de la destilacion por arrastre con vapor de

agua.

La destilacion por arrastre con vapor es utilizada para separar sustancias
ligeramente volatiles e insolubles en agua, de otros productos no volatiles
mezclados con ellas.

Para la comprension de ésta operacion, se hace la consideracion del
comportamiento en la destilacién de un sistema de 2 fases formado por dos
liquidos, x e y, completamente insolubles entre si (agua y aceite esencial);
cada liquido ejerce su propia tension de vapor, independiente de la otra.
Asi, la Presion total (PT), se puede calcular de la siguiente forma:

PT=PX+PY (aT)

Donde:

PX = Presion de vaporde Xa T

PY = Presibn de vaporde Ya T

El punto de ebulliciébn de la mezcla serd aquella temperatura en la que la
presion total PT, sea igual a la atmosférica.

Puesto que la presion ejercida por un gas (a una temperatura dada) es
proporcional a la concentracion de sus moléculas, la relacion de las
presiones de vapor de X e Y en el punto de ebullicion de la mezcla sera

igual a la relacion entre el nimero de moléculas de X y de Y que destilan
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de la mezcla. Asi la composicion del vapor se puede calcular de la

siguiente forma:

N, P
X - ZEe1
N, B
Donde:

Nx/Ny: Relacion molar de X e Y en el vapor

O bien:

W, P,=M
e
W, B =M,

Donde:

Wx/Wy: Relacion de pesos de X e Y en el vapor
Mx: Peso molecular de X

My: Peso molecular de Y

De la ec. 2, se puede decir que en la destilacion de una mezcla de dos
liguidos no miscibles las cantidades relativas en peso de los dos liquidos
que se recogen son directamente proporcional a las presiones de vapor de
los liquidos a la temperatura de destilacion y a sus pesos moleculares.
Ademas, la mezcla destilard a una temperatura constante en tanto exista

por lo menos algo de cada uno de los componentes.!®

2.2.1.5.6. Expresion

Aplicado generalmente a la familia Citrus. El principio del método es muy
simple: las cascaras se dilaceran y el contenido de las glandulas secretoras
gue se han roto se recupera por un procedimiento fisico.

El procedimiento clasico consiste en ejercer bajo una corriente de agua,
una accién abrasiva sobre la superficie del fruto. Después de eliminar los
desechos sodlidos, el aceite esencial se separa de la fase acuosa por

centrifugacion.1®
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2.2.1.6. Factores de variabilidad de los aceites esenciales

No es raro encontrar, en el mercado de aceites esenciales, productos para los
cuales el érgano productor (hoja, corteza), el origen geogréfico —incluso el origen
botanico- no se especifica con todo el rigor deseable. La misma imprecision se
puede encontrar, en alguna ocasion, en la documentacién contenida en los
articulos publicados en revistas llamadas “cientificas”. A modo de disculpa, es
preciso reconocer que ciertas abreviaturas son fuente de ambigiiedad y que las

denominaciones tradicionales no siempre son univocas.

Ejemplo: frecuentemente se habla de orégano y de aceite de orégano. ¢ Se trata
del orégano de Grecia (Origanum Vulgare L. ssp. Viride [Boiss.] Hayak), del
orégano de Espafia (Corydothymus capitatus [L]. Hoff. Y Link.), el orégano de

México (Lippia graveolens HBK) o del orégano de Turquia (Origanum onites L.)?*°
2.2.1.7. Existencia de Quimiotipos

Los quimiotipos —llamados también razas quimicas- son muy frecuentes en
plantas con aceites esenciales. Uno de los ejemplos mas demostrativos es el del
tomillo (Thymus vulgaris L.) del Mediterraneo occidental. Se cuentan para esta
especie, morfologicamente homogénea Yy carioldgicamente estable, siete
guimiotipos diferentes: seis en los carrascales del sur de Francia (con timol,
carvacrol, geraniol, linalil, a-terpineol, trans-4-tuyanol y cis-8-mircenol) y uno, en
Espafia, con cineol. El mismo fendmeno se observa en otras especies del género
Thymus y tambien en otras Lamiaceae: quimiotipos timol y carvacrol se han
detectado en ciertas especies de Thymbra, Satureja, Mejorana, Origanum y

Corydothymus.*®
2.2.1.8. Influencia del ciclo Vegetativo

Para una especie determinada la proporcion de los diferentes constituyentes de
un aceite esencial puede variar a los largo de su desarrollo. Asi, en Menta
piperita, la disminucion del contenido en (-)-mentona, observada a lo largo del
ciclo vegetativo, corresponde a una reduccién en (-)-mentol y (+)-neomentol: el
contenido en (-)-mentol (libre y esterificado) aumenta, el de (+)-neomentol no

aumenta —al contrario- debido a su conversidon en un derivado hidrosoluble, el
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glucésido de (+)-neomentilo. Habitualmente se observan en otras especies
variaciones, a veces muy importantes: hinojo, zanahoria, cilantro (en esta ultima el
contenido en linalol es un 50% mas elevado en el fruto maduro que en el fruto

verde), etc.t®
2.2.1.9. Influencia de los factores extrinsecos

Influyen los factores del entorno y las practicas de cultivo. La temperatura, la
humedad relativa, la duracion total de la insolacion y el régimen de los vientos
ejercen una influencia directa, sobre todo en especies que poseen estructuras
histolégicas de almacenamiento superficiales (ej.: pelos secretores de las
Lamiaceae). Cuando la localizacion es mas profunda la calidad es mucho mas

constante.

En ciertos Citrus, el contenido es tanto mas importante cuanto mas elevada es la

temperatura.

Las practicas de cultivo son también determinantes en el rendimiento y la calidad
del producto final. El aporte de abonos y la influencia de las variaciones N, P, K se
ha estudiado en diversas especies. La experiencia demuestra que no hay reglas
generales aplicables en todos los casos. Otro elemento fundamental es el

régimen hidrico. Una vez mas, cualquier generalizacién puede ser aventurada.!®
2.2.1.10. Influencia del proceso de obtencion

La labilidad de los constituyentes de los aceites esenciales explica que la
composicién del producto obtenido por hidrodestilacién, sea generalmente
diferente de la mezcla de constituyentes inicialmente presente en los 6rganos
secretores del vegetal. Durante la hidrodestilacion, el agua, la acidez y la
temperatura pueden inducir la hidrolisis de los ésteres pero también
reagrupamientos, isomerizaciones, racemizaciones, oxidaciones, etc. El
comportamiento del cis-hidrato de sabineno demuestra esta inestabilidad. Este
compuesto y su derivado acetilado son los constituyentes ampliamente
mayoritarios de la esencia obtenida por extraccibn con pentano después de
triturar, en nitrégeno liquido, las sumidades floridas de la mejorana (Origanum

majorana L.). La hidrodestilacién de estas ramas origina un producto que contiene
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entre otros elementos, gran proporcion de terpin-1-en-4-ol, acompafiado de y- y
de a-terpinenos; paralelamente, el contenido en acetato de cis-hidrato de
sabineno es despreciable. Los experimentos realizados con el cis-hidrato de
sabineno y su acetato (sintéticos) demuestra que un simple reflujo con agua los
descompone: en 30 minutos, no queda mas que un 10% del acetato y 85% del
alcohol mientras que aparecen el terpin-1-en-4-ol (mayoritario), y- y a-terpinenos,
p-cimeno, limoneno, terpinoleno y a-terpineol. Se comprenden mejor las
importantes variaciones de composicion que se desprenden del andlisis
bibliografico realizado sobre este aceite esencial (practicamente de 0 a 40% para
el hidrato de sabineno y/o el terpin-1-en-4-ol).

Es necesario sefialar también, entre los factores que influyen sobre la
composicién, la influencia del estado de la materia prima: en algunas Lamiaceae,
es suficiente el almacenamiento durante 24 horas para inducir cambios sensibles
en su composicion (los cuales pueden, por otra parte, ser deseables). Hay que
sefialar finalmente que la cinética de destilacion no es idéntica para todos los
constituyentes de un aceite esencial (Hidrocarburos, alcoholes, cetonas, etc.): La
composicién del destilado varia en funcion del tiempo. De ellos deriva la
importancia que tiene, para asegurar la calidad del producto y su constancia, el
estudiar, definir y controlar el conjunto de pardmetros y del cultivo en la
elaboracion del producto final.*®

2.2.2. Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto)

2.2.2.1. Clasificacion sistematica

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Rosidae
Orden : Myrtales
Familia : Myrtaceae
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Subfamilia : Myrtoideae

Tribu : Eucalypteae

Género : Eucalyptus

Especie : Eucalyptus globulus Labill
Nombre vulgar : Eucalipto

2.2.2.2. Descripcién botanica

Arbol de 70 a 90 m de altura, hojas con capa cerosa blanca. Se caracteriza por un
importante polimorfismo, de jovenes son opuestas, oblongas de 7 a 15 cm de
largo; cuando son adultas son alternas. Inflorescencia axilar, solitaria, botones
sésiles, flores de 4 cm de ancho, masa proveniente de estambres, fruto conico de

2 a 3 cm de ancho y numerosas semillas. Tronco largo generalmente liso.®
2.2.2.3. Habitat y Distribucion

Es una especie originaria de Australia y Tasmania, cuenta con mas de 500
especies, encontrandose distribuida en toda la cuenca Mediterrdnea, Francia,
Espafa, Italia, Portugal, Marruecos, Sudafrica y en grandes zonas de Asia. En
América se cultiva en climas tropicales, subtropicales y templados, desde
California hasta Argentina.®

2.2.2.4. Usos tradicionales

La infusibn de las hojas adultas de esta planta se emplea en afecciones
respiratorias de diversa indole: bronquitis, asma, faringitis, amigdalitis, gripes y
resfriados; también para el control de la diabetes, cistitis y vaginitis (en forma oral
o duchas locales), y dermatitis de cualquier origen. En los casos de males

respiratorios es comun utilizar esta planta en forma de vaporizaciones.®
2.2.2.5. Toxicidad

En grandes dosis, el aceite de eucalipto, como otros aceites esenciales ha
causado victimas mortales. La muerte es provocada por la ingestion de 4 a 24 mL

de aceites esenciales. Se presentan sintomas gastrointestinales que incluyen
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ardor e irritacion, nduseas, vomitos, diarrea; ademas, falta de oxigeno, debilidad,
mareos, estupor, dificultad para respirar, delirio, paralisis, convulsiones y muerte,
generalmente debido a una insuficiencia respiratoria. Las personas sensibles
pueden desarrollar urticaria por el manejo del follaje y otras partes de la planta.
Otras complicaciones que se pueden presentar son: inhibicion de la movilidad
ciliar y dermatitis por contacto. Es importante mencionar que el eucalipto es

neurotoxico y epileptégeno.®

2.2.2.6. Composicion quimica del aceite esencial de Eucalyptus globulus
Labill

El contenido en aceite esencial estd comprendido entre 5 y 35 ml/kg. El
constituyente mayoritario (70 — 80%) es el 1.8-cineol (o eucaliptol); los demas
constituyentes son principalmente terpénicos. La hoja contiene también una
docena de heterociclos oxigenados con estructura acilfloroglucinol-mono- o
sesqui terpénica — los euglobales y los macrocarpales- asi como compuestos
fendlicos, acidos fendlicos comunes y flavonoides (rutésidos, hiperésido y, en la

cera epicuticular, flavonas metiladas)*®

2.2.2.7. Accion farmacolégica del aceite esencial de Eucalyptus globulus
Labill

El aceite esencial de eucalipto esta dotado de propiedades antisépticas
demostradas in vitro inequivocamente sobre numerosos gérmenes. El cineol,
facilmente reabsorbido por via digestiva tanto como por via cutanea o rectal, se
elimina por via pulmonar y por via renal. Numerosos autores reconocen en el
aceite esencial de eucalipto (0.05-0.2 ml/dia) propiedades expectorantes,
estimulantes del epitelio bronquial y mucoliticas. El aceite esencial de eucalipto,
como el mentol se considera “descongestionante” de las vias aéreas superiores
en caso de rinitis; la accion de estos productos, sin duda, se reduce a la
estimulacion de los receptores habitualmente estimulados por el flujo de aire nasal
(por ello la sensacion de respirar mejor). A dosis altas, el aceite esencial de
eucalipto es neurotéxico (DLso 1.7 ml/Kg, rata, i.p). El cineol es epileptdégeno,
siendo esta accidén consecuencia de la inhibicion del consumo de oxigeno y de los

gradientes i6nicos tisulares a nivel encefalico. Igualmente es inductor de las
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enzimas microsomiales hepéticos (riesgo, mal conocido, de interacciones
medicamentosas). En el hombre, la ingestién de 10 a 30 ml de aceite esencial es
potencialmente mortal, pero los datos bibliograficos son contradictorios. A dosis
mas bajas se observan trastornos digestivos (vOmitos) y una alteracion a nivel de
la consciencia, y a veces dificultades respiratorias. In vitro, el extracto
hidroalcohdlico de hojas se muestra antibacteriano, sobre todo respecto a las
bacterias cariogénicas de la cavidad bucal; esta actividad es debida a los

macrocarpales.®

2.2.3. Minthostachys sp. (mufia)

2.2.3.1. Clasificacion sisteméatica

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Asteridae

Orden : Lamiales

Familia : Lamiaceae
Género : Minthostachys
Especie : Minthostachys sp.
Nombre vulgar : “Mufa”

2.2.3.2. Descripcién

Se denomina en la lengua Quechua “mufia”, y en la Aymara tiene 2 nombres:
“Coa” y “Huaycha”. Debido a sus caracteristicas semejantes al poleo y orégano,
los espafoles la denominaban poleo silvestre. Otros nombres vulgares con los

gue se le conoce a esta planta son: "Mufia negra”, "Polco silvestre"”, "coz", "mufa-

muna”, "arash mufa", "kon" "Orcco-mufa".
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La mufia, es un recurso natural que tiene un plano altitudinal de crecimiento entre
los 2500 — 3500 m.s.n.m. Habita entre los diferentes pisos ecoldgicos de nuestra
serrania, comportandose como tal; existe en gran abundancia. Asi como es una
planta hemicriptofila que durante la época mas fria del invierno y seco
desaparecen sus 6rganos aéreos para brotar nuevamente con las primeras lluvias
de la primavera. Alcanza una altura de 0.80 a 1.50 m., desarrollandose en forma
difusa y muy ramificada, crece en lugares cercanos a acequias, manantiales sin

tener grandes requerimientos de agua.

Se desarrolla en suelos arenosos, ricos en materia organica, bien drenados, con
buena retencion de humedad, con un pH entre 5-8 y un clima con elevada

luminosidad, florece en época de lluvia, se multiplica por semilla y por codo.?°
2.2.3.3. Caracteristicas botanicas

Es una planta arbustiva, lefiosa, frondosa en la parte superior, de aspecto
general glauco, erecto y pubescente, su tallo es ramificado desde la base. La
hoja es el elemento vegetativo simple ligeramente aserrado, carece de estipulas,
cortamente pedunculares de filotaxia opuesta. Su peciolo mide entre 4 y 6 mm.
de largo, pubescente acanalada en la parte superior y convexo en la parte inferior,
es aqui donde se deposita la mayor cantidad de aceite, que al estrujarlos dejan

sentir su aroma caracteristico. Las flores son hermafroditas.

El limbo es aovado de 1.7 a 2.5 cm, en su mayor ancho, y de 2 a 4 cm. de largo;
su base es atenuada de bordes aserrados, apice agudo de nerviacion
penninervia. El limbo es pubescente tanto en el haz como en el envez, debido a
lo cual la hoja presenta una coloracion verde palida; sus nervaduras secundarias

son muy desarrolladas y ligeramente reticuladas.

El céliz soldado con 13 venaciones terminado en 5 I6bulos dentados casi iguales
entre si con pelos cerelosos en la base, la corola raramente es de 6mm. De
largo, dividida en 2 labios: 2 I6bulos o labio superior y 3 l6bulos o labio inferior.
Los pelos de las partes aéreas, 0 sea de las hojas y tallos, parece que forman
una especie de manto protector contra los cambios bruscos de temperatura y al
mismo tiempo son los lugares en donde se deposita el aceite esencial, de aqui

gue al estrujarlos dejen sentir su aroma o el sabor picante que da una impresion
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de frio que es caracteristico. Las flores son pequefias, reunidas en verticilos
falsos, situados en la parte superior de las ramas con pedunculos cortos, 2 en

cada axila.?®
2.2.3.4. Metabolitos presentes en Minthostachys sp.

Pulegona: Uno de los componentes mas importantes de muchos aceites, pero es
mejor conocido por pulegium poleo (Mentha). Es altamente toxico en grandes
cantidades, dafla el higado y puede provocar el aborto. Su toxicidad
probablemente explica algunos de los efectos del aceite de Minthostachys contra
las plagas y parasitos. La sustancia también se usa en perfumeria y saborizantes.

Mentona: Otro componente muy importante, junto con Pulegona a menudo
representa mas del 75% de la composicion del aceite esencial entero. EI méas
conocido de la menta. Tiene un aroma muy agradable sabor a menta y se usa en

perfumeria, pero también tiene propiedades digestivas.

Carvacrol: Se ha encontrado para ser componentes dominantes en una menor
proporcion en los estudios del aceite de Minthostachys mollis. También se
encuentra en varias hierbas conocidas como orégano (Origanum vulgare), ajedrea
de verano (Satureja hortensis), tomillo (Thymus serpyllum), y es sobre todo un

valor para sazonatr.

Carvona: Como su nombre lo sugiere, esta sustancia es conocida como un
producto de semillas de alcaravea (Carum carvi), un Apiaceae. Tiene propiedades

digestivas y se utiliza para dar sabor.

Mentol: Por lo general, mucho menos importante en Minthostachys mollis, pero a
veces se encuentra como componente minoritario de la mezcla del aceite.

Produce sensacion de frio y adormece el dolor.

Linalol: Empleado como condimento y como insecticida, linalol es el componente
mas conocido del cilantro (Coriandrum sativum), Apiaceae. A menudo es uno de

los componentes menores del aceite esencial de Minthostachys mollis.

Timol: Como su nombre lo sugiere, esta sustancia es bien conocida de los aceites

de distintas especies de tomillo. Actia como antiséptico y contra el dolor de
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garganta y tos. A veces se encuentra como un componente menor en el aceite

esencial de Minthostachys mollis.?°
2.2.3.5. Tipos de Minthostachys

Se indica un total de 12 especies, cuya distribucion abarca desde Argentina
hasta Venezuelay en el Perl se encuentran 6 especies distribuidas desde
el norte (Cajamarca) hasta el sur (Cusco), con una mayor distribucion en la

region central, cuyas especies son:
Minthostachys glabrensces
Minthostachys salicifolia
Minthostachys setosa
Minthostachys spicata
Minthostachys tomentosa

Minthostachys mollis (HBK) griseb?!

2.2.4. Colutorios
2.2.4.1. Definicidén

Un colutorio antiplaca es un agente quimico antimicrobiano, vehiculizado en forma
liqguida para poder ser utilizado en la cavidad oral. Los agentes quimicos
antimicrobianos deben ser capaces de destruir microorganismos, inhibir su
reproduccion o su metabolismo. Muchos son bactericidas y algunos

bacteriostaticos.??
2.2.4.2. Importancia

La eliminacion de la placa bacteriana es necesaria para mantener la salud
gingival. Los métodos mas efectivos para la eliminacion de la misma son los
mecanicos, mediante el cepillado dental y la higiene interproximal (seda dental,
cepillos interproximales, etc.). Estos sistemas aplicados correctamente pueden
llevar a la eliminacion completa de la placa bacteriana. Sin embargo, adquirir unas

correctas técnicas requiere un periodo largo de entrenamiento en cuanto a

25



destreza y motivacion por parte del paciente. La experiencia clinica y los estudios
de poblacibn muestran que estos métodos se utilizan de manera insuficiente por
la gran mayoria de los pacientes. Ademas, existen personas con limitaciones
fisicas y/o mentales, pacientes ancianos, portadores de ortodoncia, etc., que no
son capaces de realizar un correcto control de la placa bacteriana. La necesidad
de una ayuda adicional en el control de la placa, propone el uso racional de los
agentes antimicrobianos, como un complemento a los regimenes de higiene oral
mecanicos. Debido a los diferentes efectos terapéuticos de los colutorios, sera el
profesional dental el responsable de valorar la conveniencia del uso
individualizado de estos productos para cada paciente. No obstante, estos para-
metros no deben ser lo Unico importante a la hora de recetar, pues otros como
son el sabor, el coste... condicionara la utilizacién o no del producto por parte del
paciente. Por ello es necesario, que el profesional conozca todas sus

caracteristicas.??
2.2.4.3. Indicaciones y funcién de los colutorios

Se han atribuido numerosas acciones a los colutorios. Entre ellas, la de controlar
la caries dental, la sensibilidad de los dientes y la halitosis. Incluso encontramos
colutorios para el tratamiento de la boca seca. Una de las principales indicaciones

de los mismos es el control de la placa bacteriana.

La funcion de un agente antimicrobiano para uso oral segun Fischman se deberia

dar en tres campos.

1. Campo preventivo: Prevencion de las enfermedades periodontales como

agente antiplaca y antiinflamatorio.

2. Campo terapéutico: Tratamiento de las enfermedades bacterianas y micéticas

especificas

3. Campo clinico: Prevencion de contagios al disminuir la carga de

microorganismos durante los procedimientos clinicos que generan aerosoles.

Actualmente no existe ningun colutorio antiplaca que tenga una efectividad
demostrada en estos tres campos. Un colutorio ideal deberia presentar las

siguientes caracteristicas:
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1) Elevada actividad antimicrobiana intrinseca.

2) Eficacia de amplio espectro contra bacterias y levaduras.
3) Estabilidad quimica.

4) Sustantividad.

5) Seguridad toxicoldgica.

6) Ausencia de reacciones adversas.

7) Compatibilidad con la formulacion de los dentifricos.

Sin embargo y a pesar de la gran cantidad de productos propuestos a la FDA
(Food and Drug Administration) ninguno de los colutorios antiplaca disponibles

actualmente en el mercado cumple con todos estos requisitos.??
2.2.4.4. Componentes activos de los colutorios

- Cloruro de zinc. Produce interferencia en la producciéon y volatilizacion de los
productos olorosos. El efecto del zinc es beneficioso a diferentes niveles:
capacidad de formar compuestos no volétiles a partir de compuestos volatiles de
sulfuro (CVS); actividad antimicrobiana, ya que produce precipitaciéon no selectiva
de proteinas; reduce la degradacion de elementos celulares en la saliva la
inhibicién de la actividad de la tiolproteinasa; disminuye la permeabilidad de las
membranas al paso CVS.

- Cloruro de cetilpiridinio y cloruro de bencetonio. Son compuestos derivados del
amonio cuaternario con demostrada actividad antibacteriana in vitro. In vivo su
actividad antibacteriana es mas limitada debido a su rapido aclaramiento de la

cavidad bucal.

- Compuestos fendlicos (timol, eugenol).Tienen no solo actividad antibacteriana,
sino también cierta actividad antinflamatoria. Dentro de este grupo destaca un
compuesto quimico, el triclosan. Es un antibacteriano potente que actia a bajas
concentraciones como bacteriostatico. Ejerce su accién sobre la membrana
citoplasmatica, evitando la llegada a ella de aminoacidos esenciales. A mayores

concentraciones, es bactericida, actia desorganizando y destruyendo la
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membrana basal bacteriana. Aunque no posee la propiedad de sustantividad, su
union a otros compuestos como zinc facilita un aclaramiento més lento y, por lo

tanto, una mayor eficacia in vivo.

Otro compuesto util es la clorhexidina, a altas dosis se comporta como
bactericida, alterando la permeabilidad de la membrana citoplasmatica bacteriana.
A bajas concentraciones es bacteriostética, interfiiendo el mecanismo de
transporte fosfoenolpiruvato fosfotransferasa. Su actividad antimicrobiana es
rapida y duradera.®?

2.2.4.5. Presencia de alcohol en los colutorios

El etanol se utiliza como conservante y disolvente en un intervalo de
concentracion de 5 a 27% en varios enjuagues bucales comercialmente
disponible, tiene actividad antimicrobiana frente a diversas bacterias, hongos y
virus por causar la desnaturalizacion de proteinas y la disolucion de los lipidos.
También estd demostrado que los enjuagues bucales que contienen alcohol
reducen la dureza de las restauraciones de resina y alteran el color de estas.
Existen declaraciones que puede haber una asociacion en el riesgo del desarrollo
de cancer en la via oral pero es de nueve veces en los fumadores, cinco veces en
los que también beben alcohol, y cinco veces en los que ni fuman ni beben
alcohol, mientras que otros desmienten esta teoria. Por lo que se concluye que
debe limitarse su uso a corto plazo, bajo supervision hasta que los estudios a
largo plazo estén disponibles. Por el momento el uso a largo plazo de los

enjuagues bucales que contengan alcohol se debe evitar.?*
2.2.4.6. Colutorios que contienen alcohol y su relacion con el Cancer oral

El etanol puro, por si mismo, no es una sustancia carcinogénica, sin embargo, se
asocia a sustancias carcindbgenas que actian como desencadenantes de la
accion toxica del alcohol. Asi, el alcohol ejerceria un efecto caustico aumentando
la permeabilidad de la mucosa oral y permitiendo el paso de otros carcinbgenos

como el tabaco. Entre las lesiones ocasionadas por el alcohol se encuentran:

*Desprendimiento del epitelio.

« Ulceraciones en la mucosa.
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* Gingivitis.
* Petequias.

 Lesiones blancas.

Se ha investigado la asociacion entre el cancer oral y el uso de enjuagues orales
con alto contenido en alcohol basandose en la hipétesis de que la permanencia
del alcohol en contacto con la mucosa oral durante un mayor tiempo que al injerir
una bebida alcohdlica podria hacer pensar en un posible efecto nocivo a partir de
un mecanismo local. Sin embargo, no se ha podido confirmar una relacién causal
entre el uso de colutorios y el desarrollo de cancer oral, pero, por otro lado, no se

justificaria el empleo de alcohol en los colutorios orales.?®

2.2.5. Microbiologia oral

2.2.5.1. Ecosistemas orales

El término ecosistema hace referencia a la comunidad de diferentes seres vivos
que, establecidos en un lugar, interactian entre ellos y, a su vez con los factores
fisicos y quimicos que conforman su entorno no vivo. En este sentido la cavidad
oral puede considerarse como un gran ecosistema. En ella existen
microorganismos que se relacionan entre si, estan inmersos en un ambiente
especifico, con elementos abibticos que les circundan, con el que también estan

estrechamente relacionados.28
2.2.5.2. Mucosa

Como la de cualquier otra zona esta constituida por a) epitelio de revestimiento
queranocitico con los estratos basal, espinoso, granuloso y, a veces, en algunas
regiones, otro cérneo y b) tejido conjuntivo subyacente o lamina propia; entre
ambos se distingue una delgada membrana o lamina basal. La poblacion epitelial
queranocitica se renueva periédicamente por un proceso descamativo que dura
12 o 13 dias. La mucina y la fibronectina que la recubren tienen una gran

significacion ecoldgica en la cavidad oral.2®
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2.2.5.3. Superficies dentales, pelicula adquirida y placa.

2.2.5.3.1. Superficies dentales

Los dientes a diferencia de los epitelios mucosos, no son descamables y esta
caracteristica facilita la colonizacion y acumulacion bacteriana. Estan constituidos
por estructuras especializadas de tejido epitelial y conjuntivo, mineralizados con
una parte de material inorganico, especialmente hidroxiapatita, y otra organica

con colageno proteoglucanos y diversas proteinas.?®
2.2.5.3.2. Pelicula adquirida

Es una capa amorfa acelular de algo menos de 1 mm de espesor, constituida por
la adsorcion selectiva sobre las superficies dentarias de componentes salivales,
especialmente glucoproteinas y proteinas, y en menor grado, de productos
secretados por los microorganismos. Habra diferencias en la composicion de las
distintas peliculas segun e establezcan sobre cemento, esmalte, sarro, e incluso

sobre materiales artificiales.2®
2.2.5.3.3. Placa dental

Aungue su composicién varia con el tiempo de evolucién y localizacién, podria
definirse de forma general como una biopelicula formada por microorganismos
adheridos entre si y a una superficie dentaria, embebidos, entremezclados y
rodeado de un material extracelular abiético de un triple origen: bacteriano, saliva

y dieta.?®
2.2.5.4. Saliva

Se trata de un liquido algo viscoso segregado al interior de la boca por diversas
glandulas denominadas mayores y menores. Las mayores son tres pares de
glandulas: a) las paroétidas, que vierten su secrecion a través del conducto de
Stenon en las superficies de los molares y premolares superiores y b) las
submaxilares y sublinguales, que lo hacen por medio del conducto comun de
Wharton en la parte mas anterior del suelo de la boca a nivel de las superficies
linguales de los incisivos inferiores. Las glandulas salivales menores, en numero
de 500-700, se localizan en: a) paladar duro, blando y tUvula (palatinas); b) region

del istmo en el pliegue glosopalatino o pilar anterior, extendiéndose a veces hasta
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el paladar blando; c) en el tejido conjuntivo subyacente a la mucosa oral de los
labios superior e inferior; d) en la mucosa que recubre la mejilla; e) en las
proximidades de la glandula sublingual mayor y f) en la punta, el cuerpo y la raiz
de la lengua. Estas secreciones se esparcirdn y contactaran con otras zonas
cercanas; al mismo tiempo, el movimiento de la lengua, labios y musculos
mimicos de la cara las extenderan a otras regiones mas amplias y se mezclarian
con el liquido gingival, restos alimentarios, microorganismos Yy células
descamadas de la mucosa oral, bafiando abundantemente todos los ecosistemas

primarios orales a excepcion del surco gingival.?®
2.2.5.5. Naturaleza de la microbiota oral.

La microbiota oral es extraordinariamente compleja. Se han llegado a aislar hasta
20 especies distintas en una misma cavidad bucal en el transcurso del tiempo; la
mayor parte tendria la caracteristica de ser transitoria, de forma que como

residente sélo quedarian unas 20 aproximadamente.?6
2.2.5.5.1. Cocos grampositivos

Con gran diferencias sobre los demas son los estreptococos del grupo viridans los
mas aislados, tanto cualitativa como cuantitativamente, de todos los ecosistemas
orales, en menor proporciéon se hallaria Staphylococcus spp., Enterococcus spp.,

S. mucilaginosus, Abiotrophia spp., y los anaerobios estrictos Peptostreptococcus

Spp_26
2.2.5.5.2. Cocos gramnegativos

Se detectan diversas especies, aerobias y comensales no exigentes, del género

Neisseria y otras pertenecientes al género Veillonella como anaerobias estrictas.?®
2.2.5.5.3. Bacilos grampositivos

Numerosos bacilos grampositivos y elementos filamentosos pleomdérficos se
aislan de la cavidad oral. Destacan un nimero amplio de especies de los géneros
Actinomyces y Lactobacillus y en menor cantidad Corynebacterium matruchotii,
Rothia dentocariosa, especies de Propionibacterium y las pertenecientes a los

géneros anaerobios Eubacterium y Bifidobacterium.?®
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Otras bacterias no bien identificadas se incluyen habitualmente bajo el término
vago e impreciso de “difterorides” o “difteromorfos”, por su forma similar a las

corinebacterias.
2.2.5.5.4. Bacilos gramnegativos

Sobresalen por su importancia los anaerobios estrictos no esporulados como
Porphyromonas spp., Prevotella spp., Fusobacterium spp., Leptotrichiabuccalis,
Selenomonas spp., Porphyromonas spp., Prevotella spp., Fusobacterium spp.,
Leptotrichia buccalis, Selenomonas spp., y Centipeda periodontii. Igualmente
destacan como bacterias anaerobias facultativas: Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Haemophilus spp., y algunas especies del género
Campylobacter.26

2.2.5.5.5. Otros microorganismos

Entre ellos sobresalen los treponemas comensales, hongos como Candida spp.,
Mycoplasma spp., y los escasos protozoos aislados en la cavidad oral como las

especies Trichomonas tenax y Entamoeba gingivalis.?®
2.2.5.6. Determinantes ecoldgicos orales

Los factores que regulan la composicion, el desarrollo, la cantidad, la coexistencia
y la distribucién de la microbiota oral en los diversos ecosistemas primarios se
conocen como determinantes ecoldgicos. Son de cinco tipos: a) fisicoquimicos; b)
de adhesion, agregacién y coagregacion; c) nutricionales; d) protectores del

hospedador y e) antagénicos bacterianos.?®
2.2.5.6.1. Factores Fisicoquimicos

La mayoria de los géneros y especies microbianas relacionadas con el hombre
crecen, se reproducen y viven en unas condiciones ambientales que suelen ser
bastante similares. Dichas condiciones, si ho son ¢ptimas, no deberan exceder de
los limites de la tolerancia que, al menos, permitan una cierta proliferacion
microbiana o simplemente sobrevivir. Para los ecosistemas primarios orales,
estas condiciones abioticas estan presentes en la humedad, el pH, la temperatura

y el potencial de oxidorreduccion.?®
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2.25.6.1.1. Humedad

El agua es un factor importante para las bacterias; el contenido acuoso de éstas
oscila entre el 70 y 80% o mas y dependen de él para el intercambio de
nutrientes, para las reacciones metabdlicas y para la eliminacién de productos
inhibidores de desecho. El agua sera un factor favorable para el desarrollo
microbiano en la cavidad oral, ya que su disponibilidad, debido a la saliva que
bafia todos los ecosistemas primarios, excepto el surco gingival, es muy

elevada.?®
2.2.5.6.1.2. pH

En la mayoria de la superficies de la boca esta regulado por la saliva; el pH de
ésta oscila entre 6.5y 7.5, un valor 6ptimo para el desarrollo de la mayor parte de
los microorganismos relacionados con el ser humano. Sin embargo, este pH,
especialmente en determinadas zonas, esta sometido a continuas fluctuaciones.
Asi, el consumo de azulcar en la placa va seguido de un descenso brusco de pH,
de hasta 5 o menos, debido a la produccion de acidos en el curso del
metabolismo bacteriano. Por el contrario, las condiciones de ayuno y el
metabolismo proteico tienden a elevarlo. Las bacterias son particularmente labiles
a los descensos de pH; por ello, en la cavidad oral deberan disponer de sistemas
amortiguadores que los eviten. Los propios microorganismos desarrollan
estrategias para tolerar los acidos, mediante proteinas de estrés, activando
ATPasa, abriendo la puerta del lactato o inhibiendo sistemas de transporte
intracelular de hidratos de carbono como el denominado fosfoenolpiruvato-
fosfotransferasa mediante la activacion de la piruvatocinasa; igualmente pueden,
por si mismas, elaborar sustancias alcalinas a partir del catabolismo proteico
mediante ureasas, desaminasas y otras enzimas. Aun asi, es la saliva quien
ejerce la funcién amortiguadora mas importante para neutralizar la produccién de
acidos por los microorganismos. Los reguladores salivales contienen, entre otros,
bicarbonatos, fosfatos y proteinas ricas en histidina que es un aminoacido con

capacidad tampon. De ellos, los mas importantes son los primeros.

Los bicarbonatos liberan acido carbénico débil cuando se afiade un acido y como

aguel se descompone rapidamente en agua y CO2, que sale de la solucion el

33



resultado no es la acumulacion del acido débil sino la completa eliminacion del

mismo.26
2.2.5.6.1.3. Temperatura

En la cavidad oral esta proxima a los 37 °C, que es la Optima para los
microorganismos mesdéfilos que colonizan las superficies corporales. Pero, al igual
que ocurria con el pH, sufre importantes oscilaciones relacionadas con la propia
temperatura de los alimentos. Asi tras la ingestion de un helado los valores
pueden ser de hasta -5 °C, especialmente en las coronas de los dientes y las
superficies mucosas. El hecho de tomar inmediatamente después, por ejemplo,
un café caliente, puede elevarla a 55 °C. Esto supone que los microorganismos
orales deben soportar y adaptarse a cambios de temperatura de hasta 60 °C en
cuestion de segundos. Aungue estos hechos no son los habituales, esta claro el
gran poder de la mayor parte de los microorganismos orales para resistir las
condiciones mas desfavorables de temperatura. Aquellos que nos son capaces de
hacerlo seran eliminados de los ecosistemas orales, probablemente de forma

transitoria, en tanto en cuanto no se reponga la temperatura 6ptima.

En determinados casos no son necesarias variaciones tan bruscas para modificar
la fisiologia de las bacterias orales; asi, pequefios ascensos de la temperatura
pueden afectar a la expresion de determinados genes como los relacionados con
la virulencia: formacion de fimbrias, produccién de proteasas, sintesis de
superéxido dismutasa, etc. Por ello, la temperatura no sélo seria un elemento de
seleccion cuantitativa sino también, hasta cierto punto, un factor que regula la
patogenicidad bacteriana. Esto ocurre, por ejemplo, en el surco gingival, cuando
se transforma en bolsa por una enfermedad periodontal, de tal forma que se
pueden alcanzar hasta los 38 °C; esto no soOlo selecciona algunas bacterias
periodontopatégenas (p. ej. Porphyromonas gingivalis, Campylobacter rectus o
Bacteroides forsythus), sino que ademas favorece la expresién de ciertos factores

de periodontopatogenicidad.?®
2.2.5.6.2. Factores Nutricionales

La gran cantidad y diversidad de microorganismos orales necesita una amplia

gama de requisitos nutricionales, lo que los convierte en un importante
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determinante ecologico. La distribucion de aquellos se vera condicionada por la
disponibilidad de nutrientes en las distintas localizaciones, por la competencia
microbiana, por su capacidad de utilizarlos con eficacia y porque deben adaptar
sus necesidades a los cambios ambientales que se producen, respondiendo

rapidamente a los mismos.

La microbiota oral obtiene sus nutrientes de tres fuentes distintas; de los tejidos o
secreciones del hospedador, de otros microorganismos y de la dieta.?®

2.2.5.6.3. Accién antimicrobiana

En la saliva hay una serie de compuestos inhibidores de algunos
microorganismos que ejercen su actividad in vitro, si bien su importancia real in
vivo no se conoce con exactitud. Parece que su accién va dirigida de manera
principal frente a microorganismos transeuntes y que solo ejercen una influencia
selectiva, relativamente débil, sobre la microbiota residente. A continuacién se

sefalan algunos de estos inhibidores.

e Glucoproteinas. Algunas histatinas destruyen células fangicas germinadas
e inhiben la germinacion de formas de levaduras. Las cistatinas se unen a
ciertas proteasas tidlicas inhibiendo las producidas por determinadas
bacterias especialmente las periodontopatdgenas.

e Lisozima. Rompe los enlaces entre N-acetil-muramico y N-
acetilglucosamina de la mureina, de forma especial de las bacterias
grampositivas, ya que las gramnegativas tienen proteccion supletoria de la
membrana externa. Su actividad va ligada a un pH alcalino, por lo que su
significacidon ecolégica oral es dudosa.

e Lactoferrina. Similar a la que existe en otros compartimentos del
organismo, se trata de una proteina capaz de fijar hierro ambiental.
Cuando no esta saturada puede tener un efecto antibacteriano al captar
hierro disminuyendo la disponibilidad para las bacterias.

e Lactoperoxidasa. Numerosas bacterias orales, en el curso del catabolismo
glucidico y de los aminoacidos, producen peroxido de hidrégeno que,
ademas de su accion oxidante frente a otros microorganismos, puede

resultar téxico para las células del hospedador. La saliva contiene un
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sistema detoxificante de H202 mediante una enzima termolabil,
denominada lactoperoxidasa (LP), que actla junto con el tiocianato salival
(SCN). El producto (hipotiocianato) tiene un efecto antimicrobiano, ya que
se une a grupos —SH de enzimas bacterianas de la via glucolitica, entre
ellas las hexocinasas bloqueando su accion; ademas, parece que inhibe la
captacion de aminoacidos por algunas especies de lactobacilos. Asi pues,
el resultado de la accion de la LP seria no solo la detoxificacion de H20:2
sino también una disminucion de los niveles de &acidos, producidos
especialmente por estreptococos y lactobacilos, ya que bloquea sus
fuentes energéticas. Consecuentemente evita la desmineralizacion de los

tejidos duros dentarios.?®

2.2.5.6.4. Accidén inmunitaria

En este sentido, su principal constituyente es la IgA secretora que recubre
superficies epiteliales. Su principal accion es la de unirse por su porcion Fab a los
microorganismos evitando su adhesion. El resto de las inmunoglobulinas (IgG e
IgM), que estan en menores cantidades, proceden del surco gingival. Suele
ademas haber indicios de algunos factores del complemento cuyo origen es
también el surco gingival; su papel protector es dudoso, ya que es dificil que se
active por las pequefas cantidades de IgG e IgM, y la IgA es incapaz de fijarlo.

Se detectan también grandes cantidades de células, especialmente cuando la
salud periodontal es precaria. Provienen de la sangre y migran a la cavidad a
través del surco gingival. Predominan los neutréfilos (98-99%) y, en menores

cantidades, los linfocitos.

De los primeros, que aparecen redondeados por la escasa presion osmoética
salival y pareciéndose poco a los sanguineos (se les denomina corpusculos
salivales), se discute si conservan indemne su capacidad fagocitica o son

simplemente células caducas en proceso de eliminacion.

Visto el importante papel de la saliva como elemento defensivo en la cavidad oral,
se entiende que su alteracion en el flujo o en su composicion produce importantes
alteraciones en el hospedador. Estas se refieren especialmente a los procesos de

mineralizacion y desmineralizacion, a un incremento de la colonizacion microbiana
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y a la apariciobn de caries. Asi sucede, entre otros, con la administracion de
antidepresivos, anticolinérgicos, analgésicos, sedantes, radioterapia, diversas
causas que producen xerostomia (disminucion o cese de la secrecion salival),
tabaquismo, sindrome de Sjogren (tumefaccidn recidivante de las glandulas
salivales con diversas manifestaciones generales de tipo reumético) y otros

procesos y causas.?®

2.2.6. Klebsiella pneumoniae

2.2.6.1. Caracteristicas

Bacilos que se ordenan solos, en pares e incluso en cadenas cortas. Las cepas
son capsuladas (muy mucoides) y no mdtiles. La glucosa es fermentada con
produccion de &acido y abundante gas aunque pueden presentarse cepas
anaerogénicas. Las reacciones en el indol, MR, VP, y el citrato de Simmons,
varian. Usualmente la lisina carboxilasa es positiva y la ornitina negativa. Es una
epecie oportunistaque puede causar bacteremia, neumonia e infecciones
urinarias. Asi mismo infecciones nosocomiales, neonatales, en unidades de

cuidados intensivosy geriatricos.?’

2.2.6.2. Aislamiento e Identificacion

Para el aislamiento selectivo e identificacién presuntiva de cepas productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y de Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa (KPC) se han desarrollado medios cromogénicos tales como
CHROMagar KPC (CHROMagar), chromID ESBL(bioMérieux), CHROMagar
ESBL (CHROMagar), Brillance ESBL agar (Oxoid). Los mencionados han

mostrado buena sensibilidad y especificidad.

Métodos fenotipicos y genotipicos permiten la deteccion de BLEE,
cefalosporinasas y carbapenemasas. Se han estandarizado estrategias
metodoldgicas para detectar enzimas tipo KPC y demas carbapenemasas, de
acuerdo al método empleado para la prueba de sensibilidad, ya sea manual,

automatizado (Phoenix, Vitek 2C) o métodos con gradiente de antibioticos.

Entre los comportamientos atipicos de algunas cepas de K. pneumoniae que

dificultan la identificacion y pueden conducir a error, se han descrito fenotipos con
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lisina descarboxilasa negativa, que no utilizan el citrato, no hidrolizan la urea o no

producen acetoina. 28

2.2.6.3. Patogenicidad Odontologica

La prevalencia de las enterobacterias varia entre diferentes regiones del mundo.
En Suecia se reportd la presencia de entéricos en 34,9% de las muestras siendo
las especies mas representativas Enterobacter cloacae y Klebsiella oxytoca.
Similares resultados fueron encontrados, en adultos estadounidenses con
periodontitis avanzada. Alli, la presencia de enterobacterias
especialmente Enterobacter  cloacae, Enterobacter  agglomerans,  Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca, fue del 28%. En estudios
multicéntricos realizados en Colombia, Chile y Espafa se reportaron prevalencias
del 36% y 17,6% en Colombia y Chile respectivamente, mientras que en Espafa
no se encontraron entéricos. Las especies mas frecuentemente encontradas en el
estudio realizado en Colombia fueron la Klebsiella pneumoniae y el Enterobacter
cloacae. Estos hallazgos confirman que los microorganismos no residentes
usualmente constituyen menos del 1% de la cantidad total viable en una muestra
subgingival. En una poblacién Rumana con periodontitis, se report6 la presencia
de entéricos en el 61,1% de los pacientes. En una investigacion realizada en
Sudan se demostrd la presencia de enterobacterias en el 92% de los pacientes
por el contrario en un estudio en Noruega, en el cual ninguno de los pacientes fue
positivo para estos microorganismos. En el Brasil se han observado prevalencias
del 31,2% de entéricos en placa subgingival, encontradas principalmente en
bolsas periodontales profundas. La frecuencia de enterobacterias en otros paises
son: Republica Dominicana 67% y China 57%. Es importante anotar que los
estudios realizados en Colombia asocian la presencia de entéricos a condiciones

demogréficas y caracteristicas culturales del pais. 2°

2.2.7. Staphylococcus aureus

2.2.7.1. Caracteristicas

El género Staphylococcus se clasifica, junto con los géneros Micrococcus,
Stomatococcus y Planococcus dentro de la familia Micrococcaceae, que incluye a

los cocos Gram-positivos catalasa-positivos. Tras su aislamiento de muestras
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clinicas, estos cocos se diferencian de los pertenecientes a los géneros no
patégenos por la positividad de diversas pruebas: i) sensibilidad a 100 p g de
furazolidina, ii) resistencia a 0,04 U de bacitracina, iii) negatividad de la prueba de
oxidasa, iv) produccién de &acido en anaerobiosis a partir de glucosa, V)
produccion de &cido a partir de glicerol en presencia de 0,4 mg/l de eritromicina,
vi) sensibilidad a 200 mg/l de la endopeptidasa lisostafina, y vii) resistencia a la

accion litica de 100 p g/ml de lisozima).

El género Staphylococcus incluye actualmente 32 especies y 8 subespecies
aerobias y anaerobias facultativas, con la excepcion de S. saccharolyticus y S.
aureus subespecie anaerobius, que son anaerobias estrictas. De éstas, sélo
aproximadamente 12 se encuentran normalmente colonizando al huésped
humano, siendo S. aureus sin duda, la principal dentro del mencionado género.
Aparecen como bacterias cocaceas grampositivas agrupadas en parejas,
tétradas, cadenas cortas o, de forma caracteristica, como racimos irregulares.
Son inmoviles y no esporuladas. Crecen bien en los medios de cultivo habituales,
muestran B-hemolisis en medios con sangre, y son capaces de desarrollarse a

altas concentraciones de NaCl (medio selectivo de Chapman).

Las principales caracteristicas identificativas de S. aureus que sirven para su
diferenciacion de otras especies del género son: i) produccién de coagulasa; ii)
sensibilidad al disco de 5 p g de novobiocina; iii) actividad fosfatasa alcalina; iv)
produccién aerébica de acido a partir de D-trealosa y D-manitol, y v) produccion
de desoxirribonucleasa termoestable. Las cepas de S. aureus dan positivas,
ademas, las siguientes reacciones: B -glucosidasa, arginina descarboxilasa, N-
acetilglucosamina, acetoina, reduccion de nitratos, ureasa y resistencia a la
polimixina B (disco 300 U)3°

2.2.7.2. Aislamiento e identificacion

Para la identificacion de S. aureus es necesario utilizar algunas pruebas
bioquimicas y medios de cultivo especiales que permitan su facil determinacion.
Esta identificacion se basa en las enzimas y las toxinas que produce el

microorganismo. Aprovechando estas caracteristicas se han disefiado medios
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para aislar esta bacteria, que son Baird-Parker, agar manitol salado, agar
estafilococos N° 110, agar DNAsa.

Los primeros datos genéticos sobre la secuencia completa del genoma de
Staphylococcus aureus datan de 2001 y proceden de las cepas Mu50 y N315.
Actualmente, existen otras diez secuencias gendmicas completas provenientes de

otras cepas de Staphylococcus aureus.

Cabe destacar que el cromosoma bacteriano de este patdégeno es circular y
comprende 2.8-29 Mbp de tamafio, con un contenido de G+C de
aproximadamente 33%. Razén por la cual se le agrupa de la siguiente manera:

seccion XXIV, clase ‘Bacilli’, orden Il ‘Lactobacillaceae’, familia VIII, especie 47.3!

2.2.7.3. Patogenicidad odontoldgica

La endocarditis infecciosa usualmente esta asociada con una alteracion del
endocardio, la cual promueve los depésitos de fibrina donde las bacterias se
establecen y de ahi se descargan a la sangre. El diagnostico se hace empleando
imagenes de ecocardiografia, realizando hemocultivos e investigando los

sintomas clinicos.

Se presenta un caso que corresponde a una nifia de un afio y nueve meses de
edad, que desarrolld6 una endocarditis asociada con una infeccion
por Staphylococcus aureus. La causa de muerte se debid a un choque séptico
con multiples embolias sépticas en diversos 6rganos. La posible puerta de

entrada la constituyé una sepsis oral con gingivitis sangrante y caries.

Este caso indica que una higiene oral pobre representa un riesgo de invasion

bacteriana con infeccién en tejidos cardiacos previamente normales.®?

2.2.8. Candida albicans
2.2.8.1. Caracteristicas

Son levaduras oportunistas que causan infecciones que van desde enfermedad
de mucosas superficiales y cutaneas hasta enfermedad de diseminacion

hematdgena, a menudo mortal.
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La morfologia oscila desde levaduras en gemacion a seudohifas e hifas
verdaderas. La reproduccion se basa en la formacién de blastoconidios.33

2.2.8.2. Aislamiento e identificacion

Aspecto clinico, examen microscépico directo y cultivo. Las infecciones se
diseminan por via hematogena y candidemia es dificil de diagnosticar basandose

exclusivamente en datos clinicos.

El diagnostico de laboratorio implica la obtencién de material clinico adecuado,
seguido de un examen microscoépico directo, cultivo y la aplicacion de analisis

molecular, antigénico y proteémico.33
2.2.8.3. Patogenicidad odontoldgica

Las candidiasis o candidosis son las infecciones micoticas orales mas frecuentes
y fue la afectacion oral por Candida la primera forma clinica descrita
histéricamente. Actualmente su incidencia esta en aumento en los paises
desarrollados debido a diferentes factores facilitadores como la generalizacion del
uso de protesis dentales, la xerostomia, las multiples terapias con antibidticos,
inmunosupresores, antineoplasicos, etc., e incluso la mayor supervivencia de los
pacientes con inmunodeficiencias. De estar clasicamente asociada a la infancia y
a la ancianidad, esta enfermedad ha pasado a ser una manifestaciéon comun en
otros grupos de pacientes como los infectados por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) o los sometidos a terapias inmunomoduladoras o antineoplasicas.
La candidiasis oral, fue descrita como enfermedad asociada en el primer caso de
sida publicado, y constituye la infeccion fangica mas frecuente en los pacientes
VIH (+). Se considera que hasta un 90% de los individuos infectados por VIH

sufriran al menos un episodio de candidiasis orofaringea.

La candidiasis oral como tal no es una enfermedad mortal, aunque provoca
molestias de diferente grado y altera el gusto, haciendo desagradable y dolorosa
la ingesta, lo que lleva a una disminucion del apetito y a la emaciacion del
paciente, que puede resultar fatal en enfermos que precisen una ingesta

hipercal6rica como es el caso de los VIH (+) o pacientes hospitalizados o
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ancianos. Junto a ello, puede ser la puerta de entrada de otras formas de

candidiasis mas graves, como la esofagica o la sistémica.

El tratamiento de las candidiasis orales resulta sencillo en los pacientes
inmunocompetentes o0 con inmunosupresion leve, en los que generalmente los
antifingicos topicos resultan eficaces, unidos siempre a la solucién del proceso
favorecedor. No obstante, en los estados de inmunosupresion mas importante se
plantea el problema de la alta tasa de recurrencias o recidivas, requiriendo la
combinacion de una terapia intensiva tanto sistémica como local. En algunos
casos se ha llegado incluso a plantear la posibilidad de instaurar un tratamiento
profilactico con azoles, como en los pacientes VIH (+). A pesar de los excelentes
resultados con los antifungicos azoélicos orales, asistimos a la aparicion de formas

clinicas de candidiasis oral cronica rebelde al tratamiento.34
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lIl. DISENO METODOLOGICO
3.1. Tipo de estudio

e Cuasi Experimental: porque existe una exposicion, una respuesta y una
hipotesis para contrastar, pero no hay aleatorizacion de la muestra a los
grupos de tratamiento.

e Prospectivo: debido a que la recoleccion de los datos se realiz6 conforme
la ocurrencia de los hechos.

e Transversal: debido a que las variables seran observadas en un solo

momento de acuerdo a los objetivos de la investigacion.

3.2. Muestra

El nimero de elementos incluidos en un estudio influye directamente sobre la
potencia. Por ello, al planificar un estudio estadistico es indispensable determinar
el nimero de elementos para tener una potencia suficiente (habitualmente se
acepta que debe ser como minimo del 80%)

2
S
n=(z, + z,)° *?+0.5*z;
2 2
n = tamafno de la muestra

z, = valor de z correspondiente al riesgo o fijado (bilateral)

N

z = valor de z correspondiente al riesgo £ fijado (unilateral)

B
d = valor minimo de la diferencia o efecto que se desea detectar

Calculando el numero de réplicas necesario para realizar en la investigacion de
una muestra representativa del mismo (n=20, segun estudios previos)

Datos:

Contenido del principio activo del colutorio: 125ml
Desviacion estandar del método analitico 2ml
Limite de aceptacion: 95-105% (125+6.25ml)

Riesgos a=0.05 y 3=0.1 (potencia 0.9)

2 2
n=(z, +2,) %> +05%2 =(19641.28) % 2
« d « (1250.05)

2 2

+0.5*196* =2.99~ 3

43



3.3. Procedimiento

3.3.1. Obtencion del aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill
(Eucalipto) y Minthostachys sp. (Muiia)

3.3.1.1. Recoleccidn de las especies vegetales

La obtencion del aceite se realizo a partir de plantas frescas, o con un maximo de
dos dias de almacenamiento. Se recolectd hojas de Eucalyptus globulus Labill
(Eucalipto) y Minthostachys sp. (Mufia) en las alturas del Anexo de Marachanca,
distrito de Matucana, provincia de Huarochiri, Departamento de Lima, las cuales
seran conservadas a temperatura de ambiente sin desecar, exponer al sol o
lavarlos hasta el momento de la extraccion del aceite esencial. En total se

recolectara aproximadamente 10 Kg. de materia prima de cada especie vegetal.

3.3.1.2 Identificacion taxonOmica.
Se llevé una muestra de Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys
sp. (Mufa) al Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos para su identificacion por los profesionales del area.

3.3.1.3 Obtencidn del aceite esencial

La obtencién del aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y
Minthostachys mollis (Mufia) se efectué con el método de hidrodestilacion, que es
el mas recomendable por usar ningun solvente. Después de la condensacion, el
destilado se recibira en un depdsito estéril y cerrado, aqui se observé un estado
difasico entre agua y aceite esencial, debido a la diferencia de densidades, se
recogié en una pera de decantacion y separd el aceite esencial del agua, para
quitar el exceso de humedad del aceite esencial se tratd con sulfato de sodio
anhidro. El aceite se depositdé en un frasco ambar estérii y se dejé en

refrigeracion.
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3.3.2 Obtencién de los microorganismos de prueba.

3.3.2.1 Activacion de las cepas ATCC
Para las cepas de S. aureus ATCC 6538, K. pneumoniae ATCC 10031, de C.
albicans ATCC 10231, se procedio a la activacion segun las recomendaciones del

fabricante.

3.3.3. Formulacién del colutorio a base de los aceites esenciales de
Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp. (Mufia)

La composicion del desinfectante fue la siguiente:

e H20 csp. 100g

e Aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill 89

e Aceite esencial de Minthostachys sp. 89

e Polisorbato 20 59

e Glicerina 10g

e Metilparabeno sédico 0.04g
e Propilparabeno sodico 0.015¢g

3.3.4. Preparacion del colutorio a base de los aceites esenciales de
Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp. (Mufia)

1.- En un beacker se mezcl6 el aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill y
el aceite esencial de Minthostachys sp., luego se adicioné el polisorbato 20.

2.- En otro Beacker se mezcl6 el agua y el metilparabeno sédico y el

propilparabeno sodico.

3.- Se unio las dos mezclas antes mencionadas y se agitdé vigorosamente.
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3.3.5. Evaluacion de la efectividad antimicrobiana del colutorio por el
Método Reto Microbiano Modificado®®

3.3.5.1. Principio del ensayo

El método se basa en determinar el porcentaje de reduccién de las poblaciones
microbianas enfrentadas con un germicida a la concentracion y tiempo de

contacto recomendada por el fabricante.®

3.3.5.2. Procedimiento del método de ensayo

1.- Se realizé una siembra de cada microorganismo dos dias antes de realizar la
prueba. Esta siembra se realizd: para bacterias en Tipticasa Soya Agar y para

hongos en Agar Papa Dextrosa.

2.- El dia de la prueba se prepar6 una suspension de cada grupo microbiano,
teniendo en cuenta que se deseaba obtener un promedio de cuenta microbiana
de 10x10° UFC/mL.

3.- Se verificd por recuento en placa la concentracion del in6culo para cada

microorganismo.

4.- Se tomo6 1mL de la suspension microbiana y se llevo a un frasco conteniendo
99mL de la muestra a evaluar y agité en el vortex, se dejé reposar por 30

segundos.

5.- Se tom6 1 mL de la mezcla anterior y se coloc6 en un tubo conteniendo 9mL

de la solucién neutralizante, se homogenizé y se dejé actuar por 30 segundos.
6.- Luego se realizaron las diluciones con buffer fosfato diluido hasta 107".

7.- Para cada dilucion se sembré una alicuota de 1mL y 0.1mL segun
corresponda en placas petri, luego se agrego de 12 a 15mL de agar (Bacterias:

agar cuenta estandar; Hongos: APD con neutralizante)

El mismo procedimiento se realizO para el control positivo, reemplazando en el

procedimiento a la muestra.3®
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3.3.5.3. Calculo del porcentaje de reduccién

Se realiza aplicando la siguiente férmula:

% de reduccién = 100 — (B x 100) / A

Donde: A = Cuenta inicial

B = Cuenta obtenida

3.4. Procesamiento de datos
Se realizd el llenado de los resultados en la ficha de recoleccién de datos en Excel
2013.

Se transport6 los datos de los resultados al programa R-Project y Minitab para su
analisis estadistico.

3.5. Analisis de datos
Se realizo6 los siguientes analisis estadisticos:
Shapiro-Wilk: Prueba de Normalidad

Prueba de T de student: para analisis de comparacién del tratamiento mas
efectivo

Andlisis de las variables: Se elaboro tabla de medidas y graficos descriptivos.
Prueba de Bartlett: Para homogeneidad de variancia.
Identificacién de datos atipicos: Para identificar algun dato atipico.

Prueba de Wilcoxon — no paramétrica: para andlisis de comparacién del
tratamiento mas efectivo.
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IV. RESULTADOS

Tabla 1. Resultados de Staphylococcus aureus

Stapgﬁlr(()azc;ccus REPLICAS | RESULTADO | ;o2 CHIOR P Gpirarymiv)
A 1.00E+10
Recuento inicial B 9.00E+09
C 9.00E+09
Recuento de A 9.50E+07 99.05 2.02
colutorio de B 7.20E+07 99.20 2.10
aceites
esenciales C 7.80E+07 99.13 2.06
A 7.80E+07 99.22 2.11
Recuento de B 8.10E+07 99.10 2.05
Control positivo
C 7.70E+07 99.14 2.07
Tabla 2. Resultados de Klebsiella pneumoniae
pﬁleit;ri)erilige REPLICAS | RESULTADO P%i%UE%CT'SANL ngi%?%?g A
A 2.10E+09
Recuento inicial B 1.50E+09
C 1.90E+09
Recuento de A 3.00E+06 99.86 2.85
colutorio de B 4.00E+06 99.73 2.57
el c 4.00E+06 99.79 2.68
Recuento de A 6.00E+07 97.14 1.54
Control positivo B 4.60E+07 96.93 151
p
C 4.70E+07 97.53 1.61
Tabla 3. Resultados de Candida albicans
g@?f;ﬂi REPLICAS | RESULTADO P%ERDCUEC,:\I?SANL ng[;lgi:%cl)g A
A 2.00E+08
Recuento inicial B 2.00E+08
C 2.00E+08
Recuento de A 2.00E+03 99.99 5.00
colutorio de B 2.00E+03 99.99 5.00
ool C | 200E+03 |  99.99 5.00
A 9.10E+05 99.55 2.34
Cgﬁgfgg;gﬁ/ |8 7.40E+05 99.63 2.43
C 8.60E+05 99.57 2.37
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Tabla 4. Estadistica descriptiva para Klebsiella pneumoniae

Cantidad ) Media de Media de X
X i Error Estandar . ., Intervalo de confianza
tratamiento N Media Desv.Est. X Reduccion Reduccion
i de la media . t-student
Bacteriana bacteriana porcentual
klebsiella
loneumoniae y colutorio 3 1829666667 305941716 176635532 9.258122786 99.79331662
[-3.092407 ; -2.094259]
3 1782333333 299323125 172814287 9.246689998 97.20083542

Colutorio comercial

Tabla 5. Estadistica descriptiva para Staphylococcus aureus

Colutorio comercial

Media
Cantidad ) L Media de Intervalo de confianza
X i Error Estandar  logaritmica de .,
tratamiento N Media Desv.Est. . i Reduccion t-student
X de la media Reduccion X
Bacteriana . porcentual log(Reduccion)
bacteriana
Staphylococcus
) 3 9251666667 565811217 333668665 9.965690293 99.12777778
aureus y colutorio
[-0.0654 ; 0.0654]
3 9254666667 577931080 333668665 9.96580876 99.15481481

Tabla 6. Estadistica descriptiva para Candida albicans

Colutorio comercia

Media
Cantidad 3 L Media de Intervalo de confianza
. i Error Estandar  logaritmica de L,
tratamiento N Media Desv.Est. . X Reduccion t-student
de la media Reduccion X
De levaduras porcentual log(Reduccion)
De levaduras
Candida
. . 3 199998000 305941716 176635532 5 99.999
albicans y colutorio
[0.34992 ; 0.48340]
3 1991633333 299323125 172814287  2.380106141  99.58166667

4.1. RESULTADOS PARA Klebsiella pneumoniae

a. SUPUESTO DE NORMALIDAD
Planteamiento de Hipétesis:

Hqo: Las errores se distribuven normalmente
H,:Las errares na se distribuven normalmente

a=0.05 p-valor =0.100 > a =0.05

Grafica de probabilidad de RESID
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Grafico 1. Gréafico de andlisis de normalidad para Klebsiella pneumoniae. (Minitab)
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Conclusion: A un nivel de significancia de 0.05, no se puede rechazar que los
errores se distribuyen normalmente.

b. PRUEBA DE BARTLETT PARA HOMOGENEIDAD DE VARIANZA
Planteamiento de Hipotesis:

H,:0% =0 =02 =02
H, : Al menos dos &7 son diferentes

a=0.05
p-valor =0.978 > a = 0.05

Prueba de igualdad de varianzas de la bacteria Klebsiella pneumoniae

Prueba F
Valor p 0.978

tratamiento

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.

Grafico 2. Gréfico de prueba de igualdad de varianza para Klebsiella
pneumoniae con ambos tratamientos. (Minitab)

Conclusion: A un nivel de significancia de 0.05, no se puede rechazar que las
varianzas de los tratamientos son homogéneas. Se cumple el supuesto de
homogeneidad de varianzas.

Im({Reduccion ~ tratamiento)

Residuals vs Fitted Normal Q-Q
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Grafico 3. Grafico de diagnéstico de supuestos para Klebsiella pneumoniae.
(R Project)
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c. SHAPIRO-WILK NORMALITY TEST

W =0.82955, p-value = 0.1065

Conclusion: A un nivel de significancia de 0.05, no se puede rechazar que los
errores se distribuyen normalmente.

d. NON-CONSTANT VARIANCE SCORE TEST
Chisquare = 0.001434556 Df=1 p =0.9697869

Conclusion: A un nivel de significaciéon de 0.05, no se puede rechazar que las
varianzas de los tratamientos son homogéneas

e. IDENTIFICACION DE DATOS ATIPICOS

student unadjusted p-value Bonferonni p
2 -1.585142 0.21111 NA

Conclusion: A un nivel de significacién de 0.05, no se acepta la presencia de
algun dato atipico entre las 3 repeticiones

f. PRUEBA DE t-student.
Planteamiento de hipotesis:

Ho: El tratamiento con el colutorio a base de los aceites esenciales de Eucalyptus
globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp (Mufia) tiene el mismo efecto que
colutorio comercial.

Two Sample t-test

t =-0.15768, df = 4, p-value = 0.4412 -Inf 0.1252038
Ejemplo de estimados:
Porcentaje en colutorio Comercial Porcentaje en grupo Klebsiella p.
9.246667 9.256667

Conclusion: A un nivel de significancia de 0.05, se acepta la hipotesis
planteada que nos dice que el tratamiento con el colutorio a base de los
aceites esenciales de Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys
sp (Mufia) tiene el mismo efecto que colutorio comercial.

Diferencia minima entre medias de 9.24 para el colutorio comercial y de 9.26
para el tratamiento con el colutorio a base de los aceites esenciales de
Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp (Mufia)
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Gréfica de intervalos de reduccion de la cantidad bacteriana

Grafica de intervalos de log(reduccion) vs. tratamiento
95% IC para la media

95% IC para la media
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1600000000
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Klebsiella Colutorio comercial Klebsiella Colutorio-comercial
tratamiento tratamiento

La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos. La desviacién estdndar agrupada se utilizd para calcular los intervalos.

Grafico 4. Intervalos de reduccién de Klebsiella pneumonia en reduccion de
porcentaje y reduccion logaritmica (R-Project)

4.2. RESULTADOS PARA Staphylococcus aureus
a. SUPUESTO DE NORMALIDAD

Planteamiento de Hipotesis:

H,: Los errores se distribuyen normalmente

H,:Los errores no se distribuyen normalmente
a=0.05
Shapiro-Wilk normality test

W =0.64967, p-value = 0.001745 < a = 0.05
Al realizar la transformacion logaritmica,

Shapiro-Wilk normality test

W =0.63989, p-value = 0.001351< a = 0.05

Conclusién: A un nivel de significancia de 0.05, se rechaza que los errores se
distribuyen normalmente.
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b. PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZA

Planteamiento de hipdtesis:
H, :ai =0§ =G(2; =c7€,
H,: Almenos dos o7 son diferentes
a=0.05

Non-constant Variance Score Test

Chisquare = 0.001347171 Df=1 p=0.9707212>a =0.05

Al realizar la transformacion logaritmica,

Conclusion: A un nivel de significancia de 0.05, no se puede rechazar que las
varianzas de los tratamientos son homogéneas. Se cumple el supuesto de
homogeneidad de varianzas.
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Grafico 5. Grafico de diagndstico de supuestos para Staphylococcus
aureus. (R Project)
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c. IDENTIFICACION DE DATOS ATIPICOS

student unadjusted p-value Bonferonni p
4 1.76913 0.17502 NA

Conclusion: A un nivel de significancia de 0.05, no se acepta la presencia de
algun dato atipico entre las 3 repeticiones

d. PRUEBA DE WILCOXON — NO PARAMETRICA
Planteamiento de hipétesis:

Ho: El tratamiento con el colutorio a base de los aceites esenciales de Eucalyptus
globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp (Mufia) tiene el mismo efecto que
colutorio comercial.

W =45, p-value = 0.6039

Conclusion: A un nivel de significancia de 0.05, no se acepta que el tratamiento
con el colutorio a base de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus Labill
(Eucalipto) y Minthostachys sp (Mufia) tiene el mismo efecto que colutorio
comercial., ambos presentan la misma efectividad

tratamiento effect plot tratamiento effect plot

10000000000 r
10.00 r

9500000000 r 9.98 7 r

9.96 r

Reduccion

9000000000 r

reduccion.bacteriana

9.94 r

6500000000 — r

_ - 992 1 I
T T T

T
mm Staphylococcus Mm Staphylococcus

tratamiento tratamiento

Grafico 6. Intervalos de reduccién de Staphylococcus aureus en reduccién de bacterianay
reduccién logaritmica (R-Project)
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4.2. RESULTADOS PARA Candida albicans

a. SUPUESTO DE NORMALIDAD

Planteamiento de Hipoétesis:

H,: Los errores se distribuyen normalmente

H,:Los errores no se distribuyen normalmente

a =0.05

Shapiro-Wilk normality test

W =0.8792, p-value = 0.2654 > a = 0.05
Conclusion: A un nivel de significancia de 0.05, no se puede rechazar que los

errores se distribuyen normalmente.

b. PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZA

Planteamiento de Hipétesis:

a=0.05

.2 2 2 _ 2
H,: 0, =05 =0¢ =0}

H, : Al menos dos o} son diferentes

Non-constant Variance Score Test

Chisquare=3 Df=1

Conclusion: A un nivel de significancia de 0.05, no se puede rechazar que las

p =0.08326452> a = 0.05

varianzas de los tratamientos son homogéneas

Grafico 7. Gréafico de diagnostico de supuestos para Candia albicans. (R Project)
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c. IDENTIFICACION DE DATOS ATIPICOS

student unadjusted p-value Bonferonni p

5 5.8 0.070199 0.081194

Conclusion: A un nivel de significancia de 0.05, no se acepta la presencia de
algun dato atipico entre las 3 repeticiones

d. PRUEBA DE t-student

Planteamiento de hipotesis:

Hi: El tratamiento aplicado con el colutorio a base de los aceites esenciales de
Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp (Mufia) a Candida
albicans reduce mejor la cantidad logaritmica que el colutorio comercial

Two Sample t-test

t=17.334, df = 4, p-value = 0.0000325 < a = 0.05

Porcentaje en grupo Tratamiento Porcentaje en grupo Colutorio comercial
100.00000 99.58333

Conclusion: A un nivel de significancia de 0.05, se acepta que El tratamiento
aplicado con el colutorio a base de los aceites esenciales de Eucalyptus
globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp (Muifia) a Candida albicans
reduce mejor la cantidad logaritmica que el colutorio comercial.

Diferencia entre medias de 99.583 para el colutorio comercial y de 100.00
para el tratamiento.

tratamient effect piot tratamiento effect piat

Grafico 8. Intervalos de reduccidon de Candida albicans en reduccion de levaduras y reduccién
logaritmica (R-Project)
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V. DISCUSION

Los resultados de la reduccion logaritmica microbiana para microorganismo de
prueba enfrentado al colutorio formulado y al colutorio comercial con un a=0.05 fue
de similar eficacia estadistica para Klebsiella pnuemoniae con un p-valor=0.4412 y
Staphylococcus aureus con un p-valor=0.6039, mientras que para Candida albicans
se demostré una mejor eficacia significativa, manifestada en una mayor reduccion
de la poblacion microbiana con un p-valor=0.0000325. Con ello se demuestra que
el colutorio formulado en la presente investigacion posee una mejor efectividad

antifangica.

Saguma en su investigacion “Sensibilidad de Staphylococcus aureus vy
Pseudomonas aeruginosa frente a diferentes concentraciones del aceite esencial
de Eucaliptus globulus™!, demuestra que el Staphylococcus aureus es mas
sensible a las concentraciones de 75 y 100% del aceite esencial en relacion a la
Vancomicina, sin embargo en la presente investigacion se demostré que a una
concentracion de 8% de aceite esencial de Eucaliptus globulus se obtienen buenos
resultados frente a Staphylococcus aureus. Esto puede explicarse por la existencia
de un efecto sinérgico entre los aceites esenciales presente en la formulacion, dado
entre los aceites de Eucaliptus globulus y Minthostachys sp. Con esto se confirma
lo manifestado por Mendez en su investigacion “Efecto sinérgico in vitro de aceites
esenciales de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare sobre Escherichia coli"°,
donde demostré la existencia del efecto sinérgico entre los aceites esenciales de
Eucalyptus globulus y Origanum vulgare, en la cual usando minimas
concentraciones (5uL de la combinacién de ambos) de los aceites esenciales frente

a Escherichia coli report6 alta sensibilidad segun la escala de Duraffourd.

Con respecto a la efectividad antimicrobiana frente a Candida albicans, demostrada
en la presente investigacion, en la que se obtuvo buenos resultados significativos
estadisticamente con un p-valor=0.0000325, comparado con el colutorio comercial,
este resultado confirma los obtenidos por De Siqueira et al en su investigacion
“Antimicrobial activity of Eucalyptus globulus oil, xylitol and papain: a pilot study?,
en la cual demuestra que el aceite esencial de Eucalyptus globulus tiene actividad

antimicrobiana frente a Candida albicans. Igualmente podemos mencionar que se
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confirma los resultados de la investigacién de Salas “Efecto antimicético del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) en cepas de Candida albicans. Puno —
201572, quien demuestra un buen efecto antimicético de Minthostachys mollis a

una concentracion de 1mL/250puL de aceite esencial en agua destilada.

Otros estudios también confirman la accion antimicrobiana del aceite esencial de
Eucalyptus Globulus, como lo manifestado por Cuellar et al 26, quienes afirman que
el aceite de Eucalyptus Globulus posee efecto antimicrobiano contra
Staphylococcus aureus, Candida albicans, y que ademas manifiestan que se
muestra mayor actividad antimicrobiana en las diluciones que en los aceites puros,
como también se demuestra en la presente investigacion en la cual se utilizé el
aceite esencial de Eucalyptus Globulus a una concentracion final de 8% en la

formulacion.

El efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalyptus globulus sobre
Klebsiella pnuemoniae y Staphylococcus aureus, se podria fundamentar en los
principales activos antibacterianos: eucaliptol, flavonoides, eucaliptina y taninos,
compuestos que en conjunto poseen propiedades bactericidas y antifingicas.3®’
Para el caso del aceite esencial de Minthostachys sp. Fuentes et al 38 reporta que
el contenido de timol, acetato de timol y metileugenol posiblemente sean los

responsables de la actividad antimicrobiana de esta especia vegetal.
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VI. CONCLUSIONES

1.- Se evalu6 la efectividad antimicrobiana de un colutorio a base de los aceites

esenciales de Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp.
(Muia) frente a Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Staphylococcus aureus
ATCC 29737 y Candida albicans ATCC 10231, demostrandose su efectividad
antimicrobiana al obtener un promedio de porcentaje de reduccion de 99.79
para Klebsiella pneumoniae, 99.13 para Staphylococcus aureus y 99.99 para
Candida albicans.

Se comparé los resultados de la efectividad antimicrobiana obtenidos del
colutorio a base de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus Labill
(Eucalipto) y Minthostachys sp. (Mufia) frente a Klebsiella pneumoniae ATCC
10031, Staphylococcus aureus ATCC 29737 y Candida albicans ATCC 10231
con los resultados del colutorio comercial, demostrandose estadisticamente
con la prueba t-student con un p-valor de 0.0000325 y un nivel de
significancia de 0.05, que el colutorio a base de los aceites esenciales
presenta mayor efectividad antimicrobiana que el colutorio comercial frente a

Candida albicans,

3.- Al determinar la efectividad antimicrobiana de un colutorio a base de los aceites

esenciales de Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp.
(Mufia) se obtuvo una reduccién logaritmica promedio en relacion con su
recuento inicial de 2.06 para Staphylococcus aureus, 2.7 para Klebsiella

pneumoniae y 5.0 para Candida albicans.
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VIl. RECOMENDACIONES

1.- Se recomienda buscar métodos para mejorar las condiciones organolépticas
de olor y sabor del colutorio a base de aceite esencial de Eucalyptus globulus
Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp. (Muiia).

2.- Se recomienda investigar el aporte del aceite esencial de Erythroxylum coca a
la efectividad antimicrobiana del colutorio a base de los aceites esenciales de
Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp. (Muiia).

3.- Debe investigarse la efectividad antimicrobiana del colutorio a base de los
aceites esenciales de Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys
sp. (Muia) frente a otros microorganismos causantes de infecciones bucales.

4.- El colutorio a base de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus Labill
(Eucalipto) y Minthostachys sp. (Mufia) debe ser sometido a ensayos de
estabilidad normal y acelerada para asi asegurar la calidad del producto.
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ANEXOS

ANEXO 1. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 7. Operacionalizacion de variables

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE
Indicador Instrumento Escala Fuente
Reduccion de Técnica de Placas Petri con
colonias de Crecimiento recuento en UEC cultivos de S.
Staphylococcus microbiano placa por aureus ATCC
aureus ATCC 6538 incorporacion 6538
Reduccion de o Placas Petri con
_ Técnica de _
colonias de o cultivos de
. Crecimiento recuento en _
Klebsiella . _ UFC Klebsiella
) microbiano placa por )
pneumoniae ATCC . y pneumoniae
incorporacion
10031 ATCC 10031
Reduccion de Técnica de Placas Petri con
colonias de C. Crecimiento recuento en UEC cultivos C.
albicans ATCC microbiano placa por albicans ATCC
10231 incorporacion 10231

ANEXO 2. Materiales y equipos

Materiales y equipos para extraer los aceites esenciales

* Hojas frescas de muna

* Hojas frescas de eucalipto

* Balanza

* Refrigeradora

* Baldn de fondo plano de 500mL

 Soporte Universal
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* Refrigerante de bolas o serpentin
* Vaso de precipitado

» Agua destilada

* Mangueras

* Mechero de bunsen

* Tripode

* Rejilla de asbesto

Materiales y equipos para la preparacion y activacion de los
microorganismos de prueba.

* Medios de cultivo:
e Agar Tripticasa de soya
e Agar Papa Dextrosa con neutralizante
e Agar cuenta estandar
* Lecitina
* Tween 80
* Balanza
» Agua destilada
* Probetas
* Matraz de Erlenmeyer estéril
* Placas petri estériles
* Pipetas estériles
* Esterilizador de calor seco (horno)
* Autoclave
* Mecheros
* Estufa (incubadora)
* Microscopio
* Refrigeradora
* Tubos de ensayo.
* Guantes
* Propipeta
e Frascos de tapa azul de 500mL

e Asa de siembra
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Materiales y equipos para la preparacion del colutorio a base de los aceites
esenciales de Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto) y Minthostachys sp.
(Muiia)

eBeacker de 50, 100 y 500 mL
eBaguetas

e Probetas de 50, 100 y 250 mL
¢ Agua destilada

e Potenciémetro

e Envase de color ambar

¢ Cocinilla eléctrica

eBalanza de precision

eLuna de reloj

e Polisorbato 20

Materiales y equipos para la Evaluacién de la actividad antibacteriana del
desinfectante.

e Agar Tripticasa de Soya

e Agar Papa Dextrosa

e Buffer fosfato 0.25M

e Neutralizante

e Agua destilada

e Placas petri estériles

e Pipetas estériles

¢ Agitador magnético (Vortex)
e Tubos de ensayo estériles

e Gradillas de metal para tubos
e Mecheros

e Propipeta

eIncubadora de 32,5°C £2°C
¢ Espectrofotdmetro

¢ Celdas para espectrofotometro
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ANEXO 3. Ficha de recoleccion de datos

Tabla 8. Resultados de Candida albicans

Reduccion

cepade ensayo tratamiento ReplicaResultado (log

porcentual

Klebsiella pneumoniae/SIN TRATAMIENTO| 1
Klebsiella pneumoniae/SIN TRATAMIENTO| 2
Klebsiella pneumoniae/SIN TRATAMIENTO| 3
Klebsiella pneumoniaeCON TRATAMIENTC 1
Klebsiella pneumoniaeCON TRATAMIENTC 2
Klebsiella pneumoniaeCON TRATAMIENTC 3
Klebsiella pneumoniae CONTROL 1
Klebsiella pneumoniae CONTROL 2
Klebsiella pneumoniae CONTROL 3
Staphylococcus aureusSIN TRATAMIENTO| 1
Staphylococcus aureusSIN TRATAMIENTO| 2

Staphylococcus aureus

SIN TRATAMIENTO

Staphylococcus aureus

CON TRATAMIENTC

Staphylococcus aureus

CON TRATAMIENTC

Staphylococcus aureus

CON TRATAMIENTC

Staphylococcus aureus CONTROL
Staphylococcus aureus CONTROL
Staphylococcus aureus CONTROL
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Candida albicans |SIN TRATAMIENTO 1

Candida albicans |SIN TRATAMIENTO 2

Candida albicans |SIN TRATAMIENTO 3

Candida albicans [CON TRATAMIENTC 1

Candida albicans [CON TRATAMIENTC 2

Candida albicans [CON TRATAMIENTC 3

Candida albicans CONTROL 1
Candida albicans CONTROL 2
Candida albicans CONTROL 3

ANEXO 4. Procesamiento de extraccion de los aceites esenciales.

Figura 1. Extraccion del aceite esencial
del eucalipto.
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Figura 2. Extraccion del aceite esencial
de la muiia.

- ‘ Figura 3. Purificacion de los aceites
S0 I - - esenciales de eucalipto y muia
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ANEXO 5. Evaluacion de la efectividad antibacteriana del colutorio por el
Método Reto Microbiano Modificado.

Figura 4. Preparacion del material
de vidrio estéril para el analisis.

Figura 5. Preparacion del
material descartable estéril para
el andlisis.
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Figura 6. Incorporacion del agar a las
placas petri.

Figura 7. Homogenizacion del agar en
las placas petri.
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Figura 8. Incubacion de las placas petri.

Figura 9. Recuento Inicial de
Staphylococcus aureus

Figura 10. Recuento de
Staphylococcus aureus  enfrentado
al colutorio de aceites
esenciales.




Figura 11. Recuento de
Staphylococcus aureus
enfrentado al control
positivo.

Figura 12. Recuento inicial
de Candida albicans.

Figura 13. Recuento de
Candida albicans enfrentada
al colutorio de aceites
esenciales.
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Figura 14. Recuento de
Candida albicans enfrentada
al control positivo.

Figura 15. Recuento inicial
de Klebsiella pneumoniae.

Figura 16. Recuento inicial
de Klebsiella pneumoniae
enfrentada al colutorio de
aceites esenciales.



Figura 17. Recuento inicial
de Klebsiella pneumoniae
enfrentada al control poitivo.
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ANEXO 6. Constancias de posicién taxondmica de las especies vegetales
utilizadas.

SEO DE HISTORI
MARCOS, DEJA CONSTANCI

Roosevelt Edhair AYLAS CAN

1

t Wiener, ha sido estudiada y clasif

-3
]

e la siguiente posicién taxonomica,
A(O88): " e e
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