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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto
antibacteriano y antifingico in vitro del aceite esencial de Mentha
piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba
luisa) mediante el método de difusiébn en agar con disco, sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y Candida
albicans ATCC 090028. Los aceites esenciales de dichas plantas se
obtuvieron por el método de arrastre por vapor de agua. Para realizar
el andlisis microbiolégico se utiliz6 el aceite esencial de menta al 50
y al 100 %, de orégano al 50 y al 100 % y de hierba luisa al 50 y al 90 %.
Asimismo, para obtener concentraciones al 50 y al 90 %, se diluyeron en
agua destilada y DMSO (dimetilsulféxido). Estos aceites esenciales fueron
comparados con nistatiha como control positivo (para los hongos)
y gluconato de clorhexidina al 0,12 % (para las bacterias). Como controles
negativos se utilizé H,O destilada y DMSO. Al realizar las pruebas de
sensibilidad in vitro se obtuvieron los siguientes resultados: de los tres
aceites esenciales, el que tuvo mayor efecto sobre Streptococcus mutans fue
el orégano. Frente a Lactobacillus acidophilus y a Candida albicans
el mayor efecto lo tuvo la hierba luisa. El aceite esencial de orégano
y hierba luisa tienen mayor efectividad antibacteriana y antifingica que
los controles positivos clorhexidina al 0,12 % vy nistatina, a excepcion de
la Mentha piperita (menta) al 50 %, cuya accién fue menor que los controles

positivos.

Palabras clave: aceite esencial; Mentha piperita; Origanum vulgare;
Cymbopogon citratus; efecto antibacteriano; efecto antifingico; Streptococcus
mutans; Lactobacillus acidophilus; Candida albicans.
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ABSTRACT

The objective of the present investigation was to determine the antibacterial
and antifungal effect in vitro of the essential oil: Mentha piperita (Mint),
Origanum vulgare (Oregano) and Cymbopogon citratus (Lemon grass) by
using the agar diffusion method with disk, on Streptococcus mutans ATCC
25175, Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 and Candida albicans ATCC
90028. The essential oils from these plants were obtained by the method of
drag due to water vapor. For microbiological analysis, was used the essential
oil of Mint to the 50 and 100 %, Oregano to the 50 and 100% and Lemon
grass to 50% and 90 %, also for concentrations of 50% and 90%, they were
diluted in distilled water and DMSO (dimethylsulfoxide).These essential oils,
were compared with nystatin as a positive control (for the fungi) and
chlorhexidine gluconate 0.12 % (for the bacteria) and as negative controls
was used: H20 distiled water and DMSO. When performing in vitro
susceptibility testing yielded the following results: Of the three essential oils,
which had a greater effect on Streptococcus mutans was Oregano, with
Lactobacillus acidophilus and with Candida albicans was Lemon grass.
Oregano essential oil and Lemon grass had more effective antibacterial and
antifungal positive controls: 0.12% Chlorhexidine and Nystatin, Mentha piperita

(Mint) 50% that their action was lower than positive controls.

Keywords: essential oil; Mentha piperita; Origanum vulgare; Cymbopogon
citratus; antibacterial activity; antifungal activity; Streptococcus mutans;
Lactobacillus acidophilus; Candida albicans.
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I. INTRODUCCION
1.1. Planteamiento del problema

La caries dental es una de las enfermedades de etiologia bacteriana
mas comunes entre los seres humanos', siendo el Streptococcus mutans
el microorganismo més importante ligado a tal patologia, considerado como
la especie mas frecuentemente aislada en la placa dentobacteriana’.
Asimismo, otros microorganismos, como Lactobacillus acidophilus, han sido
asociados a la caries dental, ya que son capaces de producir grandes
cantidades de acidos en un pH bajo, resultando en una placa altamente acida
que favorece la desmineralizacion dental®.

A su vez, la cavidad bucal constituye un ambiente favorable para
la colonizacion de microorganismos oportunistas como los hongos
del género Candida, siendo la levadura Candida albicans el principal agente
etiolégico de la candidiasis oral*, por lo que se considera que cuatro de cada
mil pacientes que acuden a una consulta odontolégica presentan sintomas de
infeccion candidiasica®.

En la actualidad, existe una gran variedad de agentes antimicrobianos
(lamados colutorios). Entre estos esta la clorhexidina al 0,12 %, como
el agente mas utilizado en el medio, dada su eficacia en la eliminacion de
microorganismos cariogénicos. Sin embargo, presenta efectos secundarios
adversos, como disgeusia y tincibn dental, razones que limitan su
utilizacién®. De la misma manera, hay una gran cantidad de agentes
antimicéticos; entre estos se tiene a la nistatina, de la que estudios han
demostrado su accion eficaz frente a la candidiasis oral. No obstante, aun
no se sabe cual de estos antisépticos orales tiene mayores ventajas para
el mantenimiento de la salud bucal, por lo que se cree necesario comprobar
su verdadera eficacia’.

En consecuencia, es necesario evaluar otras sustancias a base de
aceites esenciales de plantas naturales, los cuales son el producto
del metabolismo secundario de las plantas aromaticas. Diversas

investigaciones han permitido establecer su actividad antibacteriana,
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antimicética, antiparasitaria, antiviral e insecticida®.

Por consiguiente, existe la necesidad inmediata de trabajar en la prevencion
y en el tratamiento de la caries dental y de la candidiasis oral, a base de
productos naturales de facil implementacion y de amplio espectro presentes en
extractos de plantas, los cuales podran estar al alcance de toda la comunidad
por su facil acceso, bajo costo y, sobre todo, por los pocos efectos colaterales
indeseables®.

Por todo lo expuesto, el proposito de la presente investigacion fue
determinar cual de estos aceites esenciales de Mentha piperita (menta),
Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba luisa) tiene mejor
efecto  antibacteriano y antifingico sobre  Streptococcus mutans,
Lactobacillus acidophilus y Candida albicans, tanto en su forma concentrada

como en la diluida.

1.2. Formulacién del problema

¢ Existira efecto antibacteriano y antifangico del aceite esencial de Mentha
piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba
luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus
ATCC 10746 y Candida albicans ATCC 900287

1.3 Justificacion de la investigacion

La presente investigacion tiene importancia tedrica y social, ya que
aportard al conocimiento cientifico sobre la existencia de plantas medicinales
con propiedades antibacterianas y antifungicas, las cuales podrian ser
alternativas de prevencion y tratamiento de las patologias mas frecuentes de
la cavidad bucal, como la caries dental y la candidiasis oral. De esta
manera, se podrian elaborar farmacos naturales que en su composicidon
contengan compuestos quimicos propios de estas plantas, gracias a
las bondades de la medicina tradicional, generando asi una variedad de
productos de uso farmacéutico de origen natural propios de nuestra

biodiversidad, los cuales tengan actividad antibacteriana y antifingica sobre
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microorganismos  cariogénicos 'y hongos orales, permitiendo que
las poblaciones de bajos recursos econdmicos puedan acceder a un menor
costo a alternativas de tratamiento para el control de microorganismos
relacionados con la caries dental y con la candidiasis bucal, como son

los colutorios a base de aceites esenciales.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano y antifingico del aceite esencial de
Mentha piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon
citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,
Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y Candida albicans ATCC 90028.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Mentha
piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba
luisa) al 50 y al 100 % frente a Streptococcus mutans y Lactobacillus
acidophilus.

2. Determinar el efecto antifungico del aceite esencial de Mentha
piperita (menta) y Origanum vulgare (orégano) al 50 y al 100%
y Cymbopogon citratus (hierba luisa) al 50 y al 90 % frente a Candida albicans.

3. Comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Mentha piperita
(menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba luisa)
al 50 y al 100 % con el colutorio bucal gluconato de clorhexidina al 0,12 %
frente a Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus.

4. Comparar el efecto antifungico del aceite esencial de Mentha piperita
(menta), y Origanum vulgare (orégano) al 50 y al 100 % y Cymbopogon
citratus (hierba luisa) al 50 y al 90 % con nistatina frente a Candida
albicans.

5. Comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Mentha
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piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba
luisa) al 50 y al 100 % con agua destilada y DMSO frente a Streptococcus
mutans y Lactobacillus acidophilus.

6. Comparar el efecto antifingico del aceite esencial de Mentha piperita
(menta), Origanum vulgare (orégano) al 50 y al 100 %, y Cymbopogon
citratus (hierba luisa) al50 y al 90 % con agua destilada y DMSO frente a

Candida albicans.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

e Bastos M y col. evaluaron la concentracion bactericida minima del aceite
esencial de Origanum vulgare L. (orégano) frente a 71 bacterias aisladas
de leche bovina, de los géneros Streptococcus Gram (+), Staphylococcus
Gram (-) y Corynebacterium Gram (+); y tres cepas patrén de Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Escherichia coli. ElI aceite esencial de
Origanum vulgare no present6 efecto para Pseudomonas Aeruginosa Gram (-),
pero se comprobd la actividad in vitro del aceite frente a las bacterias que
pertenecen a los géneros Staphylococcus, Streptococcus y Corynebacterium
(Bastos M y col. 2011)™.

e Rojas J, Solis H y Palacios O determinaron la actividad anti
Trypanosoma cruzi in vitro de los aceites esenciales de diez plantas
medicinales, entre ellas Mentha X piperita L. (menta), Rosmarinus officinalis L.
(romero), Chenopodium ambrosioides L. (paico), Eucaliptus globulus Labill
(eucalipto), Artemisia absinthium L. (ajenjo), Melissa officinalis L. (toronijil),
Minthostachys setosa Brig (mufia), Cymbopogon citratus (hierba luisa), Aloysia
triphylla (cedrén) y Mentha spicata L. (hierba buena). Los aceites esenciales
de Cymbopogon citratus (hierba luisa) y Aloysia triphylla (cedrén) inhibieron
significativamente el crecimiento de la forma epimastigote de Trypanosoma
cruzi, concluyendo que los aceites esenciales de Cymbopogon citratus y de
Aloysia triphylla mostraron actividad anti Trypanosoma cruzi in vitro (Rojas J,
Solis H y Palacios O 2010)**.

e De Souza L, Frascolla R, Santin R, Ziemann M, Costa R, Alves M et al.
evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de tres tipos de extractos (un
aceite, una tintura y una decocciéon) de las plantas Origanum vulgare L.
(orégano) y Thymus vulgaris L. (tomillo), frente a Malassezia pachydermatis
(hongo), Pseudomonas aeruginosa Gram (-) Yy Staphylococcus aureus
Gram (+). Los aceites presentaron CMI menor frente a los microorganismos,
pero las tinturas fueron las que presentaron mejor rendimiento. Se concluyo

gue tanto el aceite como la tintura pueden ser una alternativa para
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el tratamiento de la otitis externa, debido a la presencia de timol y carvacrol en
mencionadas plantas (De Souza L, Frascolla R, Santin R, Ziemann M, Costa R,
Alves M et al. 2008)*2.

e PBorja F evalud la actividad antibacteriana de Cymbopogon citratus a
través del método de difusion en agar, para, a su vez, hallar la CMI mediante
el método de microdilucion frente a Streptococcus mutans. Se encontré que
la CMI fue de 0,4 %. y los halos de inhibicion de 21,8 mm y 23 mm en
80 uL/mL y 160 uL/mL del aceite esencial. Se concluydé que el aceite
esencial de Cymbopogon citratus es un buen agente antibacteriano frente a
Streptococcus mutans y su accion es mas efectiva que el control positivo,
clorhexidina 0,12 % (Borja F 2007)".

e De la Paz J, Maceira M, Corral A, Gonzalez C quisieron comprobar si
la decoccion de las hojas de Mentha piperita Linn posee efecto antiparasitario.
El modelo biolégico utilizado fue la lombriz terrestre del género rojo
California, y las dosis empleadas fueron 0,475; 0,950 y 1,900 g/dL. Ademas, se
formaron un grupo control negativo (agua destilada) y un grupo control
positivo (solucién de piperazina al 2,0 %). La evaluacién, en placa Petri, se
realiz6 de forma continua durante un periodo de ocho horas. La variable
medida fue tiempo de supervivencia y se expresO en minutos.
Los resultados demostraron que la decoccion de las hojas de Mentha
piperita Linn posee efecto vermifugo en dependencia de la dosis. La dosis
maxima resultd ser mas potente que la droga de referencia empleada,
piperazina 2,0 % (De la Paz J, Maceira M, Corral A, Gonzélez C 2006)**,

e Garcia C evaluo la actividad antimicrobiana in vitro de cuatro extractos
vegetales (perejil, ruda, tomillo y gobernadora) y dos aceites esenciales (clavo
y orégano), frente a cepas hospitalarias con resistencia mdultiple de
Staphylococcus aureus Gram (+) y una cepa de referencia (ATCC 25923),
determinando las concentraciones minimas inhibitorias mediante el método
de macrodilucién. En las pruebas de actividad antibacteriana, los resultados
mostraron que no existi6 diferencia entre las concentraciones minimas
inhibitorias de los extractos vegetales en todas las cepas, mientras que
los aceites esenciales inhibieron el crecimiento bacteriano a concentraciones

minimas inhibitorias variables e inferiores a las de
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los extractos (Garcia C 2006)*°.

e Guerra M y col. evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro del aceite
esencial de Cymbopogon citratus, asi como de una crema elaborada a partir
del mismo. Se empled el método de diluciones en medio liquido. Se determiné
la concentracion minima inhibitoria y minima microbicida frente a
microorganismos de interés clinico humano. El aceite mostr6 una notable
actividad antifangica, superior a la que se observé con la crema, lo que
justifica el uso tradicional de esta planta. La formulacion desarrollada resultd no
irritante, y se propuso usar como antidermatofitica. La especie microbiana mas
sensible resulté ser Trichophyton rubrum (Guerra M y col. 2004)*°.

e Bankole S y Joda A determinaron el potencial de utilizar el polvo
y el aceite esencial de las hojas secas de Cymbopogon citratus frente a
cuatro especies de hongos: Aspergillus flavus, A. niger, A. tamarii y Penicilum
citrinum. Se aplicaba directamente a los hongos en forma de aerosoles por un
periodo de cuatro meses, durante los que se observé una disminucién de
ellos (Bankole Sy Joda A 2004)"".

e Hernandez L y Rodriguez M evaluaron la actividad antimicrobiana de
tres especies vegetales: Ocimum basilicum L. (albahaca), Ocimum
teniuflorum L. (albahaca tailandesa) y Cymbopogon citratus (hierba luisa),
frente a cuatro bacterias Gram (+), ocho bacterias Gram (-), levadura y un
hongo dermatofito. La actividad antimicrobiana de Cymbopogon citratus quedo
demostrada frente a Bacillus subtilis Gram (+), Proteus vulgaris Gram (-)
y el hongo Trichophyton mentagrophytes (Hernandez L
y Rodriguez M 2001)*,

e Alzamora L, Morales L, Armas Ly Fernandez G evaluaron la actividad
in vitro de los aceites esenciales de cinco plantas aromaticas: Eucalyptus
globulus (eucalipto), Cymbopogon citratus (hierba luisa), Tagetes pusilla Lag
(anis serrano), Senecio tephrosioides (huamanrripa) y Lepechinia meyenii
(salvia) sobre diez microorganismos: Salmonella Gram (-), S. typhimurium
Gram (-), S. enteritidis Gram (-), Vibrio cholerae Gram (-), Pseudomonas
aeruginosa Gram (-), Shigella flexneri Gram (-), Staphylococcus aureus INS
Gram (+), S. aureus y Candida albicans. Utilizaron discos, los cuales fueron

impregnados con 5 mL de aceite esencial puro. Posteriormente, se realizé
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la medicién de los halos de inhibicidn: el aceite esencial que ejercid mayor
efecto sobre los microorganismos evaluados fue el de hierba luisa (88,8 %),
y el de menor grado fue el de eucalipto. Sin embargo, ninguno de los cinco
aceites empleados inhibi6 a Pseudomonas aeruginosa (Alzamora L, Morales
L, Armas Ly Fernandez G 2001)%.

e Albado E, Saez G y Grabiel S determinaron la actividad
antimicrobiana en el aceite esencial de Origanum vulgare. El aceite esencial se
obtuvo por destilacion por arrastre con vapor de agua a partir de las hojas
y flores desecadas de (O. vulgare); se evaluaron las bacterias Gram (-)
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Salmonella tiphymurium,
Salmonella cholerae suis y Vibrio cholerae; y las bacterias Gram (+)
Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, que mostraron diferentes grados
de sensibilidad. Concluyendo que el aceite esencial de Origanum vulgare
posee actividad microbiana contra todas las bacterias evaluadas, excepto
para Pseudomonas aeruginosa (Albado E, Saez Gy Grabiel S 2001)™.

e Hammer K, Carson C y Riley T realizaron un estudio sobre
la actividad antimicrobiana del aceite esencial de 52 plantas, incluyendo a
Cymbopogon citratus, frente a diez microorganismos: Acinetobacter baumanil
Gram (-), Aeromonas sobria Gram(-), Candida albicans, Enterococcus
faecalis Gram (+), Escherichia coli Gram (-), Klebsiella pneumoniae
Gram (-), Pseudomonas aeruginosas Gram(-), Salmonella typhimurium
Gram (-), Serratia marcescens Gram (-) y Staphylococcus aureus Gram (+),
en el que encontraron la CMI para cada una de las plantas frente a dichos
microorganismos. Para el aceite esencial de Cymbopogon citratus se
encontr6 una CMI frente a Staphylococcus aureus de 0,6 % (Hammer K,
Carson Cy Riley T 1999)%.

2.2. Base tedrica

Caries dental

Es una enfermedad infecciosa, multifactorial y transmisible que afecta

los tejidos dentarios, caracterizada por la desintegracion progresiva de sus
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tejidos calcificados, debido a la accibn de microorganismos sobre

los carbohidratos fermentables provenientes de la dieta®’.

Incidencia

En el Perd, segun el Ministerio de Salud (Minsa), 98 de cada 100
peruanos presenta lesiones cariosas. La caries dental todavia es considerada
como un problema de salud publica en muchas partes del mundo, debido a

que afecta la calidad de vida de los individuos que la padecen™.

Factores etioldgicos

Paul Keyes, en 1960, establecio que la etiopatogenia de la caries obedece
a lainteraccion simultinea de tres factores principales: un factor
“microorganismo” que, en presencia de un factor “sustrato” (ingesta de
carbohidratos), logra afectar a un factor “diente” (también denominado
huésped). Dicho investigador refirio, tanto en forma tedrica como
experimental, que la interaccion entre estos tres factores constituye la base
fundamental para el desarrollo de la caries dental®’.

A continuacion, se detallara cada uno de ellos:

a) Microorganismos

La cavidad bucal contiene una de las mas variadas y concentradas
poblaciones microbianas del organismo. Se estima que en ella habitan entre
200 y 300 especies. Entre las bacterias presentes en la boca se encuentran
tres especies principalmente relacionadas con la caries: Streptococcus (con
las subespecies S. mutans y S. sobrinus), Lactobacillus y Actinomyces. De
todas ellas, los S. mutans son los mas cariogénicos, capaces de inducir

caries en cualquier superficie del diente®?3,
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b) Dieta

El Streptococcus mutans, para poder producir glucano y polisacaridos
(responsables de la adhesion bacteriana) necesita de un sustrato, que consiste
en la ingesta de hidratos de carbono, mas especificamente la sacarosa, que es
el carbohidrato fermentable con mayor potencial cariogénico. Durante
el proceso de la caries, las bacterias orales fermentan los hidratos de carbono
y producen &cidos que disuelven el esmalte dentario®>?,

La forma (consistencia, textura, adhesién) y la frecuencia del consumo
son mas importantes que la cantidad de azlUcares consumidos. El pH en boca
cae por debajo de 5,5 (valor critico que favorece la desmineralizacion
del esmalte, a los 3-5 minutos después de la ingesta, y tarda de 30 a 60
minutos en alcanzar un pH neutro de 7,0). Se ha demostrado, tanto in vitro
como in vivo, la persistencia de la acidez favorece la disolucién
o desmineralizacion, mientras que la reduccion del tiempo de exposicion

estimula la remineralizacion®.

c) Huésped

Los factores ligados al huésped pueden distribuirse en dos grandes

grupos: la saliva y los dientes.

e [asaliva

La participacion de la saliva en el proceso carioso ha sido corroborada
mediante estudios diversos, en los cuales, al disminuir el flujo salival, se
observd un incremento sustancial de los niveles de lesiones de caries. Entre
ellos, los realizados en pacientes con xerostomia, es decir, niveles de
secrecion salival disminuidos, y el experimento de supresién de saliva en

animales, mediante extirpacién quirdrgica de sus glandulas®.

e Los dientes
La caries dental se manifiesta en el esmalte, el cual se torna susceptible de
ser destruido por los acidos o por su propia configuracién anatémica, como en
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los casos de surcos, fisuras y puntos®.

Posteriormente, Newbrun (1978) afiadié el factor “tiempo” como cuarto

factor etiolégico®.

e Tiempo

Se considera que una frecuencia de carbohidratos por encima de seis
veces diarias contribuye a aumentar el riesgo de caries. Ademas, algunos
estudios muestran que las diferencias en el factor cariogénico de los alimentos
no solo depende de la cantidad de carbohidratos fermentables que estos
contengan, sino también de la frecuencia del consumo y la permanencia de

los mismos en la boca®”.
Microorganismos relacionados con la caries dental

El papel esencial de los microorganismos en la etiologia de la caries fue
instituido por Miller (1890). A ello se sumd la identificacion de las bacterias
sindicadas como las principales: el Streptococcus mutans (Clarke 1924)
y los Lactobacillus (Buntig y Palmerlee 1925)%.

A continuacion se describirdn cada uno de estos microorganismos, con

sus caracteristicas mas importantes.
Streptococcus mutans

Streptococcus mutans son cocos Gram positivos dispuestos en cadenas
cortas de cuatro a seis cocos, los cuales miden de 0,5 a 0,8 u de diametro,
anaerobios facultativos, comprenden parte de la flora microbiana residente de
la cavidad bucal y vias respiratorias altas. Su temperatura 6ptima de desarrollo
es de 36 +-1 °C**%’,

Su nombre lo recibe por su tendencia a cambiar de forma, ya que se

puede encontrar en forma de coco o de forma mas alargada, como bacilo*.
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Habitat

Su principal habitat es la superficie dentaria del hombre®. Se encuentra
en forma permanente en la cavidad oral después de la erupcion dental,
debida fundamentalmente a que requiere la presencia de tejido duro no

descamativo para su colonizacion®.

Medio de cultivo

Para el cultivo de Streptococcus mutans se emple6 el medio de cultivo
infusion de cerebro-corazén (BHI). Dicho medio es el mas empleado y el mas
eficaz para el cultivo de bacterias exigentes, como Estreptococos,

Neumococos, Meningococos y otras®.

Poder patdégeno

La relacibn S. mutans-caries se fundamenta en las siguientes
caracteristicas: incremento cuantitativo en sujetos predispuestos o con caries
activa; capacidad de induccion de la enfermedad en animales de
experimentacion y proteccion de los mismos cuando estén inmunizados frente
a antigenos del microorganismo y los factores de virulencia relacionados con

dichos procesos?.

Factores de virulencia

Son aquellas condiciones o caracteristicas especificas que hacen patégeno

a este microorganismo. Entre ellas estan las siguientes®*:

e Acidogenicidad: el Streptococcus puede fermentar los azlcares de
la dieta para producir principalmente acido lactico como producto final
del metabolismo. Esto hace que baje el pH y se desmineralice el esmalte
dental.

e Aciduricidad: es la capacidad de producir acido en un medio con pH

bajo.
18
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e Acidofilicidad: el Streptococcus mutans puede resistir la acidez del
medio. Los Streptococcus mutans estan relacionados con la caries que
ocurren en fisuras, en superficies lisas o sobre el cuello y raiz. Los altos
grados de infeccion por Streptococcus mutans elevan el riesgo de

padecer caries®.

Lactobacillus acidophilus

Incluido en la familia Lactobacillaceae, se distinguen mas de cuarenta
especies. Desde el punto de vista de su morfologia, los lactobacilos son
pleomorficos, pero debido a que se dividen en un solo plano, nunca presentan
ramificaciones. Suelen aparecer asociados en parejas, cadenas, empalizadas
o frecuentemente aislados. En cuanto a los cultivos, la temperatura 6ptima es
de 36+- 1 °C, y existe un medio liquido o sélido muy selectivo®®. Son bacilos
Gram positivos, catalasa negativa, no esporulados. Las colonias
generalmente son pequefias, pueden variar en su forma: opaca, redonda,
lisa aplanada, translicida e irregular, frecuentemente con aspecto de cristal.
Los Lactobacillus no solo existen constantemente en la boca y producen
rapida conversién de carbohidratos en acido lactico, sino que su indole &cida
permite que persistan en tales valores de acidez. Por lo tanto, se ha
sospechado que pueden guardar relacién causal con el proceso de la caries®.

Habitat

Con respecto a su habitat, las especies del género Lactobacillus se
encuentran en forma constante en la cavidad bucal, la vagina y el aparato
digestivo humano y de otros mamiferos. En la cavidad oral, se aislan
preferentemente en la saliva, el dorso de la lengua y las placas supragingivales
y radiculares. Su concentracion variara segun el estado de salud oral,

incrementandose con la caries?’.

Medio de cultivo

Para el cultivo y recuento de lactobacilos, se emple6 agar (MRS).
19
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Los investigadores Man, Rogosa y Sharpe desarrollaron este medio con
el proposito especifico de emplearlo para el cultivo de lactobacilos en
productos derivados de la leche, aunque no por esto dejar de estar
indicado en otras aplicaciones. Por la presencia de la peptona, glucosa,
manganeso y magnesio se aportan los componentes nutritivos y energeéticos

para el crecimiento de los Lactobacillus®.

Poder patdégeno

Los Lactobacillus se relacionan con la caries, pero tienen, en principio, por
la falta de algunos factores de cariogenicidad, como su poder adhesivo, una
menor significacion patogénica que los Streptococcus del grupo mutans. Su
poder cariogénico es mayor en zonas retentivas, en las que quedan atrapados
fisicamente. En cualquier caso, su cantidad en la saliva aumenta en caries
activas o en sujetos predispuestos?’.

Son grandes productores de 4&cido lactico y se encuentran entre
las bacterias mas acidoéfilas que se conocen. Son capaces de producir acidos
en un pH muy bajo. Su poca afinidad por las superficies dentarias hace que no
se les relacione con lesiones de caries de esmalte; no obstante, son
los primeros implicados en el avance de la caries de la dentina. Actdan
principalmente como “invasores secundarios” que aprovechan las condiciones
acidas y la retentividad existente en la lesion cariosa y dependen
fundamentalmente de la accion anterior de los Streptococcus mutans.
El Lactobacillus acidophilus es asociado con una frecuente ingesta de

carbohidratos®.

Candidiasis bucal

Las candidiasis son las infecciones micéticas orales mas frecuentes, que
se manifiestan en forma de manchas de color blanco rosado sobre
la lengua, encias, mucosa oral o comisuras de los labios. Puede ser

asintomatica o producir dolor, ardor o mal sabor de boca®,
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Tipos de candidiasis bucal

La candidiasis bucal se divide en dos amplias categorias: primaria

y secundaria®;

Candidiasis primaria

Es aquella confinada a los tejidos bucales y peribucales. Se subdivide en

las siguientes:

a) Candidiasis pseudomembranosa (aguda y cronica).

b) Candidiasis eritematosa (aguda y crénica).

c) Candidiasis hiperplésica (leucoplasia).

d) Lesiones asociadas: estomatitis protésica, queilitis angular, glositis

rombica.

Candidiasis secundaria

En la que la candidiasis bucal es una manifestacion de infeccién sistémica

0 generalizada.

Candidiasis mucocutanea cronica (CMC): llamada también “sindrome
cronico de candidiasis mucocutanea”, incluye CMC familiar, CMC difusa, CMC
por endocrinopatia. Asimismo, se habla de candidiasis cronica multifocal
cuando hay dos o mas formas clinicas de aparicion conjunta, como queilitis
y estomatitis protésica.

Factores que facilitan la infeccién candidiasica

C. albicans puede producir una infeccion localizada y limitada a
la mucosa bucal, pero puede extenderse, en casos graves, a la faringe
y al eséfago e, incluso, producir una infeccion diseminada. Entre los factores
que facilitan la infeccidn candididsica se destacan a) la cantidad y el tipo de

saliva (p. ej., sequedad bucal o gran humedad en las comisuras labiales);
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b) la dieta; c) el pH; d) la temperatura; e) la presencia de algunas bacterias
o de prétesis dental, ya que el acrilico de las prétesis removibles es un
material  facilmente colonizable; f) el tratamiento con antibidticos
y g) los corticosteroides y cualquier tipo de inmunodepresion primaria

o adquirida®.

Manifestaciones de candidiasis bucal

Las manifestaciones de la candidiasis bucal varian de acuerdo con el tipo
de lesion; la mas comun es la infeccion seudomembranosa (conocida
también como algodoncillo). Esta lesibn se presenta clasicamente como
semiadherida, blanco- amarillenta, blanda, cremosa, con aspecto de gotas
y areas de seudomembranas que confluyen y pueden ser removidas con
una gasa o un bajalenguas, dejando una superficie roja sangrante.

Esta condicion estd asociada con una supresion inicial y progresiva
del sistema inmune. La afeccion es usualmente aguda, pero sin tratamiento
persiste por varios meses y adopta un curso cronico. Puede involucrar cualquier
area de la mucosa bucal, pero es mas frecuente en la lengua, el paladar

duro y blando y la mucosa del carrillo®.

Microorganismos relacionados con la candidiasis bucal

La gran mayoria de las candidiasis bucales estan producidas por levaduras
del género Candida, principalmente por la especie Candida albicans. Se
considera que cuatro de cada mil pacientes que acuden a una consulta
dental general presentan sintomas de infecciébn candidiasica. Ademas, una
gran parte de las candidiasis orales son asintomaticas y es muy probable que
la prevalencia de este proceso sea mucho mayor?’.

A continuacion se detallan las caracteristicas méas resaltantes de esta

levadura:
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Caracteristicas generales

La apariencia microscépica de todas las especies de Candida es similar.
Todas las levaduras son Gram positivas. El género Candida comprende mas
de 150 especies de levaduras pero C. albicans se observa generalmente
como una ceélula oval levaduriforme de dos a cuatro micrometros, con
paredes finas; no obstante, se han encontrado en tejidos infectados formas
filamentosas de este hongo, las cuales poseen longitud variable y presentan
extremos redondos, cuyo tamafio oscila entre tres y cinco micrometros de
diametro; y seudohifas, que son células alargadas de la levadura que

permanecen unidas entre si>*°.

Habitat

Las especies del género Candida colonizan el ser humano y otros
animales de sangre caliente, por lo que se encuentran en los ambientes
naturales. El lugar primario de colonizacién es el tubo digestivo desde

la cavidad bucal hasta el recto®.

Medio de cultivo

El medio de cultivo de hongos méas recomendado, y el que se empled, fue
agar dextrosa de Sabouraud. El contenido de glucosa y el pH bajo de este
medio facilitan el rapido desarrollo de los hongos y levaduras presentes en

la muestra®.

Poder patbégeno

Candida albicans en principio no es patdgena, ya que la flora bacteriana
beneficiosa y el sistema inmunitario limitan su crecimiento y frenan su
excesiva proliferacion, manteniendo asi un equilibrio. Pero cuando se rompe
este equilibrio, Candida albicans empieza a proliferar y puede dar lugar a un
conjunto de enfermedades denominadas candidiasis 0 micosis candidiasica,

gue pueden consistir en leves infecciones de mucosas y piel o desencadenar
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diseminaciones sistémicas graves, pudiendo afectar érganos vitales®®.

La fitoterapia

La fitoterapia es la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de
origen vegetal con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para atenuar
0 para curar un estado patolégico.

Las plantas han sido utilizadas desde épocas primitivas en
el tratamiento de enfermedades. La mayoria de estas presentan efectos

fisiolégicos multiples, debido a la presencia de méas de un principio activo®?.

Plantas medicinales

Como planta medicinal se conoce a cualquier planta que en uno o mas
de sus érganos contienen sustancias que pueden ser utilizadas con finalidad
terapéutica o0 que son precursoras para la sintesis quimico-farmacéutica.
La etnobotanica trata del conocimiento botanico de las plantas por parte de
las comunidades indigenas, y comprende una estrecha relacion entre
las plantas y las personas que las utilizan®*.

El uso de las plantas es de gran utilidad, ya que de ellas son obtenidas
innumerables sustancias quimicas. En la actualidad existen plantas que poseen
compuestos quimicos antibacterianos y antifingicos que pueden utilizarse en

el campo de la odontologia.

Mentha piperita (menta)

Clasificacion botanica®

Phylum: Euphyta.
Divisién: Angiospermae.
Clase: Dicotyledones.
Orden: Tubiflorae.
Familia: Labiatae.
Género: Mentha.
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Especies: Mentha piperita.
Caracteristicas

Es una especie herbacea, vivaz, con tallos erectos, cuadrangulares muy
ramificados, que puede alcanzar una altura de 80 cm. Nace de un rizoma
subterraneo, del que brota un extenso sistema radicular. Hojas opuestas
pecioladas, lanceoladas o agudas, con bordes aserrados, color verde oscuro
en la cara superior y mas claro en la inferior. Flores agrupadas en tirsos
densos color purpura. Los estolones son de seccion cuadrangular y crecen

bajo y sobre la superficie del suelo en todas direcciones*®.
Etimologia

El nombre del género Mentha proviene del latin ‘mintha’ o ‘minta’, nombre de
una ninfa de la mitologia griega, hija de Cocito (humo del infierno), amada por
Pluton (Hades) y a quien, por celos de Proserpina, transformaron en una

planta de menta. El epiteto piperita se refiere a su sabor picante®’.
Habitat y distribucion

Es oriunda de Europa, pero se puede encontrar con facilidad en todo
el mundo, prefiriendo los climas templados a los calurosos o frios. Es una
planta que puede ser cultivada en huertos, jardines o campos; crece
espontaneamente en tierras profundas, ricas en humus y con bastante
humedad®.

Usos

e Sus hojas son usadas frescas o desecadas, en preparacion de infusiones
digestivas o jarabes.
e Como aromatizante y saborizante utilizado en licoreria, gastronomia,

pasteleria, reposteria y confiteria.
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e En perfumeria y cosmética, en la preparacion de liquidos, polvos y pastas
dentifricas.
« Forma parte de numerosos preparados medicinales, como tabletas,

tinturas, balsamos, elixires, ungiientos, otros>°.

Composicion

Aceite esencial (2 a 3 %) rico en mentol, mentona; flavonoides, acidos

fendlicos, taninos, lactona triterpénica y otras sustancias®’.

Principios activos y propiedades

El aceite esencial de menta tiene como componente principal al mentol, en
una proporcion de 45-70 %, siendo el elemento que le da el olor tan
caracteristico y que le confiere ademas sus propiedades farmacoldgicas.
Estudios etnobotanicos reconocen su efecto como astringente, carminativo,
antiséptico, estimulante, anodino, espasmolitico, vermifugo, antiviral,

antifingico, antibacteriano y antiinflamatorio™**°.

Origanum vulgare (orégano)

Clasificacion botanica®

Phylum: Euphyta.
Divisién: Angiospermae.
Clase: Dicotyledones.
Orden: Tubiflorae.
Familia: Labiatae.
Género: Origanum.

Caracteristicas

El orégano perteneciente al género Origanum, familia Labiatae. Agrupa
plantas herbaceas, perennes, matosas, originarias de los paises

mediterraneos. Crece espontaneamente en los lugares soleados y aridos hasta
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2000 msnm. Es cultivada como planta aromética y por sus propiedades

terapéuticas.

Etimologia

El nombre deriva del griego "oros = montafia" y de "gamos = resplandor,
delicia", es decir, "alegria de la montafa”, porque al estado espontaneo pinta
con sus flores las pendientes montafiosas y ondulados pedregosos

y soleados®.

Habitat y distribucién

Origanum vulgare L. (orégano) es una planta perenne, perteneciente a
la familia Lamiaceae. Originario de la region del Mediterrdneo, también
cultivado en Europa, Asia y Taiwan y en América del Sur. Su principal
productor es Chile, pero también es producido en Bolivia, Perd, y, en menor

escala, en Argentina y Uruguay™°.

Usos

La hoja del orégano se usa no solo como condimento de alimentos, sino

también en la elaboracion de cosméticos, farmacos vy licores®.

Composicién

El orégano presenta como componente principal un aceite esencial, con
mas de 34 compuestos activos, de los cuales los fenoles (como carvacrol,
timol, &-terpeno y p-cimeno) pueden alcanzar entre 80,2 y 98 % de
la composicién del aceite™.

Principios activos y propiedades

El orégano (Origanum vulgare) posee propiedades antioxidantes,
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antifingicas, antiespasmadicas, antisépticas, y, sobre todo, se caracteriza por
la potente accion de sus principios activos, carvacrol y timol, que le otorgan a
esta planta un gran poder antibacteriano®.

Cymbopogon citratus (hierba luisa)

Clasificacion botanica*

Reino: Cormobionta.
Division: Magnoliophyta.
Clase: Liliatae (Liliopsida).
Sub-clase: Commelinidae.

Orden: Cyperales.

Familia: Poaceae (gramineas).
Género: Cymbopogon Spreng.
Especie: Citratus Stapf.

Caracteristicas

La hierba luisa es una planta herbacea muy vigorosa. Su tamafio es mediano;
la altura maxima a la cual llega es de 1,50 hasta 2 m, un diametro de 5 cm.
Arbusto, ocasionalmente con porte arboreo, de hasta tres metros de altura,
muy aromatico cuando se restriegan sus hojas, ramificado y desprovisto de
pelos. Tallos redondos, lefiosos, provistos de finas rayas longitudinales. Sus
hojas son simples, lanceoladas, de limbo entero, brevemente pecioladas,
enteras con apice agudo, generalmente reunidas en grupos de tres. Las flores
son pequefias, blancas y se agrupan en espigas terminales. El fruto es una
drupa con dos semillas. El material mas caracteristico posee un olor citrico,
limonado y algo herbaceo. El sabor es algo acre, pero con fuerte reminiscencia

a la nota de limén fresco, verde**?.

Habitat y distribucion

La hierba luisa es originaria de la India, regiones de Asia suroriental y Africa
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ecuatorial. Se encuentra distribuida en zonas tropicales, subtropicales
y templadas®.

Usos

Las hojas de hierba luisa se wusan como digestivas, diuréticas
y antiespasmodicas; problemas respiratorios, como ansiolitico y contra
el insomnio. La infusidbn de las hojas se utiliza para nerviosismo, histerismo,
opresion del corazon, y para combatir las mordeduras de los animales
venenosos. Es una especie de amplio uso en alimentacion, tanto en América
como en Europa occidental. Las hojas frescas se emplean como saborizante:
por su aroma limonado se usan en ensaladas de frutas, jaleas, postres y como
un aditivo en bebidas heladas. La esencia de esta planta ha sido utilizada
esporadicamente en perfumeria, aunque en la actualidad existen ciertas

limitaciones en cuanto al contenido aceptable para su empleo®.

Composicion

El componente principal del aceite esencial de hierba luisa es el citral,

el cual es un aldehido que se encuentra entre un 70 a 85 %*.

Principios activos y propiedades

En cuanto a otros compuestos identificados, destacan los siguientes:
geraniol, nerol, farnesol, citronelol, linalol, citronelal, limoneno y mirceno. Posee
propiedades como antihipertensivo, antiespasmodico, antiasmatico,
antimicotico, antibacteriano, anticatarral, antifebril, carminativo, diaforético,

expectorante, ansiolitico, antipalidico y analgésico®.

Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas de sustancias organicas quimicamente
constituidas por terpenos, sesquiterpenos y compuestos aromaticos que se
localizan en determinados 6rganos de la planta, como flores, hojas, frutos; se

les obtienen por destilacion, dependiendo del método y de la condicion
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del vegetal, destacandose entre ellos el de arrastre con vapor de agua®.
Se les llama aceites por su apariencia fisica y consistencia, que es

bastante parecida a los aceites grasos, pero se distinguen de ellos porque,

al dejar caer unas gotas de esencia sobre el papel, estas se volatilizan

facilmente, sin dejar ninguna huella ni mancha grasosa®.

Propiedades fisicas de los aceites esenciales

En general, son liquidos a temperatura ambiente. Su densidad es inferior a
la del agua. Poseen un indice de refraccion elevado y la mayoria desvian
la luz polarizada. Son solubles en solventes orgénicos e insolubles en

agua™®3,

Composicién quimica

Actualmente se han identificado alrededor de cuatrocientos componentes
quimicos constituyentes de los aceites esenciales. La mezcla compleja que
integra los aceites esenciales pertenecen de manera casi exclusiva a grupos
caracteristicos distintos: el grupo de los terpenos, el grupo de
los compuestos derivados del fenilpropano, los terpenos originarios del &cido
acético, los terpenos provenientes del acido chi quimico (arométicos) y otros,
como los compuestos procedentes de la degradacién de terpenos.

Los monoterpenos y sesquiterpenos son terpenos de 10 y 15 atomos de
carbonos. De acuerdo con su estructura, se les clasifica, seguin el nimero de
ciclos, como aciclicos, monociclicos, biciclicos, etc. Algunos ejemplos de

monoterpenos y sesquiterpenos son los siguientes*®:

Monoterpenos aciclicos: linalol, nerol, geraniol.

Monoterpenos monaociclicos: p-mentano, 1,4- cineol, 1,8-cineol, ascaridol.

Monoterpenoides biciclicos: carano, cis-carano y trans-carano.

Sesquiterpenos: farnesol, nerolidol.

Los monoterpenos son los compuestos mayoritarios de los aceites
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Métodos de extraccion de aceites esenciales

Los aceites esenciales se pueden obtener de diversas formas, ya que
depende del érgano de la planta del cual van a ser extraidos, ademas de que
en el momento de ser extraido, el aceite no pierda sus caracteristicas
organolépticas, ni sus propiedades. Los procesos pueden ser destilacion con

vapor de agua, expresion en frio, enfleurage, o extraccién con solvente®..

Destilacion con vapor de agua

La destilacibn por arrastre con vapor también es conocida como
hidrodestilacion (HD), y tiene como propdésito separar sustancias volatiles
e insolubles en agua de otras sustancias menos volatiles. El liquido hierve
antes de alcanzar su punto de ebullicion, debido a que la presion de vapor
del liquido, mas la presiébn de vapor de agua, son superiores a la presion
atmosférica, dando lugar al proceso de destilacion. La HD es el método mas
utilizado para extraer aceites esenciales. EI método es sencillo. El agua en
la cual se encuentra el material vegetal fresco pasa a través de una trampa
de destilacion en forma de vapor. Este vapor producido arrastra los aceites
esenciales de las plantas hasta el refrigerante, el cual se encuentra a
temperatura mas fria. Este cambio de temperatura hace que el vapor se
condense y se vuelva nuevamente liquido (agua y aceite esencial). En uno de
los brazos de la trampa se puede observar como queda el agua y, sobre este,
el aceite, lo cual facilita el momento de la recoleccion. El aceite debe ser

almacenado en frascos de vidrios herméticos oscuros™.

Expresién en frio

Este método se utiliza para extraer el aceite esencial de los frutos de
los citricos, los cuales no soportan las altas temperaturas de la destilacion.
Mediante una esponja mojada con etanol que tiene alfileres, se debe picar
la cascara de los frutos. Va a ir adsorbiendo el aceite. Posteriormente, se

procede a la separacion aceite-etanol mediante destilacion al vacio®*.
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Enfleurage

Es muy usado para extraer el aceite esencial de las flores. Se colocan
las flores en medio de dos placas de vidrio, las cuales se encuentran con gasa.
Se dejan estas placas a temperatura ambiente durante un mes. Cada

semana se debe cambiar las flores*.

Extraccion con solvente

Con este proceso se pone en contacto el aceite con el solvente (éter
etilico, hexano, benceno). Posteriormente, se elimina el solvente a presion
reducida y se purifica el aceite con alcohol absoluto. Debido a que son volatiles,
se los debe almacenar en lugares frescos (preferiblemente a bajas
temperaturas), oscuros (ya que son muy sensibles a la luz) y dentro de

frascos herméticos, que deben ser de vidrio y de color oscuro®..

2.3. Terminologia basica

Caries dental: proceso destructivo que causa la descalcificacion
del esmalte dental y conduce a una destruccion continuada del esmalte
y de la dentina, y a la cavitacion del diente™.

e FEtiologia: ciencia que trata de las causas de la enfermedad™®.

e Streptococcus mutans: es una bacteria Gram positiva, anaerobia
facultativa, que se encuentra normalmente en la cavidad bucal humana,
formando parte de la placa o biofilm dental. Se asocia al inicio
y desarrollo de la caries dental®.

e |Lactobacillus: bacteria del &cido lactico. Es un género de bacterias
Gram positivas anaerobias, denominadas asi debido a que la mayoria de
sus miembros convierte lactosa y otros monosacaridos en acido lactico®.

e Candida albicans: hongo germinal semejante a las levaduras

y presente habitualmente en las membranas mucosas del tracto genital

femenino y los tractos respiratorios y gastrointestinales (incluida la cavidad

oral). Puede asumir un papel patogénico en la produccién de
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candidiasis oral, o sistémico, como muguet o moniliasis*.

e Placa bacteriana: pelicula fina y blanda de detritus alimentarios, mucina
y células epiteliales muertas depositadas sobre los dientes, que
proporciona crecimiento para varias bacterias. Contiene calcio, fosforo
y otras sales, polisacaridos, proteinas, hidratos de carbono y lipidos.
La placa interviene en el desarrollo de la caries, calculos dentales

y enfermedades periodontales y gingivales**.

2.4. Hipdtesis

e Los aceites esenciales de Mentha piperita (menta), de Origanum
vulgare (orégano) y de Cymbopogon citratus (hierba luisa) al 50
y al 100 % poseen efecto antibacteriano sobre cepas aisladas de
Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus.

e |os aceites esenciales de Mentha piperita (menta) y Origanum vulgare
(orégano) al 50 y al 100 %, y de Cymbopogon citratus (hierba luisa) al 50
y 90% poseen efecto antifingico sobre cepas aisladas de Candida
albicans.

2.5. Variables

e Variable independiente

Sustancias experimentales:

- Aceite esencial de Mentha piperita (menta) al 50 y 100 %.

- Aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 50 y 100 %.

- Aceite esencial de Cymbopogon citratus (hierba luisa) al 50 y 100 %.
- Colutorio bucal gluconato de clorhexidina al 0,12 %: control (+).

- Nistatina: control (+).

- Hy0O destilada: control (-).

- DMSO (dimetilsulfoxido): control (-).
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e Variable dependiente

Efecto antibacteriano y antifingico del aceite esencial de Mentha piperita

(menta) y Origanum vulgare (orégano) al 50 y al 100 %, y Cymbopogon

citratus (hierba luisa) al 50 y al 90 %.

Operacionalizacion de variables

VARIABLE INDICADOR TIPO ESCALA VALORES
. Aceite esencial de Mentha piperita
(menta) al 50 % y 100 %
. Aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) al 50 % y 100 %
. Aceite esencial de Cymbopogon
citratus (hierba luisa) al 50 % y 90 %
Sustancias . Colutorio bucal gluconato de
experimentales Liquidos clorhexidina al 0,12 %
aplicados en .Nistatina
(variable placas de agar Cualitativa Nominal . H,O destilada
independiente) . DMSO (dimetilsulfoxido)
Tamafio del halo
Efecto de inhibicién
antimicrobiano y formado Cuantitativa
antifangico alrededor del continua Razoén mm
(variable disco

dependiente)
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l1l. DISENO METODOLOGICO
3.1. Tipo y nivel de investigacion

La presente investigacion fue de tipo analitico, experimental in vitro de

corte transversal.
3.2. Poblacién y muestra
Poblacion

Placas agar con cepas de Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus
y Candida albicans.

Muestra

e Se realizd una prueba piloto en la que se aplicé la siguiente formula
para hallar el tamafio muestral (comparacion de medias):

N= 2(Za,ZB)2S?

d2
Donde
N = elementos necesarios en cada una de las muestras.
Za = Valor Z correspondiente al riesgo deseado.
ZB = Valor Z correspondiente al riesgo deseado.
S = desviacion tipica.
D = diferencia de las dos medias valores de las medias.
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Reemplazando, se obtuvo el siguiente resultado:

N = 2(Za, ZB)2S2
2

N = 2(1,96+0,84)2(0,3785937)2

(0,8333)2
N = 7, 12364755

En conclusion, los elementos necesarios para realizar la presente

investigacion, fueron ocho placas para cada muestra.
3.3. Técnicas e instrumentos de recoleccidn de datos
Método: observacion estructural.

Instrumentos:

e (Calibrador.

e Ficha de recoleccion de datos (anexo 1).
Obtencién y procesamiento de las muestras vegetales

El aceite esencial de las tres muestras vegetales se solicitd al Centro
de Investigacion de Plantas Medicinales Aromaticas y Medicina Tradicional
(CIPLAMT) (anexo 2) y fue entregado por uno de sus investigadores,
el doctor Mario Carhuapoma Yance.

El investigador refiri6 que para la toma de las muestras vegetales de
Mentha piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus
(hierba luisa) se tomaron en cuenta las hojas de estas plantas, las cuales se
encontraban a principios de su floracion. Dicha recoleccion se dio en

las vertientes naturales de una poblacion vegetal, ubicadas a orillas de un
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arroyo de la comunidad de Tranca (3300 msnm), distrito de Vinchos, provincia
de Huamanga, departamento de Ayacucho, durante el mes de diciembre de
2011. En los ambientes del CIPLAMT, las hojas de las tres muestras
vegetales se desecaron bajo sombra a temperatura ambiente (21 °C), a
una presion de 0,72 atmosferas, hasta obtener las muestras secas, que fueron
conservadas en bolsas de papel kraft hasta su respectiva utilizacion. Este
suceso se dio durante siete dias en la ciudad de Huamanga.

La obtencion del aceite esencial se dio a partir de 10 kg de hojas secas,
las cuales fueron sometidas a destilacion por el método de arrastre por vapor
de agua en un equipo de destilacibn de acero inoxidable, facilitado por
el CIPLAMT. El destilado se separd, tomando en cuenta las propiedades de
inmiscibilidad y diferencia de densidades entre el agua y el aceite esencial,
utiizando una pera de decantacion de vidrio. Seguidamente, se
deshidrataron las impurezas de agua en el aceite esencial con Na,SO,,
sulfato de sodio anhidro. Luego se filtr6, lograndose obtener 1,80 % v/p.
Posteriormente, el aceite esencial obtenido de las tres muestras vegetales fue
guardado en frascos de vidrios herméticos, color ambar, bajo refrigeracion, a
una temperatura de 4 °C.

Andlisis microbioldgico

El método que se aplicé para el andlisis de la actividad antibacteriana
y antifingica fue el método por difusion en agar, empleando discos de papel
filtro de 6 mm de didmetro, los cuales estuvieron impregnados con
las siguientes sustancias: aceite esencial de Mentha piperita (menta),
Origanum vulgare (orégano) al 50 y al 100 %, y Cymbopogon citratus (hierba
luisa) al 50 y al 90 %. Con el fin de evaluar su efecto antifUngico, en
el caso de las concentraciones al 50 %, se realizd una dilucién 1:1 (aceite
esencial + DMSO y agua destilada).

Como controles positivos se utilizo gluconato de clorexidina al 0,12 % (para
bacterias) vy nistatina (para hongos); y como controles negativos, H,O

destilada y DMSO, dimetilsulfoxido (anexo 3).
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Ensayo con bacterias

Cepas bacterianas para el estudio

Se trabajo con cepas estandar ATCC (American Type Culture Collection)
de dos especies bacterianas implicadas en la caries dental:

e Streptococcus mutans ATCC 25175.
e Lactobacillus acidophilus ATCC 10746.

Para la reconstitucion, estandarizacion, identificacién, inoculacion,
aplicacion de discos, incubacién y toma de datos de la cepa bacteriana
Streptococcus mutans ATCC 25175 se siguieron los siguientes pasos
(anexo 4):

Reconstitucién de las cepas estandar Streptococcus mutans ATCC 25175

Para viabilizar esta cepa bacteriana se utiliz6 un frasco conteniendo
infusién de cerebro-corazén (BHI) OXOID CM0225. Luego se incub6 a 37 °C
por 48 horas. Al cabo de ellas, se realizd un repicaje con este in6culo en una
placa con agar cerebro-corazén (BHA) OXOID CMO0375 y se incubd por
24 horas.

Estandarizacion del in6culo de Streptococcus mutans ATCC 25175

La estandarizacién del inéculo fue segun escala de McFarland 0.5, para
lo cual se tomd con un asa estéril de tres a cuatro colonias de Streptococcus
mutans, que se transfirieron a un tubo con 4 o0 5 ml de solucién salina estéril,
controlando la turbidez del inéculo hasta obtener la misma turbidez que
el patron de McFarland 0.5., que equivale aproximadamente a 1-2 x 10°
UCF/mL.
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Identificacion bacteriana de Streptococcus mutans ATCC 25175

Para lograr la identificacion bacteriana se realizd un frotis bacteriano, que
consistio en colocar una gota de agua estérii en el centro de un
portaobjetos; luego se flamed el asa de siembra y se tom6 en condiciones
asépticas una pequefia cantidad del cultivo bacteriano, que se transfirié a
la gota de agua. Se removio la mezcla con el asa de siembra hasta formar una
extension homogénea. Se dej0 secar la preparacion, se fijo a calor suave y en
seguida se dio la coloracion Gram para la identificacion bacteriana. Realizado
el frotis y fijadas las bacterias, se realiz6 el examen microscopico, determinando

asi la forma y el Gram de la cepa bacteriana de Streptococcus mutans.

Inoculacién de las placas

Después de ajustar la turbidez de la suspension del indculo, se tomd un
hisopo seco y estéril y se procedi6 a sembrar el inéculo bacteriano de
Streptococcus mutans en toda la superficie de las placas Petri de 90x150
mm, que contenian el medio BHA (anexo 5), siguiendo cuatro direcciones
diferentes para conseguir una buena inoculacion bacteriana. Posteriormente,

se dejo reposar durante 15 minutos.

Aplicacion de los discos alas placas inoculadas

Se esterilizaron discos de 6 mm de diametro y, con pinzas estériles, se
procedié a colocar en cada una de las placas con BHA los siguientes discos:
un disco con 10 ul de clorhexidina al 0,12 %, un disco con 10 ul de agua
destilada, dos discos con 10 ul de aceite esencial de Mentha piperita en
las concentraciones de 50 y 100 %, dos discos con 10 ul de aceite esencial
de Origanum vulgare (orégano) en las concentraciones de 50 y 100 %, y dos
discos con 10 ul de aceite esencial de Cymbopogon citratus (hierba luisa)
en las concentraciones de 50 y 100 %. Los discos fueron embebidos con

las respectivas sustancias con la ayuda de una micropipeta.
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Incubacién

Después de la colocacion de los discos, las placas se dejaron reposar por
15 minutos para que las sustancias se disiparan en el medio. Luego, fueron
colocadas en microaerofilia (jarra de anaerobiosis mas una vela encendida)

y llevadas a incubar a 37 °C por un periodo de 48 horas.

Toma de datos

Después de las 48 horas de incubacion, cada placa fue examinada y se
procedio a la lectura de los didmetros de los halos de inhibicién, los cuales
fueron medidos con la ayuda de un calibrador manual (Vernier), el cual dio
la medida individual de los halos en milimetros, formados en cada uno de
los discos embebidos con cada una de las sustancias presentes en las placas
sembradas.

Ensayo con Lactobacillus acidophilus ATCC 10746

Para la reconstitucion, estandarizacion, identificaciébn, inoculacion,
aplicacion de discos, incubacion y toma de datos de la cepa bacteriana
Lactobacillus acidophilus ATCC 10746, se siguieron los siguientes pasos

(anexo 4):

Reconstituciéon de las cepas estandar Lactobacillus acidophilus
ATCC 10746

Para viabilizar esta cepa bacteriana se utilizé un frasco con caldo DIFCO
Lactobacilli MRS 288130. Luego se llevé a la incubadora a 37 °C por 24 horas.
Al cabo de ellas se realiz6 un repicaje con este inoculo en una placa con
agar Difco Lactobacilli MRS 28821 y fue incubado por 24 horas.
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Estandarizacion del in6culo Lactobacillus acidophilus ATCC 10746

La estandarizacion del in6culo se realizd segun escala de McFarland
0.5, para lo cual se tomé con un asa estéril de una a cuatro colonias de
Lactobacillus acidophilus, que se transfirieron a un tubo con 4 o 5 ml de
solucion salina estéril, controlando la turbidez del in6culo, hasta obtener
la misma turbidez que el patron de McFarland 0.5, que equivale

aproximadamente a 1-2 x 10® UCF/mL.

Identificacion bacteriana de Lactobacillus acidophilus ATCC 10746

Para lograr la identificacion bacteriana se realiz6 un frotis bacteriano,
que consisti6 en colocar una gota de agua estéril en el centro de un
portaobjetos, luego se flameo6 el asa de siembra y se tom6 en condiciones
asépticas una pequefia cantidad del cultivo bacteriano, que se transfirié a
la gota de agua. Se removio la mezcla con el asa de siembra hasta formar una
extension homogénea. Se dejé secar la preparacion, se fijo al calor suave y en
seguida se dio la coloracion Gram para la identificacion bacteriana. Realizado
el frotis y fijadas las bacterias, se realizé el examen microscopico determinando

asi la forma y el Gram de la cepa bacteriana de Lactobacillus acidophilus.

Inoculacién de las placas

Después de ajustar la turbidez de la suspension del indculo, se tomd un
hisopo seco y estéril y se procedi6 a sembrar el inéculo bacteriano de
Lactobacillus acidophilus en la superficie de las placas Petri de 90x150 mm que
contienen agar MRS (anexo 5), donde se siguié cuatro direcciones diferentes,
para asi conseguir una buena dispersibn del in6culo bacteriano.
Posteriormente, se dejo reposar durante 15 minutos.

Aplicacion de los discos alas placas inoculadas

Se esterilizaron discos de 6 mm de diametro y, con pinzas estériles, se
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procedi6 a colocar, en cada una de las placas que contienen agar MRS,
los siguientes discos: un disco con 10 ul de clorhexidina al 0,12 %, un disco
con 10 ul de agua destilada, dos discos con 10 ul de aceite esencial de
Mentha piperita en las concentraciones de 50 y 100 %, dos discos con 10
ul de aceite esencial de Origanum vulgare en las concentraciones de 50
y 100 %, y dos discos con 10 ul de aceite esencial de Cymbopogon citratus
en las concentraciones de 50 y 100 %. Los discos fueron embebidos con

las respectivas sustancias con la ayuda de una micropipeta.

Incubacion

Después de la colocacién de los discos, las placas se dejaron reposar por
15 minutos para que las sustancias se absorban en el medio. Luego,
las placas fueron colocadas en una jarra de anaerobiosis con una vela
encendida para producir un ambiente microaerofilo. Luego fueron llevadas a
incubar a 37 °C por un periodo de 24 horas. Este procedimiento se repitio seis

veces.

Toma de datos

Después de las 24 horas de incubacion, cada placa fue examinada y se
procedio a la lectura de los diametros de los halos de inhibicion, los cuales
fueron medidos con la ayuda de un calibrador manual (Vernier), que dio la
medida individual de los halos en milimetros, formados en cada uno de los
discos embebidos con cada una de las sustancias presentes en las placas
sembradas.
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Ensayo con hongos

Cepas fungicas para el estudio

Se trabajo con la cepa estandar ATCC (American Type Culture Collection)
de una especie bacteriana implicada en la candidiasis bucal, Candida albicans
ATCC 90028.

Para la reconstitucion, estandarizacion, identificacion, inoculacion,
aplicacion de discos, incubacién y toma de datos de la cepa Candida

albicans ATCC 90028, se siguieron los siguientes pasos (anexo 4):

Reconstitucidon de las cepas estandar Candida albicans ATCC 90028

Para viabilizar esta cepa fungica se utilizé un frasco conteniendo infusion
de cerebro-corazon (BHI) OXOID CMO0225. Luego, se incubé a 37 °C por
el lapso de 24 horas. Al cabo de este tiempo, se realizé un repicaje con
este inéculo en una placa con agar dextrosa de Sabouraud OXOID CM0041

y fue incubado por 24 horas.

Estandarizacion de Candida albicans ATCC 90028

La estandarizacién del inéculo fue segun escala de McFarland 0.5, para
lo cual se tomé con un asa estéril una o cuatro colonias de Lactobacillus
acidophilus y se transfirieron a un tubo con 4 o 5 ml de solucién salina
estéril, controlando la turbidez del in6culo, hasta obtener la misma turbidez
que el patron de McFarland 0.5, que equivale aproximadamente a
1-2 x 10® UCF/mL.

Identificacion fungica de Candida albicans ATCC 90028

Para lograr la identificacion fungica se realizé un frotis bacteriano, que
consistié en colocar una gota de agua estéril en el centro de un portaobjetos;
luego se flamed el asa de siembra y se tomO en condiciones asépticas
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una pequefa cantidad del cultivo bacteriano, que fue transferido a la gota de
agua. Se removié la mezcla con el asa de siembra hasta formar una extension
homogénea. Se dejé secar la preparacion, se fijo al calor suave y en seguida
se dio la coloracidon Gram para la identificacion fangica. Realizado el frotis
y fijada la levadura, se realiz6 el examen microscopico, determinando asi

la forma y el Gram de la cepa fungica de Candida albicans.

Inoculacién de las placas

Después de ajustar la turbidez de la suspension del indculo, se tomd un
hisopo seco y estéril y se procedié a sembrar el indculo fungico de Candida
albicans en la superficie de las placas Petri de 90x150 mm que contenian
el medio Agar Mueller Hinton (anexo 5), donde se siguidé cuatro direcciones
diferentes, para asi conseguir una buena inoculacion fungica. Posteriormente,

se dejé reposar durante 15 minutos.

Aplicacion de los discos a las placas inoculadas

Se esterilizaron discos de 6 mm de diametro y, con pinzas estériles, se
procedieron a colocar en cada una de las placas que contenian Agar
Mueller Hinton: un disco con 10 ul de nistatina, un disco con 10 ul de
DMSO, dos discos con 10 ul de aceite esencial de Mentha piperita en
las concentraciones de 50 y 100 %, dos discos con 10 ul de aceite esencial
de Origanum vulgare en las concentraciones de 50 y 100 %, y dos discos
con 10ul de aceite esencial de Cymbopogon citratus en
las concentraciones de 50 y 90 %. Los discos fueron embebidos con

las respectivas sustancias con la ayuda de una micropipeta.

Incubacion

Después de la colocacién de los discos, las placas se dejaron reposar por
15 minutos para que las sustancias se disiparan en el medio. Luego, fueron

llevadas a incubar a 37°C por un periodo de 24 horas. Este
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procedimiento se llevé a cabo seis veces.

Toma de datos

Después de las 48 horas de incubacion, cada placa fue examinada y se
procedio a la lectura de los didmetros de los halos de inhibicién, los cuales
fueron medidos con laayuda de un calibrador manual (Vernier), que dio
la medida individual de los halos milimetros, formados en cada uno de los
discos embebidos con cada una de las sustancias presentes en las placas

sembradas.

3.4. Procesamiento de datos y analisis estadistico

Se realiz6 el analisis estadistico univariado, bivariado y multivariado en

el programa SPSS 17.0 (Statistical Package for the Social Sciences).

Analisis univariado

De las variables cuantitativas se obtuvieron las medidas de tendencia central
(media, moda y mediana), y las medidas de dispersion (desviacion

estandar y varianza).

Analisis bivariado

Se realiz6 el andlisis de la relacion entre variables; si presentaran
distribucion normal, se utilizara la prueba t-student; y si no tuviese distribucion
normal, se utilizara la prueba de U Mann-Whitney.

Analisis multivariado

Se realizard el analisis de la relacion entre variables; si presentaran
distribucion normal, se utilizara la prueba Anova; y si no tuviesen

distribucion normal, se utilizara la prueba de kruskal-Wallis.
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3.5.

Aspectos éticos

Carta de presentacion por la Escuela de Odontologia de la Universidad
Norbert Wiener (anexo 6).

Carta de aprobaciéon por la Escuela de Odontologia de la Universidad
Norbert Wiener (anexo 7).

Carta de presentacion dirigida al Laboratorio de Microbiologia de
la Universidad Cayetano Heredia (anexo 8).

Constancia de haber trabajado en el Laboratorio de la Universidad
Cayetano Heredia (anexo 9).

El desecho de las muestras en el presente estudio se basé en
las normas dadas por el International Ethical Guidelines for Biomedical

Research involving Humans Subjects (CIOMS).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

Tabla 1. Determinacion de los halos inhibitorios de las sustancias

experimentales frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

p < 0,001
Sustancias Media Mediana Desv. Minimo Méaximo
experimentales N (mm) (mm) Varianza  Stand. (mm) (mm)
Orégano 100 % 8 25,72 26,00 3,97 1,99 22,1 28,6
Orégano 50 % 8 8,53 8,60 1,22 1,10 7 9,8
Menta 100 % 8 11,65 11,70 0,95 0,97 10 13,4
Hierba luisa 100 % 8 22,27 23,70 13,47 3,67 17,1 26,6
Hierba luisa 50 % 8 8,36 8,20 2,64 1,62 6,5 11,3
Clorhexidina 8 14,26 14,30 0,01 0,10 14 14,3

Kruskall Wallis.

El presente estudio se basé en la evaluacion del efecto antibacteriano
y antifingico del aceite esencial de Mentha piperita (menta), Origanum
vulgare (orégano) y Cymbopogon Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y Candida
albicans ATCC 90028, comparados con la clorhexidina al 0,12% y con
la nistatina. La actividad antibacteriana de las sustancias experimentales
frente a la cepa Streptococcus mutans ATCC 25175 se presentd de
la siguiente manera. El aceite esencial de orégano al 100 % tuvo un promedio
en los halos de inhibicién de 25,72 + 1,99 mm; el aceite esencial de orégano
al50% de 8,53 + 1,10 mm; el aceite esencial de menta al 100 % de
11,65 £+ 0,97 mm; el aceite esencial de hierba luisa al 100% de
22,27 £ 3,67 mm; el aceite esencial de hierba luisa al 50% de
8,36 £ 1,62mm; y con clorhexidina al 0,12 % de 14,26 £ 0,10 mm. No se
considera en la tabla el aceite esencial de menta al 50 %, ya que dicho aceite
presentd un promedio de O de halo de inhibicion frente a Streptococcus
mutans (tabla 1, anexo 10).
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Tabla 2. Comparacion de los halos inhibitorios de las sustancias

experimentales frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

Sustancias experimentales Valor de p
Orégano 100% Orégano 50 % < 0,001 (»
Menta 100 % < 0,001 (*)
Hierba luisa 100 % 0,034 (¥
Hierba luisa 50 % <0,001 (»
Orégano 50% Menta 100 % < 0,001 (¥
Hierba luisa 100 % < 0,001 (*
Hierba luisa 50 % 0,805 (*)
Menta 100% Hierba luisa 100 % < 0,001 (*
Hierba luisa 50 % < 0,001 (»
Hierba luisa 100% Hierba luisa 50 % < 0,001 (*)

(*) Prueba T de student.
(**) U Mann-Whitney.

Al comparar los halos de inhibicion de las sustancias experimentales en
ambas concentraciones al 50% y al 100 % frente a la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175 se observO que tienen diferencias estadisticamente
significativas, con un p<0,001; no obstante, para el caso de orégano
al 100 %, comparado con hierba luisa al 100 %, también present6 diferencia
significativa, pero con un p = 0,034. Sin embargo, para el caso de orégano
al 50 %, comparado con hierba luisa al 50 %, no se vio diferencias
estadisticamente significativas, ya que present6 un p = 0,805 (tabla 2).
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Tabla 3. Determinacion de los halos inhibitorios de las sustancias

experimentales frente a Lactobacillus acidophilus ATCC 10746

p < 0,001
Sustancias Media Mediana Desv. Minimo Méaximo
experimentales N (mm) (mm) Varianza Stand. (mm) (mm)
8 15.31 15.3 016 0.40 14.8 15.8
Orégano100% g 11,7 118 0,14 0,38 11 12,1
Orégano 50 %
Menta 100 % 8 12,6 12,5 0,22 0,46 12,1 13,2
Hierba luisa 100 % 8 20,15 20,15 0,04 0,20 19,8 20,5
. . .
Hierba luisa 50 % 13,83 13,95 0,16 0,41 13 14,2
Clorhexidina
8 13,23 13,25 0,01 0,10 13,1 13,4

Kruskall Wallis.

La actividad antibacteriana de las sustancias experimentales frente a
la cepa Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 se presentd de la siguiente
manera: el aceite esencial de orégano al 100% tuvo un promedio en los halos
de inhibicién de 15,31 + 0,40 mm; el aceite esencial de orégano al 50 %, de
11,7 £ 0,38 mm; el aceite esencial de menta al 100 %, de 12,06 £ 0,46 mm;
el aceite esencial de hierba luisa al 100 %, de 20,15 + 0,20 mm; el aceite
esencial de hierba luisa al 50 %, de 13,83 £ 0,41 mm; y con clorhexidina al
0,12 %, de 13,23+ 0,10 mm. No se ha considerado en la tabla el aceite
esencial de menta al 50 %, ya que presentd un promedio de 0 de halo de

inhibicién frente a Lactobacillus acidophilus (tabla 3, anexo 10).
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Tabla 4. Comparaciéon de los halos inhibitorios de las sustancias

experimentales frente a Lactobacillus acidophilis

Sustancias experimentales Valor de p
Orégano 100 % Orégano 50 % < 0,001 (*)
Menta 100 % < 0,001 (*)
Hierba luisa 100 % < 0,001 (¥
Hierba luisa 50 % < 0,001 (»
Orégano 50 % Menta 100 % < 0,001 (*
Hierba luisa 100 % < 0,001 (*
Hierba luisa 50 % < 0,001 (*
Menta 100 % Hierba luisa 100 % <0,001 (»
Hierba luisa 50 % < 0,001 (*
Hierba luisa 100 % Hierba luisa 50 % < 0,001 (¥

(*) Prueba T de student.
(**) U Mann-Whitney.

Al comparar las concentraciones al 100 % del aceite esencial de Mentha
piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon Citratus (hierba
luisa), se observd que tienen diferencias estadisticamente significativa con un
p <0,001 (tabla 4) con respecto de las concentraciones de 50 % frente a
la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 10746.
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Tabla 5. Determinacion de los halos inhibitorios de las sustancias

experimentales frente a Candida albicans ATCC 90028

p < 0,001
Sustancias Media Mediana Desv. Minimo Méaximo
experimentales n (mm) (mm) Varianza  Stand. (mm) (mm)
Orégano 100 % 8 56,25 56,10 11,54 3,40 50,00 62,00
Orégano 50 % 8 23,67 23,85 3,76 1,94 21,50 26,20
Menta 100 % 8 39,46 39,50 0,17 0,42 38,50 39,80
Menta 50 % 8 12,82 12,70 0,44 0,66 12,20 13,90
Hierba luisa 90 % 8 76,15 76,30 0,18 0,42 75,60 76,60
Hierba luisa 50 % 8 19,59 19,65 0,08 0,29 18,90 19,80
Nistatina 8 13,21 13,70 0,96 0,98 11,90 14,10

Kruskall Wallis.

La actividad antifingica de las sustancias experimentales frente a la cepa
Candida albicans ATCC 90028 se present6 de la siguiente manera: el aceite
esencial de orégano al 100 % tuvo un promedio en los halos de inhibicién de
56,25 + 3,40 mm; el aceite esencial de orégano al 50 %, de 23,67 £ 1,94 mm,;
el aceite esencial de menta al 100 %, de 39,46 + 0,42 mm; el aceite
esencial de menta al 50 %, de 12,82 + 0,66 mm; el aceite esencial de hierba
luisa al 90 %, de 76,15 +* 0,4 2mm; el aceite esencial de hierba luisa
al 50 %, de 19,59 %= 0,29mm; y con nistatina, de 13,21 + 0,98mm (tabla 5,

anexo 10).
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Tabla 6. Comparaciéon de los halos inhibitorios de las sustancias

experimentales frente a Candida albicans ATCC 90028

Sustancias experimentales Valor de p

Orégano 100 % Orégano 50 % < 0,001 (*)
Menta 100 % < 0,001 (**)
Menta 50 % < 0,001 (*)
Hierba luisa 90 % < 0,001 (*)
Hierba luisa 50 % < 0,001 (**)
Orégano 50 % Menta 100 % < 0,001 (**)
Menta 50 % < 0,001 (*)
Hierba luisa 90 % < 0,001 (*)
Hierba luisa 50 % < 0,001 (**)
Menta 100 % Menta 50 % < 0,001 (*
Hierba luisa 90 % < 0,001 (*)
Hierba luisa 50 % < 0,001 (**)
Menta 50 % Hierba luisa 90 % < 0,001 (*)
Hierba luisa 50 % < 0,001 (**)
Hierba luisa 90 % Hierba luisa 50 % < 0,001 (**)

(*) Prueba T de student.
(**) U Mann-Whitney.

Al comparar las concentraciones al 100 % del aceite esencial de Mentha
piperita (menta) y Origanum vulgare (orégano), y al 90 % de Cymbopogon
citratus (hierba luisa), se observé que tienen diferencias estadisticamente
significativa con un p < 0,001 (tabla 6), con respecto de las concentraciones
de 50 % frente a la cepa de Candida albicans ATCC 90028.
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Tabla 7. Efecto antibacteriano de menta, orégano y hierba luisa al 50
y 100 %, comparado con clorhexidina al 0,12 % frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175y Lactobacillus acidophilus ATCC 10746

Sustancias experimentales Streptococcus mutans Lactobacillus acidophilus
Valor p Valor p
Orégano 100 % < 0,001 (**) < 0,001 (*)
Orégano 50 % < 0,001 (*) < 0,001 ()
Clorhexidina0,12% Menta 100 % < 0,001 (**) 0,006 (*)
Hierba luisa 100 % < 0,001 (**) < 0,001 (¥
Hierba luisa 50 % < 0,001 (**) 0,0113(*)

(*) Prueba T de student.
(**) U Mann-Whitney.

Cuando se realizaron las comparaciones del aceite esencial de Mentha
piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba
luisa) al 50y al 100 % con clorhexidina al 0,12 %, frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, se encontr6 que tienen diferencia estadisticamente
significativa con un p < 0,001 (tabla 7). No obstante, no se ha considerado
en la tabla el aceite esencial de menta al 50 %, ya que presentd un
promedio de 0 de halo de inhibicion frente a Streptococcus mutans (tabla 7).

Cuando se realiz6 las comparaciones del aceite esencial de Mentha
piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba
luisa) al 50 y al 100 % con clorhexidina al 0,12 %, frente a Lactobacillus
acidophilus ATCC 10746, se encontrd que tienen diferencia estadisticamente
significativa p < 0,001. Pero, para el caso de clorhexidina comparada con
menta al 100 %, presentd6 un p = 0,006. Igualmente, en el caso de
clorhexidina comparada con hierba luisa al 50 %, present6 un p = 0,0113
(tabla 7).
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Tabla 8. Efecto Antifungico de menta y orégano al 50 y al 100 %; y hierba
luisa al 50 y al 90 %, comparadas con nistatina frente a Candida Albicans

ATCC 90028

Sustancias experimentales Valor de p

Nistatina orégano 100 % < 0,001 (*
orégano 50 % < 0,001 (¥
menta 100 % < 0,001 (**)

menta 50 % 0,3701 (¥)

hierba luisa 90 % < 0,001 (*)
hierba luisa 50 % < 0,001 (**)

(*) Prueba T de student.
(**) U Mann-Whitney.

Al realizar las comparaciones del aceite esencial de Mentha piperita
(menta) y Origanum vulgare (orégano) al 50 y al 100 %, y Cymbopogon
citratus (hierba luisa) al 50 y al 90 %, con nistatina frente a Candida albicans
ATCC 90028, se encontré que tienen diferencia estadisticamente significativa
con un p < 0,001 (tabla 8), excepto para el caso de nistatina con menta
al 50%, ya que no se vio diferencias estadisticamente significativas
p = 0,3701 (tabla 8, anexo 10).
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Tabla 9. Efecto antibacteriano de menta, orégano y hierba luisa al 50
y al 100 % comparadas con DMSO y H20 frente a Streptococcus Mutans
ATCC 25175y Lactobacillus acidophilus ATCC 10746

Sustancias experimentales Streptococcus mutans Lactobacillus acidophilus
Valor p Valor p
Orégano 100% < 0,001 (**) < 0,001 (*¥)
Orégano 50% < 0,001 (**) < 0,001 (**)
DMSO Menta 100 % < 0,001 (*) < 0,001 (*)
Hierba luisa 100% < 0,001 (**) < 0,001 (**)
Hierba luisa 50% < 0,001 (**) < 0,001 (**)
Orégano 100% < 0,001 (**) < 0,001 (**)
Orégano 50% < 0,001 (**) < 0,001 (**)
Agua destilada Menta 100 % < 0,001 (**) < 0,001 (**)
Hierba Iuisa 100% < 0,001 (**) < 0,001 (**)
Hierba luisa 50% < 0,001 (**) < 0,001 (**)

(**) U Mann-Whitney.

Cuando se evalu6 el efecto antibacteriano de las tres sustancias
experimentales, comparandolas con DMSO (dimetilsulféxido) y agua destilada
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 y Lactobacillus acidophilus
ATCC 10746, se encontré que tienen diferencia estadisticamente significativa
p <0,001, ya que son sustancias consideradas como controles negativos
(tabla 9, anexo 10).
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Tabla 10. Efecto antifungico de menta y orégano al 50 y al 100 %, y de
hierba luisa al 50 y al 90 %, comparado con DMSO y H20 frente a Candida
albicans ATCC 90028

Sustancias experimentales Valor de p
DMSO Orégano 100% < 0,001 (*)
Orégano 50 % < 0,001 (**)
Menta 100 % < 0,001 (*)
Menta 50 % < 0,001 (**)
Hierba luisa 100 % < 0,001 (**)
Hierba luisa 50 % < 0,001 (**)
Agua destilada Orégano 100% < 0,001 (**)
Orégano 50 % < 0,001 (**)
Menta 100 % 0,001 (**)
Menta 50 % < 0,001 (*)
Hierba luisa 100 % < 0,001 (**)
Hierba luisa 50 % < 0,001 (**)

(**) U Mann-Whitney.

Cuando se evalu6 el efecto antifingico de las tres sustancias
experimentales comparandolas con DMSO (dimetilsulfoxido) y agua destilada
frente a Candida albicans ATCC 90028, se encontr6 que tienen diferencia
estadisticamente significativa p < 0,001, ya que son sustancias consideradas
como controles negativos (tabla 10, anexo 10).
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4.2. Discusion

En la presente investigacion de tipo experimental in vitro se buscé determinar
el efecto antibacteriano de la Mentha piperita (menta), Origanum vulgare
(orégano) y Cymbopogon citratus (hierba luisa) al 50% y al 100 %,
comparado con el efecto antibacteriano de la clorhexidina al 0,12 %, frente a
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 vy Lactobacillus acidophilus
ATCC 10746. Igualmente, se buscO determinar el efecto antifungico de
Mentha piperita (menta) y Origanum vulgare (orégano) al 50 % y al 100 %,
y Cymbopogon citratus (hierba luisa) al 50 y al 90 %, comparados con
el efecto antifiangico de la nistatina frente a cepas de Candida albicans
ATCC 90028. En cuanto al aceite esencial de Cymbopogon citratus (hierba
luisa), se disminuy6 su concentracion al 90 % frente a Candida albicans, ya
que dicha sustancia al 100 % inhibia completamente a la cepa fdngica, sin
poder medir el halo de inhibicion en las respectivas placas Petri. Es por ello
gue se determind bajar la concentracion para evaluar su efecto antifingico.

El tamafio de la muestra para cada sustancia experimental fue obtenido
realizando previamente una prueba piloto, en la que se aplico una férmula
de comparaciéon de medias, donde el resultado fue ocho placas Petri para
la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, ocho placas Petri para la cepa
de Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y ocho placas Petri para las cepa de
Candida albicans ATCC 90028.Los resultados obtenidos fueron similares a
los reportados por varios investigadores, a continuacion se explican dichos
estudios:

El orégano del género Origanum presenta, dentro de sus compuestos
quimicos, grupos fenolicos, los cuales han sido estudiados y evaluados
frente a patdégenos Gram positivos y Gram negativos, demostrando un alto
poder antibacteriano y antifungico, debido a la presencia del timol
y carvacrol'%*21°,

En otro estudio se evalud la actividad antibacteriana del aceite esencial de
O. vulgare. En él se comprobd su efecto antibacteriano frente a bacterias
Gram positivas, como Streptococcus y Corynebacterium, y frente a bacterias

Gram negativas, como Staphylococcus. En el presente estudio, la efectividad
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antibacteriana y antifingica del aceite esencial de orégano frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus ATCC 10746
y Candida albicans ATCC 90028 quedd demostrada, ya que se genero halos
de inhibicion al ser expuestas las cepas frente a dicho aceite esencial,
el cual presentd compuestos fenodlicos, como carvacrol y timol, los cuales
le dan mayor actividad contra los tres tipos de microorganismos
patégenos™®.

En el presente estudio, se demostr6 que el aceite esencial de Mentha
piperita (menta) al 50 % no mostré6 efecto antibacteriano, a diferencia
del estudio realizado por De la Paz J y col., quienes comprobaron que
la decoccién de las hojas de Mentha piperita Linn (menta) si posee efecto
antiparasitario™®.

En un estudio presentado por Rojas y col., ellos evaluaron la actividad
anti Trypanosoma cruzi in vitro de los aceites esenciales de diez plantas
medicinales, entre ellas Cymbopogon citratus (hierba luisa) y Mentha X
piperita L (menta), concluyendo que el aceite esencial de hierba luisa
mostré actividad anti Trypanosoma cruzi; sin embargo, para el caso de
la menta, no inhibié el crecimiento de T. cruzi. En concordancia con
el presente estudio, el aceite esencial de hierba luisa también presentd efecto
antibacteriano y antifngico sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,
Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y Candida albicans ATCC 90028, pero
en el caso de la Mentha piperita (menta), no presentd efecto antibacteriano,
aunque si antifangico™”.

En el presente estudio, el aceite esencial de Cymbopogon citratus (hierba
luisa) en su dilucion al 90 %, enfrentado a Candida albicans, presentd halos
de inhibicion de mayor diametro en comparacion con otras cepas ATCC; esto
coincide con el estudio de Alzamora y col., que concluyeron que el aceite
esencial de hierba Iluisa fue el que ejerci6 mayor efecto sobre
los microorganismos evaluados, entre ellos, la cepa Candida albicans®.

Borja demostr6 que el aceite esencial del Cymbopogon citratus (hierba
luisa) es un buen agente antibacteriano frente al Streptococcus mutans, y su
accion es mas efectiva que el control positivo (clorhexidina al 0,12 %). En

concordancia con el presente estudio, en elque se demostré el efecto
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antibacteriano del aceite esencial al 50 y al 100 % sobre Streptococcus
mutans, pero con la diferencia de que, al compararlo con la clorhexidina, su
accion fue menos efectiva al 50 %, pero mucho mas efectiva al 100 %*3.

En la comparacion de la actividad antibacteriana y antifingica de
los tres aceites esenciales, Cymbopogon citratus (hierba luisa) presento, en
ambas concentraciones, los mejores resultados sobre Lactobacillus
acidophilus ATCC 10746 y Candida albicans ATCC 90028. Esta accion se
le atribuye al citral, particularmente por la presencia de alcoholes como
linalol, nerol y geraniol, dado que esta es una reconocida sustancia con
propiedades antibacterianas y antiparasitarias™*®84,

Los diversos tipos de aceites esenciales mencionados tienen efectividad
antibacteriana y antifingica, ya que dentro de su composicién presentan grupos
fendlicos, alcoholes o0 cetonas. Entre los mas representativos se
encuentra compuestos fenolicos como el timol y el carvacrol; alcoholes, como
linalol; y compuestos, como mentona’®®",

Los aceites esenciales de Mentha piperita (menta), Origanum vulgare
(orégano) y Cymbopogon citratus (hierba luisa) mostraron ser mas efectivos
al 100 % al compararlos con los de 50 % frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y Candida albicans
ATCC 90028 (p < 0,001). Esto se debe a que el aceite esencial de
las mencionadas plantas al 100 % son concentraciones que no fueron
sometidas a un proceso de dilucién, como fue en el caso que se dio en los
aceites esenciales en las concentraciones al 50 %. Para obtener dicha
concentracion al 50 % se diluyeron como vehiculos el DMSO (dimetilsulfoxido)
y el agua destilada; por ello se explica la disminucién del efecto antibacteriano
y antifingico, ya que presentan menos concentracion de los compuestos
quimicos presentes en estos aceites esenciales. Es importante resaltar que,
al ser sometidos estos aceites esenciales a menores concentraciones,
seran menos efectivos o no presentaran halos de inhibicion, como en
el caso del aceite esencial de Mentha piperita (menta), que present6 un halo
de inhibicibn de 0 mm frente a Streptococcus mutans y Lactobacillus
acidophilus.

Para la presente investigacion se utiliz6 como control negativo DMSO
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(dimetilsulféxido) y agua destilada, los cuales no formaron halos inhibitorios en
ninguno de los ensayos, manteniéndose como constante de 0 mm. Asimismo,
ambas sustancias fueron usadas para las disoluciones de los aceites
esenciales, los cuales sirvieron a manera de control de calidad,
garantizando la siembra bacteriana y que la formacion de los halos inhibitorios
alrededor de los discos embebidos con los aceites esenciales de Mentha
piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba
luisa) fueran formados por estas sustancias.

Asimismo, los experimentos in vitro tienen sus limitaciones en cuanto a
la posible eficacia in vivo; los resultados de este estudio merecen atencién
respecto del efecto citotoxico de dichos aceites esenciales. Por lo tanto, se
propone realizar futuras investigaciones para evaluar posibles efectos
citotoxicos del aceite esencial de Mentha piperita (menta), Origanum
vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba luisa) y, a la vez, se
sugiere hallar una concentracion minima inhibitoria ideal para cada aceite

esencial estudiado.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e Se evalué la actividad antibacteriana y antifangica in vitro de tres
aceites esenciales, los cuales demostraron su efecto en el siguiente
orden: Cymbopogon citratus (hierba luisa), Origanum vulgare (orégano)
y Mentha piperita (menta), los que representan una buena alternativa
para evitar el uso de productos sintéticos en el control de los tres
patdgenos ensayados.

e De los tres aceites esenciales al 50 % (8,53 mm) y al 100 % (25,72 mm),
el que tuvo mayor efecto sobre Streptococcus mutans fue
el Origanum vulgare (orégano).

e El aceite esencial de Cymbopogon citratus (hierba luisa) al 90 % posee
mayor actividad antifingica que antibacteriana, ya que form6 un halo
inhibitorio de 76,15 mm sobre Candida albicans ATCC 90028.

e De la comparacion entre los tres aceites esenciales, los resultados
con mayores valores frente a Lactobacillus acidophilus y Candida
albicans fueron del aceite esencial de Cymbopogon citratus (hierba
luisa), mientras que los menores valores se observaron con el aceite
esencial de Mentha piperita (menta).

e A una concentracién de 100 %, el aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) y de Cymbopogon citratus (hierba luisa) al 100 y al 90 %
tienen mayor efectividad antibacteriana y antifangica que los controles
positivos clorhexidina al 0,12 % y nistatina, a excepcion de la Mentha
piperita (menta) al 50 %, que tuvo una accibn menor que los controles
positivos.

e El aceite esencial de Mentha piperita (menta) al 50 % no formé halos de
inhibicibn (0 mm) frente a Streptococcus mutans y Lactobacillus

acidophilus.
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5.2. Recomendaciones

e Realizar estudios de la actividad antibacteriana y antifingica del aceite
esencial de Mentha piperita (menta), Origanum vulgare (orégano)
y Cymbopogon citratus (hierba luisa) frente a otras bacterias de

interés odontologico.

e Realizar estudios sobre la actividad antibacteriana y antifUngica
del aceite esencial de Mentha piperita (menta), Origanum vulgare
(orégano) y Cymbopogon citratus (hierba luisa) en diferentes

concentraciones de las realizadas por este estudio.

e Comparar la actividad antibacteriana y antifingica del aceite esencial
de Mentha piperita (menta), Origanum vulgare (orégano)
y Cymbopogon citratus (hierba luisa) frente a diferentes farmacos

utilizados en odontologia.

e Se sugiere ampliar el trabajo, extendiéndolo a estudiar la posibilidad
de accién sinérgica entre el aceite esencial de Mentha piperita
(menta), Origanum vulgare (orégano), Cymbopogon citratus (hierba
luisa), clorhexidina al 0,12 % vy nistatina, asi como con otros
medicamentos anticariogénicos y antifungicos de uso clinico, como

colutorios bucales comerciales.
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VII. ANEXOS

Anexo 1

Tabla de recoleccién de datos para medir el tamafio de los halos de

inhibicion sobre Streptococcus mutans

PATOGENO Concentracion del aceite | Concentracion del aceite |Concentracion del aceite
Streptococcus | esencial de Mentha piperita| esencial de Origanum esencial Cymbopogon

mutans “menta” vulgare “orégano” citratus “hierba luisa”

Muestra 1 50 % 100 % 50 % 100 % 50 % 100 %
Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra 7

Muestra 8

Tabla de recoleccidon de datos para medir el tamafio de los halos de
inhibicion sobre Lactobacillus acidophilus

PATOGENO Concentracion del aceite | Concentracion del aceite |Concentracion del aceite
Lactobacillus esencial de Mentha piperita| esencial de Origanum esencial Cymbopogon

acidophilus “menta” vulgare “orégano” citratus “hierba luisa”

Muestra 1 50 % 100 % 50 % 100 % 50 % 100 %
Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra 7

Muestra 8
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Tabla de recoleccién de datos para medir el tamafio de los halos de

inhibiciéon sobre Candida albicans

Concentracion del aceite |Concentracion del aceite
PATOGENO Concentracién del aceite esencial de Origanum esencial Cymbopogon
Candida albicans |esencial de Mentha piperita vulgare “orégano” citratus “hierba luisa”

"menta”
Muestra 1 50% 100 % 50 % 100 % 50 % 90 %

Muestra 2

Muestra 3
Muestra 4

Muestra 5

Muestra 6

Muestra 7

Muestra 8
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Anexo 2

5 o CENTRO DE INVESTIGACION DE PLANTAS MEDICINALES
5| L2, [° AROMATICAS Y MEDICINA TRADICIONAL
‘%LS A 2 - AGROINDUSTRIAS WARI ANDINO -
‘\ CIPLAMT
- CERTIFICADO

El Jefe Responsable del Laboratorio del CIPLAMT, CERTIFICA que los
aceites esenciales de:

1.- Origanum vulgar, “orégano’, cuyo marcador molecular es carvacrol.

2.- Mentha piperit, “menta”, cuyo marcador molecular es mentol.

3.- Cymbopogon citratus “hierba luisa”, cuyo marcador molecular es
citral y citronelal.

Las tres especies fueron analizadas y extraidas sus aceites esenciales
por el método de arrastre con vapor de agua a solicitud de la Srta. Gisella
Maravi.

Se extiende el presente documento a solicitud del interesado, para los
fines que estime conveniente.

Lima, 10 mayo del 2012.

caFe. 10215
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Anexo 3

Discos de papel filtro de 6 mm

Sustancias experimentales

CONTROL CONTROL CONTROL () ASETES

“) ) AGUA ESENCIALES
DESTILADA+D

BACTERIAS HONGOS MS?)
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Anexo 4

Frotis bacteriano

APLICACION DE UNA
GOTA DE AGUA ESTERIL

TOMAYY FROTIS DE
MUESTRA
BACTERIANA

SECARY FIJAR
LA
MUESTRA
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Coloracién Gram
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Observacion al microscopio 6ptico: Cepa Streptococcus mutans
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Observacion al microscopio éptico:

Cepa Candida albicans

»

Estandarizacién del in6culo.
Escala de McFarland 0.5
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Sembrado de
placas
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Colocacion de los discos embebidos en la placa con ayuda de una
pinza

Micropipeta
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Calibrador Vernier

Jarra de anaerobiosis (microaerofilia)
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Incubacion
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Anexo 5

Medio de cultivo: MRS
para Streptococcus mutans

Mes
Neuls.

Medio de cultivo: BHA
para Lactobacillus acidophilus
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Medio de cultivo: MHA
para Candida albicans
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Anexo 6

Lima, 02 de noviembre del 2011.

Solicito: Carta de presentacién

Sr.

Carlos Linares Weilg.
Decano de la Facultad de Odontologia

Por medio de la presente yo Gisella Giovanna Maravi Inga,
Estudiante de Odontologia de la Universidad Privada Norbert Wiener,
solicito se me otorgue una carta de presentacion dirigida a la Dra. Mg.
Dora Maurtua Torres, Jefa de Seccién de Microbiologia de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia para la eiecucion de mi proyecto
de Investigacion titulado: “Efecto antibacterianoy antifingico del aceite
esencial de: Menta piperita (menta) ., Cymbopogon citratus
(hierba luisa) y Origanum vulgare (orégano) sobre Streptococcus
mutans, Lactobacillus acidophilus y Candida albicans”

Con el objetivo de realizar pruebas microbiologicas
relacionadas con mi Proyecto de Investigacion.

Sin otro particular me despido atentamente.

b

752
Gisella Maravi |.

Fecha:

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL

Cod.: Az(!‘§§... Firme: ....\..Tiaq ...... J

DNI: 44288314
Univarsidad Privada
RBERT
@

DE ODONTOLOGIA
Od-Nouil L oSy
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Anexo 7

Lima, 02 de noviembre del 2011.

Solicito: Carta de aprobacién para
ejecucion de proyecto de Investigacion

Sr.

Carlos Linares Weilg.
Decano de la Facultad de Odontologia

Por medio de la presente yo Gisella Giovanna Maravi Inga,
Estudiante de Odontologia, con N: de matricula: 22006100806 solicito
evaluaciébn de mi Proyecto de Investigacion titulado: “Efecto
antibacteriano  y antifingico del aceite esencial de:

Mentha piperita (menta), Cymbopogon citratus (hierba luisa) y
Origanum vulgare (orégano) sobre Streptococcus mutans, Lactobacillus
acidophilus y Candida albicans” para la aprobacién del mismo y
continuar con su ejecucion.

Le agradezco de antemano su rapida respuesta, me despido
atentamente.

Gisella Gé’ vanna Maravi Inga

R = I Estudiante de Odontologia

WIENER

ESCUELA ACADEMICO PROFESION
ODONTOLOGIA s

Tesis publicada con autorizacion del autor

Citar la tesis




niversidad

TESIS | UNIVERSIDAD WIENER NP WIENER

Anexo 8

\ NORBERT

Universidad Privada

'"WIENERSs.Aa.

Calidad académica al alcance de todos 1SO 9001:2008

Lima, 05 de noviembre de 2011

CARTA N°13-11-533-2011-DFCS-UPNW

Senora Doctora

Dora Maurtua Torres

Jefa de Seccién de Microbiologia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
Presente.-

De mi consideracion:

Es grato dirigirme a usted para saludarlo cordialmente a nombre de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad Privada Norbert Wiener y aprovechando Ia
oportunidad le informo que la Srta. Gisella Giovanna Maravi Inga, estd ejecutando
el proyecto de tesis titulado “Efecto antimicrobiano y antifiingico del aceite esencial
de! Cymbopogon citratus (hierba luisa) y
Origanum MM?M%%WMUS mutans, Lactobacillus acidophilus
vy Candida albicans, Lima 2011”, para la obtencién del Titulo Profesional de
Cirujano Dentista; motivo por el cual solicito a usted la autorizacion para facilitarle

el ingreso a su digna institucion y poder aplicar los instrumentos de investigacion.

Agradecido por su gentil atencion a lo solicitado le manifiesto mi especial estima y

consideracion personal.

Atentamente,

O L—

D i L P, w:ya
DECANO DE LA FACUL AD DE CIENCIAS

Jr.l.ambureyumnueno |.|ma
LiaE e b b AvAnqulpaMO = Llima
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Anexo 9

®
¥ UNIVERSIDAD PERUANA
% 5 CAYETANO HEREDIA

CONSTANCIA

La que suscribe hace constar que la Srta. Bachiller:  Gisella Giovanna Maravi Inga
alumna de la Escuela Académico Profesional de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Norbert Wiener, ha realizado la metodologia del tema de tesis titulado:
“Efecto antimicrobiano y antifiingico del aceite esencial de Menta piperita (Menta),
Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) y Origanum vulgare (Orégano) sobre
Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus y Candida albicans” durante los meses
de Enero- Abril del presente afio en los laboratorios de Bacteriologia de la Facultad de
Ciencias y Filosofia del Departamento de Ciencias Celulares y Moleculares de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Se expide la presente constancia al interesado para los fines que crea conveniente.

Atentamente.- / 3}
4. :

CBP 776

Lima. 9 de Mayo del 2012
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Anexo 10

LECTURA DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION
Cepa Streptococcus mutans frente a clorhexidina y agua destilada

Control (+)y (-)

Cepa Streptococcus mutans frente a menta al 100 %
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Cepa Streptococcus mutans frente a menta al 50 %
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LECTURA DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION

Cepa Streptococcus mutans frente a orégano al 100 %

Cepa Streptococcus mutans frente a orégano al 50 %
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Cepa Streptococcus mutans frente a hierba luisa al 100 %

Cepa Streptococcus mutans frente a hierba luisa al 50 %
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LECTURA DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION

Cepa Lactobacillus acidophilus frente a clorhexidina al 0,12 % (Control +)

Cepa Lactobacillus acidophilus frente a agua destilada (Control -)
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Cepa Lactobacillus acidophilus frente a menta al 100 %

Cepa Lactobacillus acidophilus frente a menta al 50 %
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LECTURA DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION

Cepa Lactobacillus acidophilus frente a orégano al 100 %

Cepa Lactobacillus acidophilus frente a orégano al 50 %
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Cepa Lactobacillus acidophilus frente a hierba luisa al 100 %

Cepa Lactobacillus acidophilus frente a hierba luisa al 50 %

Tesis publicada con autorizacion del autor

Citar la tesis




\Universidad

TESIS | UNIVERSIDAD WIENER

LECTURA DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION

Cepa Candida albicans frente a nistatina (Control +)

Cepa Céandida albicans frente a DMSO (Control -)
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Cepa Céandida albicans frente a menta al 100 %
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LECTURA DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION

Cepa Candida albicans frente a orégano al 100 %

Cepa Candida albicans frente a orégano al 50 %
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Cepa Céandida albicans frente a hierba luisa al 90 %
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