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RESUMEN

Se establecio la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcoholico de
Origanum vulgare sobre S. mutans ATCC 25175. Los estudios se basaron en 18
unidades experimentales y 6 concentraciones volumétricas (50mg/ml, 25mg/ml,
12,5mg/ml, 6,25mg/ml, 3,125mg/ml, 1,5625mg/ml). Se utiliz6 2.5 g de residuo seco
de Origanum vulgar con el método de dilucion doble seriada. Para calcular el efecto
antibacteriano del extracto hidroalcohodlico de Origanum vulgare se usoé el método
modificado de Kirby Bauer o difusion en pozo. Los resultados obtenidos con el
método de difusion en pozo se calcularon midiendo los didmetros de los halos de
inhibicion y se midié en milimetros con la ayuda de un calibrador vernier a las 24
horas. Los resultados determinaron que el S. mutans fue sensible en todas las
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare, siendo la mayor
concentracion de inhibicion a 50mg/ml, pues es lo que se puede observar en la
formacion de los halos de inhibicién. Por lo tanto concluimos que el extracto
hidroalcohdlico de Origanum vulgare tiene actividad antibacteriana sobre
Streptococcus mutans ATCC®25175TM.

Palabras claves: Antibacteriano, Origanum vulgare, Streptococcus mutans.
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ABSTRACT

Was established in vitro antibacterial activity of the hydroalcoholic extract of
Origanum vulgare on S. mutans ATCC 25175. The studies were based on 18
experimental units and 6 concentrations (50mg/ml, 25mg/ml, 12.5mg/ml,
6.25mg/ml, 3,125mg/ml, 1,5625mg/ml). We used 2.5 g of dry residue of Origanum
vulgaris with the double-dilution method serial. To calculate the antibacterial effect
of the hydroalcoholic extract of Origanum vulgare is using the modified method of
Kirby Bauer or dissemination in the well. The results obtained with the in-well
diffusion method were calculated by measuring the diameters of the halos of
inhibition was measured in millimeters with the help of a vernier caliper to the 24
hours. The results determined that the S. mutans was sensitive at all concentrations
of the hydroalcoholic extract of Origanum vulgare, being the largest concentration
of inhibition at 50mg/ml, it is what can be observed in the formation of the halos of
inhibition. Therefore we conclude that the hydroalcoholic extract of Origanum
vulgare has antibacterial activity on Streptococcus mutans ATCC® 25175TM.

Key words: Antibacterial, Origanum vulgare, Streptococcus mutans.
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INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad tan antigua como el ser humano, cuyos

indicios la posicionan entre las de mas alta frecuencia en todo el mundo?.

En el Perl se ha constituido como la enfermedad con mas gravedad y es una
perseverante preocupacion para los programas de salud oral 1, ya que el nivel de
incidencia sigue en aumento (95 de cada 100 personas en el Peru esta afectado

por esta enfermedad) *.

La caries dental es una enfermedad formada por principios multifactoriales y
ademas es la patologia mas prevalente de la cavidad oral, y se caracteriza por
presentar un biodinamismo molecular, por lo que va a generar una interrelacion
inmediata entre los microorganismos y el 6rgano dentario. Es una de las
enfermedades con mayor prevalencia a nivel mundial, siendo ésta uno de las
primordiales causantes de la destruccion y deterioro de estructura dentaria®. Esta
patologia se establece en la segunda posicion en la tabla de morbilidad general a
nivel nacional y el tercer lugar en la etapa de la nifiez con un 9.1%, dénde sélo es
superada por las infecciones de las vias respiratorias agudas y las infecciones

intestinales que ocupa el primer lugar en la tabla?.

En la actualidad los métodos para controlar microorganismos orales, se basan

en el empleo de productos quimicos, dénde han sido reportador efectos colaterales

, por esta razon planteamos otra alternativa para el control de microorganismos,
se trata de productos naturales, especies de plantas que componen una fuente de
gran importancia en principios activos, que daran inicio a la formacion de nuevos
farmacos, que podrian ser empleados para el control de microorganismos de

importancia estomatoldgica?.

Entre los productos naturales que presentan principios activos con efecto
antimicrobiano en cuyas investigaciones ha sido demostrado tenemos al Origanum
vulgare, en esta investigacion pretendemos buscar la actividad antibacteriana sobre
S. mutans, uno de los mas importantes microorganismos bucales causantes de la

caries dental 2.
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La importancia del desarrollo de esta investigacion enfocara al estudio de nuevas
investigaciones tecnoldgicas donde se podran formular y disefiar nuevos productos
que ayudaran a inhibir el desarrollo de microorganismos patdégenos bucales,
eliminando los efectos colaterales y que puedan estar al alcance de toda la

poblacion en general.



CAPITULO I: PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1 Situacién problematica

A nivel mundial, a lo largo de nuestra historia y en la actualidad gracias a la
exploracion y conocimiento de la naturaleza se viene presentando progresivamente
la utilizacion de productos naturales para diversos tratamientos de enfermedades

estomatolégicas de importancia en salud publica3.

La cavidad oral es un ecosistema de complejidad considerable que alberga
innumerables microorganismos. Estos constituyen la flora oral del ser humano, la
cual es altamente diversa. Dichos microorganismos orales son parte importante en

la salud y la enfermedad oral *

La caries dental es una de las enfermedades mas prevalentes de la cavidad
bucal. Es una enfermedad infectocontagiosa y transmisible, que produce
desintegracion progresiva de sus tejidos calcificados, debido a la accién de los
microorganismos sobre carbohidratos fermentables. Se caracteriza por la
desmineralizacion de la porcién mineral y la disgregacion de la parte organica. Se
considera a S. mutans fundamental en el inicio y progresion de la caries dental y de

otras enfermedades bucodentales 3.

Se ha establecido que el 90% de las personas, en las ciudades industrializadas
son afectadas por infecciones oOrales de origen bacteriano. También se ha
determinado que la mayoria de estas utilizan productos quimicos para su control,
productos que generalmente son de costo elevado, dificil acceso y comprobados

que producen efectos colaterales®.

Como se sabe, las plantas han sido utilizadas por la humanidad en todo el mundo
desde tiempos remotos para controlar e incluso curar afecciones causadas por
microorganismos. En la actualidad, a nivel mundial, existe un interés muy grande
por investigar nuevas formas terapéuticas para combatir las afecciones en la
cavidad oral, una de las mas desarrolladas esta relacionada con el uso de los

extractos vegetales y otras sustancias inocuas para los tejidos orales 4.
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Por consiguiente, existe la necesidad inmediata de trabajar en la prevencion y
tratamiento de enfermedades orales como la caries dental implementando métodos
farmacoldgicos naturales que puedan eliminar los microorganismos que la causan,

siendo uno de los principales el S. mutans®

El proposito de esta investigacion es evaluar la actividad antibacteriana del
extracto de Origanum vulgare “orégano”, planta de origen natural cuyos estudios
cientificos realizados, dan a conocer las propiedades medicinales y bactericidas
frente a diversos microorganismos 2, en este caso se determinara el efecto

antibacteriano que este presenta sobre S. mutans.

1.2 Formulacion el problema

,Cual es la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de

Origanum vulgare sobre Streptococcus mutans ATCC®25175TM?

1.3 Justificacion e importancia

Actualmente, el problema de la resistencia bacteriana ha aumentado a nivel
mundial, ésta dificultad tiene graves consecuencias en la economia de los paises,
ya que ha logrado hacer que las enfermedades se vuelvan cronicas y el costo vaya
aumentando en el control de dichas patologias®.

En la actualidad el uso de metodologias para la obtencidén de principios activos
de origen vegetal se ha venido incrementando considerablemente. Es de mucha
importancia para los investigadores disefiar alternativas de control natural contra
los microorganismos patdégenos que afectan la cavidad oral. Existen muchas
investigaciones en las cuales se han aprovechado las propiedades farmacoldgicas

de los vegetales para controlar bacterias patégenas®.

Los productos naturales a base de plantas, han sido utilizados durante miles de

afios por las mismas propiedades nutricionales y medicinales que presentan,
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despiertan interés en el control del factor bacteriano presente en la caries dental y
otras enfermedades bucales®.

Existen también diversas investigaciones acerca del efecto antibacteriano de
aceites esenciales a base de Origanum vulgare frente a bacterias de la cavidad
oral, sin embargo no existe evidencia del efecto antibacteriano del extracto
hidroalcoholico de Origanum vulgare sobre S. mutans; siendo este grupo bacteriano
parte del biofilm cariogénico, constituye el extracto un intento para controlar el factor

microbiol6gico de la caries dental®.

En nuestro pais y principalmente en nuestra localidad, no hay evidencia de
investigaciones en el cual se haya evaluado la actividad antibacteriana del extracto

hidroalcohdlico de Origanum vulgare sobre bacterias de interés bucodental.

1.4 Objetivos de la Investigacion:
Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohélico de Origanum

vulgare sobre Streptococcus mutans ATCC®25175TM.
Objetivos Especificos

Identificar la mayor actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de
Origanum vulgare sobre Streptococcus mutans ATCC®25175TM.

Identificar la menor actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohélico de

Origanum vulgare sobre Streptococcus mutans ATCC®25175TM.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes.

Choca M. (2016, Ecuador, Quito), realizé un estudio con el objetivo de
determinar la efectividad inhibitoria del Extracto hidroalcohdlico de cascara de
papaya al 0.5%, 1.0%, 1.5% y 2.0% sobre cepas de Streptococcus mutans.
Empled el método de Kirby Bauer para determinar el efecto inhibitorio de cada
concentracion para esto se realizaron 16 repeticiones por cada una. Se
estableciéo ademas la Concentracion Minima inhibitoria mediante el método de
microdilucién en cajas para ELISSA para conocer cual es la concentracion con
mejor accion. Obteniendo resultados que nos indican que las cepas de S.
mutans ATCC® 25175™ son sensible a las concentraciones de 0.5%, 1.0%,
1.5% vy resistentes a la concentracion de 2%, del extracto y que la
Concentracion Minima inhibitoria del mismo es del 2%. Concluy6 que el extracto

hidroalcohdlico de cascara de papaya tiene accion inhibitoria sobre S. mutans®.

Jiménez A. (2015, Ecuador, Quito), realiz6 un estudio con el objetivo de
determinar y comparar la efectividad antibacteriana de extractos hidroalcohélico
de ajo blanco, purpura y Clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Streptococcus
mutans. Los extractos obtenidos por percolacion se concentraron a 10%, 20%,
40% y 80%, después de activar la cepa se realiz6 la siembra a la escala 0,5 Mc
Farland en 22 cajas Petri, 10 con agar Mueller Hinton mas sangre al 2% y 12
con agar sangre, aplicando la técnica Kirby-Bauer, colocando las cuatro
concentraciones mencionadas en cada caja, éstas fueron incubadas a 35+2°C
durante 24h al 5% de CO2; se midi6 los halos de inhibicion a las 24h. Los
resultados se analizaron con la prueba U de Mann Whitney y se concluyé que
no existen diferencias significativas entre el ajo blanco y purpura, teniendo
mayor efecto antibacteriano con el purpura al 80% con un promedio de 22,9mm,
y el menor efecto con ajo blanco al 10% con un promedio de 11,2mm’.

Alvarado G. (2015, Perq, Trujillo), realiz6 un estudio con el objetivo de
evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de propéleo

e hipoclorito de sodio frente a Enterococcus faecalis, determin6 la CMI y CMB
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mediante la técnica de turbidez 6ptica. Posteriormente se trabajo con 55 dientes
que fueron divididos en tres grupos los cuales fueron inoculados con
Enterococcus faecalis y colocados en la estufa a 37° C por 24 horas. Luego el
G1 = 22 dientes fueron irrigados con 2 ml. de extracto hidroalcohdlico de
propodleo a su CMB, el G2=22 dientes irrigados con 2 ml. de hipoclorito de sodio
a su CMB y G3 (control) = 11 dientes irrigados con 2 ml. de solucion salina
fisiol6gica. Luego se obtuvo una muestra del interior de cada conducto con un
cono de papel estéril el cual se colocé en tubos de ensayo que contenian BHI
y fueron incubados en estufa a 37° por 4 dias, luego se obtuvo una muestra de
esos tubos y se colocé en placas Petri con agar Mueller Hilton y se las puso a
incubar en una estufa a 37° C por 24 horas. Los resultados de la CMI y CMB
del extracto hidroalcohélico de propodleo fue 10% y la CMI y CMB del hipoclorito
de sodio fue 20%. No hubo crecimiento bacteriano en las muestras obtenidas
del G1y G2. El analisis estadistico segun la prueba de Mann Whitney determiné
gue no hubo diferencia significativa (p=1.000) entre el G1 y G2. Concluy6 que
no existe diferencia entre el efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroalcohdlico de propéleo e hipoclorito de sodio frente al Enterococcus
faecalis®

Caqui, S. (2016, Perq, Lima), realizé un estudio con el objetivo de determinar
el efecto inhibidor del extracto hidroalcohdlico del Allium sativum (ajo) en
comparacion al PERIO-AID® frente a cepas Streptococcus mutans. Utilizé el
método modificado de Kirby — Bauer, método de difusién en agar por pozos. La
muestra estuvo conformada por 40 placas Petri con Agar Mueller-Hinton, donde
se hicieron 8 pozos de 6mm. de diametro y se vertieron 80 pl. del extracto
hidroalcohodlico del Allium sativum (a@jo) en sus distintas concentraciones,
PERIO-AID® y agua destilada. Las cepas de Streptococcus mutans (ATCC
35668) fueron reactivadas previamente a la colocacion de las sustancias
antimicrobianas. Para determinar el efecto inhibidor, se midio el didmetro de los
halos de inhibicién con un calibrador vernier a las 24 y 48 horas. Se utilizaron
las pruebas de T-student, Anova y Tukey para el analisis de los resultados
demostrando que el PERIO-AID® con halos de inhibicion de 18,4 mm a las 24

horasy 18,1 mm a las 48 horas; posee significativamente mayor efecto inhibidor
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que el extracto hidroalcohdlico del Allium sativum (ajo) (P<0,05), asimismo el
PERIO-AID® en 24 y 48 horas mantiene su efecto inhibidor en el transcurso del
tiempo. La presente investigacion concluye que el extracto hidroalcoholico del
Allium sativum (ajo) posee efecto inhibidor sobre cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 35668) al cabo de 24 y 48 horas manteniendo su efecto inhibidor
en el transcurso del tiempo y el extracto hidroalcohdlico del Allium sativum (ajo)
al 12 mg/ml. tiene menor efecto inhibidor que el PERIO-AID® frente a cepas de

Streptococcus mutans®.

Cosio H., Rodriguez H. (2017, Peru, Cusco), realiz6 un estudio con el objetivo
de determinar el efecto in vitro del extracto hidroalcohodlico de albahaca, con
concentraciones al 5%, 10% y 15%, sobre Actinomyces viscosus, dénde
comparo estos extractos con un Gold standard conocido universalmente en la
odontologia para el control de la placa bacteriana como es la Clorhexidina al
0,12%. Utiliz6 el método de dilucién en pozo ,teniendo como muestra 20 placas
Petri constituidas por agar sangre enriquecido con sangre de cordero al 5%,
divididas en 5 grupos de estudio, (5 pozos expuestos al extracto al 5%, 5 pozos
expuestos el extracto al 10%, 5 pozos expuestos al extracto al 15%, 5 pozos
expuestos a la Clorhexidina al 0,12% como grupo patron y los ultimos 5 pozos
expuestos al agua destilada como grupo control; para la evaluacién a las 96h,
120h, 144h y 168h). Las mediciones se realizaron del cuarto al séptimo dia de
incubacion a 37°C. En los resultados se determin6 que el efecto in vitro del
extracto hidroalcohélico de albahaca al 10% y al 15% es altamente significativo
frente al Actinomyces viscosus expuesto a partir de las 120h, aumentando éste
hasta las 168h. Asi mismo se concluyd que a mayor concentracion del extracto,
mayor efecto antimicrobiano. La metodologia usada permite confirmar la
efectividad del extracto hidroalcoholico de albahaca con diferentes

concentraciones frente al Actinomyces viscosus?®.

MARAVI |. (2012, Per(, Lima), realizé6 una investigacion con el objetivo de
determinar el efecto antibacteriano y antifingico del aceite esencial de: menta
piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y cymbopogon citratus (hierba
luisa) sobre streptococcus mutans atcc 25175, lactobacillus acidophilus atcc

10746 y candida albicans atcc 90028. Los aceites esenciales se obtuvieron por
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el método de arrastre por vapor de agua. Se obtuvieron los siguientes
resultados: De los tres aceites esenciales, al el que tuvo mayor efecto sobre
Streptococcus mutans fue el Orégano, frente a Lactobacillus acidophilus y
Céndida albicans fue 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% y Nistatina, a excepcion de la Menta piperita
(Menta) al 50% que su accion fue menor que los controles positivos. Concluy6
gue de los tres aceites esenciales, al 50% (8.53 mm) y al 100% (25.72 mm) el
gue tuvo mayor efecto sobre Streptococcus mutans fue el Origanum vulgare

(Orégano) .
2.2 Marco Conceptual

2.2.1 Genero Streptococcus

Presentan una disposicion en cadenas, son bacterias Gram positivas de forma
esférica, taxonGmicamente representa un complejo grupo causante de varias
enfermedades. En su mayoria son anaerobios facultativos, se los clasifica por sus
propiedades bioguimicas, antigénicas, y los tipos de hemolisis: alfa, beta, gama,
algunos los clasifican en serogrupos antigénicos de la A-H, de K-M y de O-V, siendo

de importancia medica los grupos A, By C*2.
2.2.1.1 Morfologia:

Estos cocos Gram positivos, normalmente presentan proteinas fibrilares de
superficie, ocasionalmente encapsulados, que forman colonias altas, convexas y
opacas, en medios que contienen sacarosa, tienen produccion abundante de
polisacaridos extracelulares. El género Streptococcus posee una variedad de
especies que vive en una amplia gama de hospedadores incluidos humanos y
animales domeésticos, donde frecuentemente habitan como parte de la flora

normal.'?.
2.2.1.2 Caracteristicas generales

Homofermentadores
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Es decir que el resultado final de la fermentacion de la glucosa es el acido lactico
sin produccion de gas, el aumento en el nimero de las especies de Streptococcus
se ve estimulada por la presencia de CO2. Son ademas catalasa y oxidasa
negativos, propiedad que sumada a la tincion Gram permite diferenciarlos de las

especies de Neisseria'?.
Mecanismo de adaptacion

Los Streptococcus poseen mecanismo tales como: la bomba de protones
dependiente de ATP, y la capacidad de activar la enzima arginina desaminasa o la
agmatina desaminasa para la produccion de amonio, ademas en su estructura
poseen una gruesa capa de peptidoglicanos, que se completa con la presencia de

acidos lipoteicoicos, diversas proteinas y polisacaridos*?.
2.2.2 Streptococcus mutans

En cavidad bucal la mayoria de los estreptococos pertenecen a los grupos
salivarius, mutans, anginosus, sanguis, mittis, y de estos los que tiene relacion con
caries dental son: S. mutans que puede ser difundido con los serotiposdy g, y S.

sobrinus que pertenecen al grupo de mutans?'?.

Clarke en 1924 lo aisla de lesiones cariosas y le da este nombre por sus células
de formas alargadas y ovaladas que le hacen pensar que son mutacion de los
estreptococos; acidogénico y acidurico, produce diversos polisacaridos y acido
lactico a partir de sacarosa y otros azucares, fermenta manitol y sorbitol, puede
crecer en presencia de sacarosa al 20%, resiste a la bacitracina, desciende el pH'y

produce lactato, formiato, acetato y etanol*?.

2.2.2.1 Sintesis de polisacéaridos extracelulares.

De tipo glucanos insolubles y solubles, fructanos.

2.2.2.2 Sintesis de polisacaridos intracelulares.
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Capacidad adhesiva por las proteinas salivales, que posibilitan su adhesion a
superficies duras en ausencia de glucanos, capacidad agregativa y coagregativa a

través de mutanos, glucosiltransferasas y proteinas receptoras de glucanos??.

Por este motivo muchos autores han sugerido al S. mutans como el principal

agente causante de la formacién de caries dental'?.

La patogenicidad del S. mutans esta asociada a varios factores como:
Acidogenicidad, Aciduridad, Acidofilicidad, Sintesis de glucanos y fructanos,
Sintesis de polisacaridos intracelulares, Produccién de dextranasa y fructanasa,
Presencia de glucosiltransferasas, Proteinas de fijacion celular, Proteinas fijadoras

de glucano, que describiremos a continuacion:
Liberacion de acido o acidogenicidad.

La alta afinidad de S. mutans por la sacarosa y su alta capacidad para
transportarla hacen que este microorganismo sea el que probablemente contribuya
mas a la acidogénesis y subsecuente formacion de caries, cuando la sacarosa es
un componente significativo en la dieta de la persona. El S. mutans puede fermentar
tales azlcares y producir &cido lactico en mayor proporcion, acido acético, formico

y etanol. Esto hace que el pH baje y se desmineralice el esmalte dental®?.
Aciduricidad

El pH es un factor de estrés para las bacterias por lo cual desarrolla varios
mecanismos acidotolerantes. La aciduridad hace referencia a la capacidad que
posee el microorganismo de producir acido en un medio con pH &cido. S. mutans

es mas acidurico que los demas tipos de Streptococcus!?.
Resistencia al medio acido o acidofilicidad

El S. mutans tiene la habilidad de responder rapida y eficientemente a grandes
cambios en su medio ambiente, razon por la cual puede resistir la acidez del medio
bombeando los protones fuera de la célula. Este es un elemento fundamental de

dominancia del S. mutans en la placa dental cariogénica'?.

Sintesis de glucanos y fructanos
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Por medio de enzimas como glucosiltransferasa y fructosiltransferasa (GTF y
FTF), se producen a partir de carbohidratos de la dieta como la glucosa y la
sacarosa, polisacaridos extracelulares de glucano y fructano. Estos pueden ser
solubles e insolubles en agua. Los glucanos de tipo insoluble pueden ayudar a la
célula adherirse al diente iniciando fisura e indentaciones'®. De no ser por
mecanismos de accion como éste, las bacterias serian barridas y sus productos

como el &cido lactico serian diluidos y neutralizados por la saliva®3.

Estos polimeros también pueden ser usados como reserva de nutrientes. El S.
mutans usa la sacarosa para sintetizar glucanos unidos por enlaces (insoluble, base
de la placa bacteriana) y (solubles, base de azlcar libre para el mantenimiento de
los microorganismos que estan en la pelicula), a través de la accion de tres
glucosiltransferasas secretadas que son codificadas por tres genes!4. Se cree que
el principal papel de estos glucanos es facilitar la acumulacion de estos
microorganismos y establecer una matriz extracelular de polisacéaridos, la cual le da
a los microorganismos resistencia contra las fuerzas mecanicas normales de
limpieza. La glucosiltransferasa no solo cataliza la sintesis sino tiene la capacidad
de unir estos polisacaridos*. ElI S. mutans también sintetiza una
fructosiltransferasa, producto del gen FTF, la cual cataliza el clivaje (ruptura) de la
sacarosa e incorporacion de la fructuosa dentro del polimero fructano, compuesto
principalmente por unidades de fructuosa unidas por enlaces beta-2. Los fructanos
no facilitan la adhesion, ni agregacion del Streptococcus mutans, los cuales tienen
una vida relativamente corta dentro de la placa dental, debido a la gran hidrolisis

enzimatica por las enzimas fructano hidrolasas de las bacterias orales*®.
Sintesis de polisacéaridos intracelulares

Entre éstos se encuentra el glucégeno, que sirve como reserva alimenticia y
para mantener la produccién de acido durante largos periodos, aun en ausencia de
consumo de azucar. Igualmente, evita la accion téxica del “azucar asesino” cuando

hay un aporte exdégeno excesivo de sacarosa’®.

Produccion de dextranasa y fructanasa
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Ademas de movilizar reservas de energia, estas enzimas pueden regular la
actividad de la glucosiltransferasa removiendo productos finales de glucano.
Igualmente, permiten a los microorganismos mantener la produccién de acidos

cuando no hay aporte exégeno de carbohidratos?®.
Proteina de adhesién celular (PAC)

Son unas proteinas antigénicas que se encuentran en la capsula o pared del S.
mutans e inician la adhesion a la superficie dental, lo cual es inusual, debido a que
éstas se encuentran presentes en otros microorganismos en apéndices como en

las fimbrias!’

Han recibido diversos nombres como Antigeno I/ll, proteina B10, Spa 11, P11,
R 13 ML-1 y PAC. Pueden tener varias funciones segun la region de la proteina;
agregacion, region amino terminal hidrofébica de la hélice a la de la moléculal’.
Adherencia en el carbono terminal de la regién amino terminal rica en alanina. Por
otro lado, pueden unirse también al colageno en los tabulos dentinales, situacion
importante en el desarrollo de caries radicular. Se ha sugerido que esta molécula
posee varios receptores, lo cual implica multiples dominios de unién, ademas de
que interactla con el componente secretorio, la albumina, aglutinina salivares y

glicoproteinas?’.

El gen esta constituido por 4695 pares de bases y codifica para una proteina de
1561 residuos de aminoacidos. Incluye una secuencia lider que va a lo residuos 1
al 38. Los residuos 1528 a 1533 estan involucrados en la modificacion
postranscripcional que envuelve el rompimiento de los residuos del carbono
terminal y la union a la pared celular por medio probablemente de enlaces
covalentes'®. La regiéon carboxilo terminal estd compuesta por un dominio
hidrofilico rico en residuos de glicina y prolina que atraviesa la pared, un motivo
consenso LPNTGV, un dominio hidrofébico que atraviesa la membrana con

residuos de lisinal8.

La parte menos conservada esta alineada entre los residuos 500 y 900. En
contraste, la regién N terminal esta particularmente bien conservada y corresponde

a los residuos 121 a 477. Este segmento de alanina se le conoce como region A
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por ser rica en alanina. En ella se hallan la regiones de mayor interés que son las
comprendidas entre los residuos 301 a 319, 361 a 377, siendo los segmentos mas
importantes porque poseen los epitopes (fragmento de la proteina que reconocen
los blancos sobre los que ésta actua) para linfocitos B y T. La estructura secundaria
sugiere a la region A en el terminal amino de la molécula presenta 7 residuos
periddicos y esto es lo que forma la hélice enrollada en espiral. Los residuos de
alanina estan agrupados formando una region hidrofébica que gira dos veces
alrededor de la hélice. La porcién central incluye una serie de repeticiones de una
secuencia de 39 residuos ricos en prolina (residuos 816 a 1213). A ésta se le
conoce como region P, la cual se cree que es la region mas relacionada con la

unién entre la superficie de la proteina y los componentes salivales®®.

En varios estudios efectuados en la década de los ochenta se sugirio que por
homologia de las secuencias (segmentos de cadenas de amino&cidos iguales entre
dos proteinas diferentes), se podria presentar reactividad cruzada entre proteina
de adhesion celular (PAC) y las proteinas del masculo cardiaco, lo cual podria llevar
a enfermedades autoinmunes. Se concluy6 que la capacidad del S. mutans para
inducir anticuerpos de reactividad cruzada no es causada por la proteina PAC, sino
por otros antigenos de la pared celular de esa bacteria?°.

Como muestran diversos estudios realizados hasta el momento, varias
secuencias de la proteina PAC han sido determinadas como inmunondgenos y se
ha propuesto sus usos como antigenos vacunales, a pesar de haberse comprobado
su capacidad inmunogénica en animales, no se ha comenzado la experimentacion

con esa proteina en humanos?.

Glucosiltransferasas

Como ya se mencioné antes, las glucosiltransferasas del S. mutans juegan un
papel importante en la cariogenicidad de esta bacteria, esto es debido a la habilidad
de estos microorganismos para sintetizar glucanos adhesivos los cuales estan
relacionados con la acumulacién y adherencia de las bacterias de la placa sobre la

superficie del diente?°,
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Proteinas Fijadoras de Glucanos (GBPs)

Son productos extracelulares que unen o asocian glucanos en presencia de
sacarosa y por esto se encuentran involucradas en los procesos de formacion de
placa dental bacteriana cohesiva. Teodricamente, las proteinas fijadoras de
glucanos son importantes en el ambito molecular de la patogénesis de la caries
dental por S. mutans?. Todas las proteinas fijadoras de glucanos muestran afinidad
por glucanos ricos en enlaces alfa-1,6. S. mutans sintetiza al menos dos proteinas
fijadoras de glucanos que no tiene actividad enzimatica de glucosiltransferasas, una
de ellas es secretada como una proteina de 74 kDa (GBP74) que es la
predominante cuantitativamente entre las obtenidas del sobrenandante de cultivos

de S.mutans2°,

Smith y colaboradores (1994) aislaron y purificaron una nueva proteina fijadora
de glucanos S. mutans cuyo peso es de aproximadamente 59 KDa, por lo que se
denomin6 GBP. Determinaron que esta proteina es diferente de la GBPs, dado que
presenta diferente tamafio, difiere en su posicion de elucién en gradiente salino y
los antisueros para GBP 59 y GBP 74 no presentan reaccion cruzada. En el mismo
estudio concluyeron que aparentemente la GBP 59 es inmunogénica en humanos,
ya que se encontraron anticuerpos Ig A en muestra de glandula parétida de adultos
que mostraban reaccibn con GBP 59 en ensayos de inmunoabsorbancia.
Igualmente, pudieron confirmar la actividad de fijacion de glucanos de la GBP 59y
que la GBP 59 es estructural y antigénicamente diferente de la GBP 74 siendo
capaz de inducir niveles significativos de Ig A salival en humanos. El antisuero para
GBP 74 reaccion6 también con epitopes de la GBP 87 del S. sobrinus, indicando
que existe relacion estructural entre GBPs de diferentes especies de

Streptococcus??,

Banas y colaboradores (1989) determinaron la secuencia de nucleétidos del gen
GBP, que codifica alfa para la GBP de S. mutans, encontrando que esta constituido
por 1689 bases con un péptido sefal de 35 aminoacidos?2. El peso molecular de la
proteina procesada se calculdé en 59,039 KDa. Se encontré que las repeticiones
son homologas a secuencias hipotéticamente involucradas en la union de glucanos

en la GTF-I DE S. downei. Y también a secuencias de proteinas codificadas por los
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genes gtfB y gtfC de S. mutans. Proponen que estas secuencias repetidas pueden
representar segmentos peptidicos que son importantes en la union de glucanos y
gue pueden ser distintos entre las GBPs de otras bacterias habitantes de placa o

cavidad oral?2.

2.2.2 Taxonomia del Origanum vulgare
Clasificacion Botanica®®

Phylum:  Euphyta.

Division: 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 mediterrdneos. Crece
espontanea en los lugares soleados y aridos hasta 2000 m.s.n.m., es cultivada
como planta aromatica'y por sus propiedades terapéuticas?s.

Etimologia

El nombre deriva del griego "oros = montafia" y de "gamos = resplandor, delicia"
vale a decir "alegria de la montafia” porque al estado espontaneo pinta con sus

flores las pendientes montafiosas y ondulados pedregosos y soleados?3.
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Habitat y distribucién

Origanum vulgare L. (Orégano) es una planta perenne, perteneciente a la familia
Lamiaceae. Originario de la region del Mediterraneo, también cultivado en Europa,
Asia y Taiwan y en Ameérica del Sur. Su principal productor es Chile, pero también

es producido en Bolivia, Perud, 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 elaboracién de cosméticos, farmacos y licores?3.
2.2.3 Composicion quimica

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 composicion del aceite?*.

2.2.4 Actividad Farmacologica de Principios activos y propiedades

El orégano (Origanum vulgare) posee propiedades antioxidantes, antifungicas,
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?®.

Timol

Es una sustancia cristalina incolora con olor caracteristico que esta presente en
la naturaleza en los aceites esenciales del tomillo y del orégano asi mismo
pertenece al grupo de los terpenos por ultimo su is6mero es el carvacrol y se

caracteriza por su poder desinfectante y anti flingica?®.
Carvacrol

También llamado cymophenol, es un fenol monoterpenoideeste, es una molecula
con propiedades antibacterianas de la familia de los fenoles, el carvacrol esta
presente en el aceite esencial del Origanum vulgare y en el aceite de tomillo?% 27,
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2.2.5 Definicidn de términos basicos:

Streptococcus mutans: bacteria Gram positiva, esférica, anaerdbica

facultativa, pertenecientes al grupo de bacterias acidolacticas?®.

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, fésforo y otras sales,

polisacéridos, proteinas, hidratos de carbono y lipidos 28.

Extracto Alcohdlico: sustancia concentrada de una planta o semilla con un
disolvente (en este caso alcohol), en proporcién variable, capaz de
solubilizar los principios activos?°.

Efecto antibacteriano: Inhibicion en el desarrollo o crecimiento de la

bacteria®®.

Halo de inhibicién: Zona alrededor de un disco 0 pozo con antibiético en el
gue no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada
con el germen?°.

In vitro: Producido en el laboratorio por métodos experimentales®°.

U.F.C: Numero minimo de células separables sobre la superficie, o dentro,

de un medio de agar semi-sélido que da lugar al desarrollo de una colonia®°.
Concentracion: Magnitud que expresa la cantidad de una sustancia por
unidad de volumen, y cuya unidad en el sistema internacional es el mol por

metro clbico (mol/m3)°,

Bactericida: Sustancia de origen natural o sintetizada quimicamente que es

capaz de destruir bacterias®.
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CAPITULO lll: MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo y Disefio De La Investigacion
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3.1.1 Tipo de investigacion:
Bésica Cuantitativa.
3.1.2 Disefio de la investigacion:
Segun la intervencion del investigador:
Experimental de tipo estimulo creciente.
Segun la planificacion de la medicidon de la variable de estudio:
Prospectivo.
Segun el numero de mediciones de la variable de estudio:
Longitudinal.
Segun el numero de variable de interés:
Analitico.
3.2 Poblacion y Muestra:
Poblacion:

Un Cultivo puro Streptococcus mutans ATCC®25175TM proporcionado por el

laboratorio de microbiologia de la facultad de ciencias de la salud de la USS.
Muestra:

Estuvo conformada por 100 pL de una suspension bacteriana obtenida a partir
de la cepa de Streptococcus mutans ATCC®25175TM, esta suspension fue

equivalente al tubo N° 0,5 (1,5x108 UFC/mL) segun espectrofotbmetro.

3.3Unidad de Andlisis

La unidad de andlisis estuvo constituida por una placa Petri sembrada con 100
uL de suspension bacteriana de Streptococcus mutans ATCC®25175TM.
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3.4Célculo del numero de duplicados de unidades de ensayo

El nUmero de duplicados para cada ensayo se determino aplicando la siguiente

féormula estadistica.
UE=DXEXxCxR

Donde,

U.E= Unidades Experimentales.
D = Numero de Diluciones.

E = NUmero de Extractos.

C= Numero de Cepas.

R= Numero de Repeticiones.

Asi,D=6;E=1;C=1;R=3
Reemplazando la ecuacidon propuesta se obtuvo 18 unidades
experimentales u observaciones.

Se utilizaron 6 unidades de analisis, en cada repeticion de la investigacion.

3.5Criterios de Inclusion

La cepa bacteriana de Streptococcus mutans ATCC®25175TM se identifico

fenotipicamente por el equipo automatizado Microscan.
3.6 Criterios de exclusion

Microplacas que mostraron contaminacién microbiana externa o interna.

3.7Hipotesis:

Existe actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcoholico de Origanum

vulgare, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175TM.
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3.8 Variables
Variables Independientes

6 concentraciones volumétricas de extracto hidroalcohdlico de Origanum

vulgare “orégano”
Variable Dependiente:

Actividad antibacteriana sobre el Streptococcus mutans ATCC®25175TM.

3.9 Operacionalizacion de Variables

TECNICA E
VARIABLE TIPO DE INDICES INSTRUMENTO
DEPENDIENTE ~ D'MENSION INDICADORES  \/ARIABLE DE
RECOLECCION
DE DATOS
Actividad Formacion de Crecimiento de la Zona de | Siembra en
antibacteriana | halos y recuento bacteria Cuantitativa | inhibicion | superficie
sobre de unidades (mm) Agar Mueller Hinton

Streptococcus formadoras de
mutans colonia UFC
ATCC®25175TM

VARIABLE DIMENSION INDICADOR TIPO DE INDICES TECNICA
INDEPENDIENTE VARIABLE

Concentracion 1

Extracto Concentraciéon 2 Dilucién doble
hidroalcohdli . i o i
droalcohdlico de Concentraciones Concentrac!(?n 3 cuantitativa (mg/mL) seriada
Origanum vulgare Concentracion 4

Concentracion 5
Concentracion 6

3.10 Método, técnicas e instrumentos de recoleccidn de datos

Disefio del estudio es experimental

3.11 Método experimentals!
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Es un tipo de método de investigacion en el que el investigador controla
deliberadamente las variables para delimitar relaciones entre ellas, esta basado
en la metodologia cientifica. En este método se recopilan datos para comparar las
mediciones de comportamiento de un grupo control, con las mediciones de un
grupo experimental. Las variables que se utilizan pueden ser variables
dependientes (las que queremos medir o0 el objeto de estudio del investigador) y
las variables independientes (las que el investigador manipula para ver la relacion
con la dependiente). Ademas debemos controlar todas las demas variables que

puedan influir en el estudio (variables extrafias)3!.

3.12 Método de difusién en pozo?3?

Método de difusion en agar es empleado para determinar la sensibilidad de un
agente microbiano frente a un antibiético o quimioterapico. Con un variante al
método anterior, para este método se emplea un sacabocado para realizar pozos

en el agar.
3.13 Preparacion del extracto hidroalcohélico de Origanum vulgare

- Se llevo a licuar 1kg de las hojas de Origanum vulgare

- El material en polvo se mantuvo en botella de vidrio ambar hermético.

- Este material en polvo se utilizé para extraccion adicional.

- Se pesaron 250 g de polvo Origanum vulgare y se agregaron 800 mL de
alcohol al 70 %.

- El producto fue filtrado con papel filtro Whatmann N° 40, se obtuvo un

extracto purificado libre residuos.

30



- El extracto resultante fue distribuido en placas Petri y fue secado en estufa
a una temperatura de 50°C hasta sequedad. (Anexo 2, Fig.1).

- El residuo seco obtenido 2.5g, posteriormente fue guardado en
refrigeracion a 2 °C en frasco de vidrio color ambar, hasta su reactivacion

en agua destilada estéril para su posterior uso. (Anexo 2, Fig.2.).

3.14 Preparacion del agente antibacteriano.

Siguiendo las recomendaciones y normas del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI) %2, para evaluar la potencia puede expresarse como porcentaje

o en unidades de mg/mL, ug/mL pg/mg (p/p).

- El residuo seco 2.5g se disolvio en 50 mL de agua destilada estéril,
obteniéndose una solucién madre.

- Se realiz6 diluciones doble seriadas a partir de la solucibn madre,

obteniéndose 6 diferentes concentraciones (50mg/ml, 25mg/ml, 12,5mg/ml,

6,25mg/ml, 3,125mg/ml, 1,5625mg/ml). . (Anexo 3, Fig.1.).

3.16 Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo que se utilizaron fueron: Agar Mieller Hinton segin MERCK y
caldo Mueller Hinton segun MERCK, el primero para el recuento de UFC y el segundo
para la suspension bacteriana. Se prepararon siguiendo las recomendaciones del

fabricante 3132,

3.17 Preparacion y Estandarizacion del Inoculo de Streptococcus mutans.

Se realizo siguiendo el método descrito por Al — Delaimy, en 1970, que utiliza la técnica

turbimétrica (nefelometro de McFarland) A partir del cultivo puro de 18 horas de
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Streptococcus mutans ATCC®25175TM, se seleccionaron 3 colonias bien aisladas de

igual morfologia y se prepard una suspension en 5 mL de agua destilada estéril.

Con ayuda del espectrofotometro (longitud de onda: 600 nm), se ajusté a una
densidad 6ptica de 0,08- 0,1 equivalente a la turbidez del tubo N° 0,5 de la escala
de McFarland equivalente a una concentracién aproximadamente de 1,5 x 108
UFC/mL, que fue corroborada en un recuento en medio de cultivo sélido 3% 32 33,

(Anexo 4, Fig.1.).

3.18 Actividad Antibacteriana
3.18.1 Método de difusién en pozos®?

- Enun lapso de tiempo 6ptimo de 15 minutos después de ajustar la turbidez
de la suspension del inéculo, una torunda de algodon se sumerge en ella. La
torunda debe ser rotada varias veces y presionada firmemente contra la
pared interna del tubo sobre el nivel de liquido. Esto remueve el exceso de

in6culo.

- Se inocula la superficie de una placa de agar Mueller -Hinton por rayado con
la torunda sobre toda la superficie. Este procedimiento es repetido rayando
dos 0 mas veces, rotando la placa aproximadamente 60° cada vez para
asegurar una distribucion constante del inéculo. Como paso final se pasa

sobre los bordes del agar.

- Latapas de la placa pueden quedar entreabiertas por 3 a 5 minutos, pero no

mas de 15 minutos, para permitir que un exceso de humedad.

- Se debe evitar excesos en la densidad del in6culo. Nunca usar caldos de
cultivo de la noche anterior sin diluir u otro inoculo no estandarizado.

Sobre las placas sembradas:

- Se realizaron 6 perforaciones de 6 mm de diametro, con un sacabocado.
- Se colocaron 50 pL en cada pozo, con ayuda de una micropipeta, el extracto
hidroalcohdlico de Origanum vulgare a diferentes concentraciones.
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- Cada pozo fue marcado con su respectiva identificacion, se sell6 con
parafilm y se incubd las placas a 37 °C, por un periodo de 24h. (Anexo 5,
Fig.1.).

3.19 Lectura e interpretaciéon de resultados3*

- Después de 18 a 24 horas de incubacion, cada placa es examinada. Las
zonas de inhibicion resultantes deben ser uniformemente circulares en una
capa homogénea de crecimiento.

- El'margen de las zonas debe ser tomado como el &rea donde no se observa
crecimiento visible. Un crecimiento pobre de pequefias colonias, las que se
detectan con lente de aumento al borde de la zona de crecimiento inhibido,
son ignoradas

- Los tamafios de las zonas de inhibicion fueron medidos con un Vernier en
milimetros fueron interpretados segun orientaciones del Instituto de

Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI). (Anexo 5, Fig.2.).

3.20 Recoleccion de Datos31:33:34

Se realiz6 el recuento directo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

crecidas. Dichos datos se registraron en un formato disefiado para este fin (Anexo ).
3.21 Analisis estadisticos de resultados de datos

Para el andlisis de datos se utiliz6 el paquete estadistico SPSS V20. Se aplicé un
ANOVA (analisis de varianza) y un andlisis de significancia (determinacién de DMS)
entre los ensayos problema, y se determing las diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados®®.

3.23 Criterios éticos

La presente investigacion se realiz6 cumpliendo las nhormas y recomendaciones
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otorgadas por la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) 3¢, cumpliendo con la

correcta manipulacion y eliminacion de los microorganismos.
3.24 Criterios de rigor cientifico

La metodologia empleada fue validada a nivel internacional, cuyos
procedimientos aseguraron la fidelidad de los resultados. La presente investigacion

cumplié todos los criterios de rigor cientifico, siendo por tanto una investigacion

inédita y debe ser considerada como tal.
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CAPITULO IV: ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS

4.1. Resultados en tablas y gréficos

En la Tabla N° 1 y Grafico N° 1; se observa, La actividad antibacteriana in vitro del

extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare sobre Streptococcus mutans
ATCC®25175TM.

Tabla N° 1.
Actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare sobre
Streptococcus mutans ATCC®25175TM.

Concentraciones del

N°  extracto hidroalcohdlico Halos de inhibicion Valor promedio de
de Origanum vulgare halos de inhibicion en
P1 P2 P3 mm
C1 50 mg/mi 42 mm 43 mm 43.3 mm 42.77
C2 25 mg/mi 38.9 mm 38.8 mm 39.2 mm 38.97
C3 12,5 mg/ml 36.8 mm 35.9 mm 37 mm 36.57
Cc4 6,25 mg/ml 33 mm 33 mm 33.7 mm 33.23
C5 3,125 mg/ml 28.3 mm 27.6 mm 29.8 mm 28.57
C6 1,5625 mg/ml 20.5 mm 23.5mm 21.2 mm 21.73

Grafico N° 1. Promedios de diametros de halos de inhibicién en milimetros del crecimiento de
Streptococcus mutans frente a 6 concentraciones volumétricas (C1=50mg/ml, C2=25mg/ml,
C3=12,5mg/ml, C4=6,25mg/ml, C5=3,125mg/ml, C6=1,5625mg/ml) del extracto hidroalcohdlico de

Origanum vulgare.

En la Tabla N° 2 y Grafico N° 2; se observa, la mayor actividad antibacteriana del
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extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare, y se encuentra en la concentracion de 50
mg/mly es de 42.77mm.

Tabla N° 2.
Mayor actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare con las diferentes

concentraciones del extracto.

Concentraciones del extracto
N°  hidroalcohdlico de Origanum  Valor promedio de halos de

vulgare inhibicién en mm
C1 50 mg/ml 42.77
Cc2 25 mg/ml 38.97
C3 12,5 mg/ml 36.57
C4 6,25 mg/ml 33.23
C5 3,125 mg/ml 28.57
C6 1,5625 mg/ml 21.73

Grafico N° 2.
Halos de inhibicion en milimetros del crecimiento de Streptococcus mutans de la concentracion de

mayor eficiencia del extracto de Origanum vulgare y las demas concentraciones del extracto.

En la Tabla N° 3 y Grafico N° 3; se observa, la menor actividad antibacteriana del
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extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare, y se encuentra en la concentracion de
1,5625 mg/mly es de 21.73mm.

Tabla N° 3.
Menor actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare con las diferentes

concentraciones del extracto.

Concentraciones del extracto
N°  hidroalcohdlico de Origanum  Valor promedio de halos de

vulgare inhibicién en mm
C1 50 mg/ml 42.77
C2 25 mg/ml 38.97
C3 12,5 mg/ml 36.57
c4 6,25 mg/ml 33.23
C5 3,125 mg/ml 28.57
C6 1,5625 mg/ml 21.73

Grafico N° 3.
Halos de inhibicion en milimetros del crecimiento de Streptococcus mutans de la concentracion de

menor eficiencia del extracto de Origanum vulgare y las demas concentraciones del extracto.
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En la Tabla N° 4. Se observa el andlisis de varianza de un factor para una muestra con
un nivel de significancia de 0,05. Por otro lado; el valor de prueba F del analisis de varianza
es altamente significativo (p < 0.05) demostrando la influencia que tiene las
concentraciones del extracto con respecto a la actividad antibacteriana.

Tabla N° 4.

Anédlisis de varianza de la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de Origanum
vulgare sobre Streptococcus mutans

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados  Promedio
las Suma de de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 863.722778 5 172.744556 218.6639944 2.36753E-11
Dentro de
los grupos 9.48 12 0.79
Total 873.202778 17
2.3675E-11 =0.00 P

Nivel de significancia: 0,05

Si el valor de P es menor que el nivel de significancia (P < 0,05) se acepta la hipotesis
investigacion.

Valor P 0.00 < alfa 0.05

Entonces el extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare, si tiene actividad

antibacteriana sobre Streptococcus mutans ATCC®25175TM

4.2. Discusion de resultados

El orégano con su nombre cientifico Origanum vulgare, perteneciente a la familia
Lamiaceae, ha sido utilizado por muchos afios en la medicina tradicional para
problemas digestivos, dolores premenstruales, tos, entre otros. Es una planta muy
utilizada gracias a su accion farmacolégica que esta posee, por tanto ha sido
reportada su actividad antibacteriana a partir de sus aceites esenciales presentes

38



en las hojas, frente a microorganismos de interés estomatolégico, como en el caso
de Maravi! quien determind el efecto antibacteriano de 3 aceites esenciales:
orégano, menta y hierba luisa sobre s. mutans, déonde concluyé que de los tres
aceites esenciales, al 50% (8.53 mm) y al 100% (25.72 mm) el que tuvo mayor
efecto antibacteriano sobre S. mutans fue el orégano 1, esta evidencia da a conocer
la actividad antibacteriana que presenta esta planta, coincidiendo con los resultados
de este estudido experimental, donde se utilizé otro método de extraccion de

principio activo del Origanum vulgare opuesto al ya mencionado.

En la presente investigacion se determind la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico de Origanum vulgare sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,

bacteria participante del inicio y progresion de la caries dental.

Por tanto en los resultados del presente estudio se evidencié que el extracto
hidroalcohdlico de O. vulgare present6 actividad antibacteriana frente a S. mutans
ATCC 25175™ en sus 6 diferentes concentraciones (50mg/ml, 25mg/ml,
12,5mg/ml, 6,25mg/ml, 3,125mg/ml, 1,5625 mg/ml), este hallazgo demuestra que
O. vulgare presenta principios bioactivos que participan en la inhibicién del
crecimiento bacteriano. Cabe mencionar que en la concentracién de 50 mg/mL o
su equivalente al 5% presentd un halo inhibicion mayor, equivalente a 42,7 mm,
este hallazgo demuestra su poder antibacteriano en comparacion a lo publicado por
Jiménez’, que demostro la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico del
ajo purpura a una concentracion del 80 % produciendo un halo de inhibicion de
22,9mm sobre S. mutans’. Choca® que evalué la efectividad inhibitoria del extracto
hidroalcohdlico de cascara de papaya al 0.5%, 1.0%, 1.5% y 2.0%, obteniendo
halos de inhibicion de 18,02mm (0.5%); 16,08mm (1.0%); 15,96mm (1.5%) y
13,06mm (2.0%) sobre s. mutans®. Caqui® que determiné el efecto inhibidor del
extracto hidroalcohdlico del Allium sativum (ajo) a una concentraciéon de 120 mg/ml,

dando como resultado un halo de inhibicion de 10,5mm sobre s. mutans®.

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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6.1. Conclusiones

El extracto hidroalcoholico de Origanum vulgare tiene actividad antibacteriana
sobre S. mutans ATCC 25175™. Todas las concentraciones presentaron actividad
inhibitoria.

La mayor actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare, se

encuentra en la concentracién de 50 mg/ml y es de 42.77mm.

La menor actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare, se

encuentra en la concentracién de 1,5625 mg/ml y es de 21.73mm.

6.2. Recomendaciones
Recomendamos seguir investigaciones in vitro de este producto natural, Origanum
vulgare, utilizando diferentes métodos de extraccién de principios activos.

Realizar ensayos a nivel celular, in vitro para descartar citotoxidad de la planta de

Origanum vulgare.
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ANEXOS



Anexo 1: Tabla de recoleccidon de datos de halos de inhibicion de crecimiento de

S. mutans en 6 concentraciones del extracto hidroalcohélico de Origanum vulgar.

Concentraciones del

N° extracto hidroalcohdlico Halos de inhibicion
de Origanum vulgare P1 P2 P3

1 50 mg/ml 42 mm 43 mm 43.3 mm
2 25 mg/ml 38.9 mm 38.8 mm 39.2 mm
3 12,5 mg/ml 36.8 mm 35.9 mm 37 mm
4 6,25 mg/ml 33 mm 33 mm 33.7mm
5 3,125 mg/ml 28.3 mm 27.6 mm 29.8 mm
6 1,5625 mg/mi 20.5 mm 23.5 mm 21.2 mm

Anexo 2: Proceso de obtencion del extracto seco Origanum Vulgare. Filtracién del
material macerado, extracto hidroalcohdlico de Origanum vulgare. Secando en
estufa a una temperatura de 50°C hasta sequedad para obtencion de 2.5g de

extracto seco de Origanum Vulgare.

Fig. 1. Proceso de obtencion del extracto seco Origanum Vulgare.
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Fig. 2. 2,5g extracto seco Origanum Vulgare.

Anexo 3: Preparacion de las diferentes concentraciones del extracto

hidroalcohdlico de Origanum vulgare.

Fig. 1. Diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Origanum

vulgare.
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Anexo 4: Preparacion y Estandarizacion del inéculo de Streptococcus mutans
ATCC 25175 y Siembra en superficie en placas con agar Mueller Hinton.
Colonias de Streptococcus mutans para suspension.

Preparacion de la suspension bacteriana en tubos con caldo Mieller Hinton.
Suspension de S. mutan, estandarizado (1.5 x108 UFC/mL).

Siembra en superficie del inéculo en placas con agar Mueller Hinton.

Fig. 1. Preparacion y Estandarizacion del in6culo de Streptococcus mutans ATCC 25175 y Siembra en

superficie en placas con agar Mueller Hinton.
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Anexo 5: Evaluacion por el método de difusion en pozo. Placas inoculadas

después de 24 horas de incubacion.

Fig. 1. Actividad antibacteriana del extracto Hidroalcohdlico de Origanum wvulgare sobre
Streptococcus mutans

Fig. 2. Zona de inhibicion del extracto Hidroalcohdlico de Origanum vulgare sobre
Streptococcus mutans
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