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GLOSARIO

M.I.C : concentracion minima inhibitoria

U.F.C : unidad formadora de colonia

H202 : Perdxido de Hidrogeno

TSY20B : Trypticasa soya - extracto de levadura, Sacarosa,Bacitracina
RAW : Células de macréfago de raton

ATCC : American Type Culture Collection

mL  : Mililitro

Mg : Microgramo

nm  : nanometro

DMEM : suplementado con suero bovino fetal, bicarbonato de sodio,
penicilina y estreptomicina

MTT : (Bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
DMSO: Dimetilsulfoxido

AE  : Aceites Esenciales

CHX : Clorhexidina

E.E.P.P: Extracto Etanolico de Propoleo Peruano
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RESUMEN

PROBLEMA. El Streptococcus mutans es el microorganismo mas relacionado con
la caries dental, En la actualidad existen numerosas alternativas para contribuir a
la reduccidon de microorganismos presentes en la placa dental una de estas es el
uso de enjuagues bucales como la clorhexidina. Diversos autores han estudiado la
posibilidad de utilizar métodos naturales con extractos de aceites esenciales los
cuales han tenido efectos favorables sobre la reduccién de microorganismos

presentes en cavidad oral.

OBJETIVO. Evaluar clinicamente la efectividad de un enjuague bucal a base de
aceites esenciales Eugenia caryophyllata thunberg “clavo de olor” Citrus tangerina
“‘mandarina”’Ocimum basilicum“albahaca“sobre placa dental y especificamente

microorganismos cariogenicos como el Streptococcus mutans.

METODOLOGIA. se toman 32 sujetos de los cuales a 16 se les aplicé enjuague a
base de aceites esenciales y a 16 enjuague clorhexidina, colocado en una placa
de acrilico palatal con una porcién de esmalte sano por 8 dias, posteriormente se
realizd la recoleccién de la placa bacteriana de estos porciones de esmalte y
también placa bacteriana de los dientes como grupo control negativo; pesamos,
luego realizé zonicacion con una amplitud del 5% a 40w, 5 pulsos en 0,9
segundos, para unificar la suspension bacteriana, posteriormente se realizé la
siembra en medio TSY 20B, incubamos y finalmente procedimos a realizar el
conteo de las unidades formadoras de colonias de Streptococcus mutans en el

esteromicroscopio.(Leica Mz 95)

RESULTADOS. como resultado de la comparacion de los valores de las
UFC(unidades formadoras de colonia), mediante el andlisis de varianza a una via

para los dos tratamientos bucales y su respectivo control, encontrandose que
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estos presentaban diferencias estadisticamente significativas con p-valor menor a
0,05 En donde la mayor cantidad de colonias para el grupo de enjuague de aceites
esenciales fue de 650.000 UFC ug/mL, en el grupo de enjuague con clorhexidina
(control positivo) la mayor cantidad de colonias fue de 580.000 UFC ug/ml, asi
mismo la mayor cantidad de colonia para el grupo control (negativo) fue de
2'730.000 UFC ug/mL.

CONCLUSION. Los aceites esenciales son alternativas en la reduccion de la
colonizacion de Streptococcus mutans en la placa dental, al presentar un

comportamiento casi similar a la clorhexidina.

PALABRAS CLAVE: Aceites esenciales, clorhexidina, caries

dental,Streptococcus mutans , carga bacteriana, placa dental, (DECS)
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INTRODUCCION

En Colombia, segun el Programa Nacional de Salud Bucal del Ministerio de Salud
la caries dental es considerada uno de los principales problemas de salud publica,
debido a su alta prevalencia y severidad ya que es muy dificil lograr que el
paciente se cepille continuamente, use el hilo dental, enjuague bucal y que, en
general, tenga buenos habitos de higiene bucal, herramientas que minimizan tanto

la caries como la enfermedad periodontal.

Para comenzar la caries es una de las enfermedades mas frecuentes que
encontramos en cavidad oral. Resulta de un desequilibrio entre la superficie dental
y el fluido de placa bacteriana circundante y afecta la mayor parte de la poblacién

principalmente la infantil*,

Dentro de la etiologia de la caries dental, encontramos relacionados diversos
microorganismos destacandose el Streptococcus mutans , como el causante
namero uno de la enfermedad debido a sus caracteristicas de aciduricidad y
acidogenicidad.

Bacterias acidogénicas tales como Streptococcus mutans y especies de
Lactobacillus ssp producen productos metabdlicos, tales como &cido lactico y
acido acetico con valores de pKa(funcion p de la constante de acidez) de 3,86% y
4,75%. Tales acidos pueden reducir el pH de la placa por debajo de 5,5, lo que

conduce a la iniciacién y el desarrollo de caries.

1 EKSTRAND KR, RICKETS DNJ, Kidd EAM. OcclusalCaries.En: Pathology, Diagnosis and Logical
Management. DentUpdate. 2001, vol.28, p. 380 — 7

13



La formacién de la caries dental es causada por la colonizacién y la acumulacion
de microorganismos orales siendo la adhesién el primer paso en el proceso de

colonizacion.

En esta patologia, las bacterias streptococcus del grupo mutans estan asociadas
con mayor frecuencia al desarrollo de lesiones cariosas, por lo que, se observa
como estos microorganismos desempefian un papel preponderante en la
patogenia de la caries, debido a su capacidad para favorecer la desmineralizacion

del diente.

Ahora bien con el objeto de evitar la accion de estas bacterias se han utilizado
diferentes estrategias y procedimientos a partir de una fuente de materia prima
mas econdmica y natural. Es asi, como se ha investigado y demostrado la accion
antimicrobiana de diversos productos naturales sobre las bacterias productoras de

caries como el cardamomo, clavo de olor,etc.

La actividad antimicrobiana in vitro, tiene una amplia dedicacion en las
investigaciones, mas no asi los estudios in vivo donde se usen los aceites

esenciales como enjuagues en la prevencion de enfermedades orales.

En concordancia con tales consideraciones, el objeto de la investigacion, fue
evaluar clinicamente la eficacia antimicrobiana in vivo de la mezcla de aceites
esenciales a base de esencias de: clavo de olor, albahaca, mandarina en forma de

enjuague sobre Streptococcus mutans .

14



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro de las enfermedades mas frecuentes en cavidad oral, se encuentra la
caries y la gingivitis, las cuales son causantes de las enfermedades mas
prevalentes en cavidad oral. Estas enfermedades se encuentran relacionadas con
diversos microorganismos siendo el Streptococcus mutans, el microorganismo
mas relacionado con la caries dental. Teniendo en cuenta, estos
microorganismos como el principal factor etiolégico de dicha enfermedad, nos
conduce a disefiar diversas medidas de prevencion que nos ayuden a la
eliminacién o disminucién de éste a nivel de cavidad oral, Por consiguiente es de
mucha importancia crear varias estrategias que garanticen un control
microbiologico y colaboren con el cepillado dental; es alli donde el uso de
antimicrobianos y antisépticos, de uso tépico o local principalmente son

alternativas importantes.

La caries dental es un proceso dinamico que ocurre en los depdsitos
microbianos sobre la superficie dental, resulta del desequilibrio entre la superficie
dental y el fluido de placa circundante de tal forma que, en el tiempo, el resultado

neto puede ser una pérdida de mineral de la superficie dental®.

El dltimo estudio de salud bucal revel6 que el 60,4% de los nifios de 5 aflos tienen
historia de caries dental y que cada nifio tiene en promedio tres dientes afectados,
a los 7 afnos el 73,8% han experimentado caries en los dientes primarios y el 19,9

% en los permanentes®.

2 MINISTERIO DE SALUD COLOMBIA .Estudio Nacional de Salud Bucal. Serie Documentos Técnicos. tomo
VII. Bogota.1999.

3 Ibid., p. 3
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Los autores Gonzalez y col en el afio (2005), realizaron un estudio en la
poblacion escolarizada entre 5 y 14 afios de la Boquilla, Cartagena, se observé un
alto porcentaje en la prevalencia de caries del 99% y un indice de placa bacteria
de79 %",

Teniendo en cuenta esta prevalencia se tiene como estrategia para evitar estos
problemas de salud publica, diversos métodos dentro de los cuales estan , los
enjuagues bucales a base de aceites esenciales, los cuales son soluciones que
se emplean después del cepillado con el fin de eliminar gérmenes y bacterias que
ayudan a la formacién de la placa bacteriana®.

Los Streptococcus mutans son cocos Gram-positivos, inmdéviles, anaerobio
facultativo que puede metabolizar los hidratos de carbono y se consideran el
principal agente etiol6gico de la caries dental®, La cariogenicidad de esta bacteria
estd asociado a varios factores como el dextrano, la produccién de alta

concentracion de acido en la placa y la actividad glucosiltransferasas.

Los glucanos insolubles en agua son importantes constituyentes del biofilm de
placa dental ya que facilitan la acumulacion de Streptococcus mutans y otras
bacterias orales, La formacion de biopelicula se ve influida por la cantidad de

glucosiltransferasas producidas por Streptococcus mutans.

Los Streptococcus mutans son los patégenos mas frecuentes aislados de la placa

dental humana y su prevalencia se ha reportado en varios estudios

“GONZALEZ F, ALFARO L, NIETO C, CARMONA L. Evaluacion de las condiciones de salud oral y los
conocimientos en nifios escolarizados entre 5 y 14 afios de la poblacion de Boquilla Cartagena de indias2005.
En: revistacientificaUn Bosque odontologia. 2006, vol.12, N° 1, p. 25-34.

5 SOUTHERN E, MCCOMBS G, TOLLE S Lynn, MARINAK Ken.The Comparative Effects of 0.12%
Chlorhexidine and Herbal Oral Rinse on Dental Plaque-Induced Gingivitis. En:Journal of Dental Hygiene.
January 2006, vol. 80, No. 1,

® TANZER JM, LIVINGSTON J, THOMPSON AM. The microbiology of primary dental caries in
humans.En:JDentEduc.2001, vol. 65, p.1028-37
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epidemioldgicos’ La participacion de este microorganismo ha impulsado el interés
en el conocimiento de susceptibilidad a los agentes antimicrobianos.

Cragg y cols,, 1997,establecié que los productos naturales usados durante miles
de afios en la medicina popular son hoy prometedores para el descubrimiento de

las fuentes de nuevos agentes potencialmente terapéuticos antimicrobial®,

Un estudio realizado en Brasil muestra que la planta Mikania género (familia
Asteraceae) una enredadera sub-matorral de ramas lefiosas, conocido
popularmente como "Guaco" Celeghini et al,, 2001, destacada por sus mdultiples
propiedades farmacoldgicas, especialmente anti-inflamatorios, anti-alérgica,

analgésico y antimicrobiana®.

Las drogas convencionales suelen proporcionar una terapia eficaz contra las
infecciones bacterianas, sin embargo, hay un creciente problema de la resistencia
a los antibidticos y una necesidad continla de nuevas soluciones, Aunque los
productos naturales no son necesariamente mas seguros que los antibioticos
sintéticos, algunos pacientes prefieren utilizar los medicamentos herbarios. Asi,
profesionales de la salud deben ser conscientes de las pruebas disponibles para
los antibioticos a base de hierbas MM Fani, J Kohanteb,es asi como ellos
estudiaron in vitro la actividad inhibitoria de extracto de ajo en multiresistente
(MDR) cepas de Streptococcus mutans aisladas de humanos en dientes cariados.
De los 105 dientes cariados prueba, 92 (87,6%) aislamientos de Streptococcus
mutans fueron recuperados, entre los cuales 28 (30,4%) fueron MDR, ya que eran
resistentes a cuatro o mas antibidticos. La concentracion minima inhibitoria de
clorhexidina (MIC) para la MDR y Streptococcus mutans MDR no vari¢ de 2 a 16
mg -1 y de 0,25 a 1 mg -1, respectivamente (P <0,05).Todos los aislamientos,

"STRAETEMANS MM, VAN LOVEREN C, DE SOET JJ, DE GRAAFF JJ, TENCATE JM. Colonization with
mutans streptococci and lactobacilli and the caries experience of children after the age of five. En: J Dent Res.
1998, vol. 77, p.1851-5

®Ibid., p. 1851-4

*YATSUDA R, ROSALEN P.L, CURY J.A., R.M. MURATA, REHDEV.L.G. R, MELO L.V., H.KOO. Effects of
Mikania genus plants on growth and cell adherence of mutans streptococci - Journal of Ethnopharmacology.
2005, vol. 97, p.183-189.
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MDR y no-MDR de Streptococcus mutans fueron sensibles al ajo, extracto con el
centro de control de 4 a 32 mg -1, Teniendo en cuenta los datos in vitro obtenidos
en ese estudio, los enjuagues o pasta dentifrica que contenga la concentracion
6ptima de ajo podria ser utilizado para la prevencién de caries dental®.

RK Srikanth y cols,realizaron un estudio para evaluar el efecto de la acumulacion
de placa y streptococcus mutans cuando se utiliza en CBHE (extracto cascara de
cacao) como un enjuague bucal de los nifios, el enjuague CBHE fue altamente
eficaz en la reduccién de los recuentos de estreptococos mutans y la acumulacion
de la placa cuando se utiliza como enjuague bucal de los nifios, Es factible poder
incorporar el chocolate en goma de mascar, enjuagues bucales, y bebidas para
prevenir la caries dental, Aunque no se observaron efectos secundarios durante el
periodo de estudio, la queja comun expresada por los nifios fue en relacién con el

sabor amargo del enjuague™”.

Un estudio realizado por Salazar L y cols,sobre la actividad antimicrobiana in vitro
de cuatro muestras de mieles, sobre los recuentos de Streptococcus mutans ,en
escolares con alto riesgo de caries dental, mostraron que segun el recuento de
Streptococcus mutans en saliva de 20 escolares, era del 45% de los escolares
analizados, encontrandose entonces en la categoria de alta actividad
cariogénicas. Ademas, se observdé que el 100% de los nifios presentaba
Streptococcus mutans en su saliva, verificandose que las cuatro muestras de miel
analizadas en este estudio presentaban similar actividad antibacteriana sobre
estos microorganismos (p=0,7156) todas las concentraciones de miel investigadas
(5, 15, 30 y 35%) produjeron inhibicién del crecimiento de estreptococos del grupo
mutans,en diferentes magnitudes (p< 0,0001), Sin embargo, las concentraciones

de miel que ocasionaron una mayor reduccion del numero de unidades

°FANI MM, KOHANTEB J, DAYAGHI M. Inhibitory Activity of Garlic (Allium sativum) extract on multidrug-
resistant Streptococcus mutans.En: Official publication of Indian Society of Pedodontics and Preventive
Dentistry. 2007, vol. 25, N° 4, p. 164-168.

1 SRIKANTH RK, SHASHIKIRAN ND, SUBBA REDDY VV. Chocolate mouth rinse: Effect on plaque
accumulation and mutans streptococci counts when used by children. En: J Indian SocPedodPrev Dent. Jun
2008, vol. 26, N° 2, p. 67-70.

18



formadoras de colonias de Streptococcus mutans fueron 30 y 35% v/v, no

existiendo diferencias significativas entre estas dos concentraciones*?.

En la actualidad existen los agentes antimicrobianos, llamados colutorios, que

inhiben quimicamente la formacion o proliferacion de la placa.

Entre estos la clorhexidina que tiene gran afinidad por las superficies dentarias y
tisulares y ello sirve como depdsito debido a su alta eficacia en la eliminacion de
microorganismos cariogénico Yy su sustantividad se considera el gold standar de
los antisépticos. Tanto los colutorios de aceites esenciales como los de
clorhexidina penetran el biofilm bacteriano y son reactivos contra las bacterias

embebidas en el mismo®.

Existen estudios que hacen referencias de otros aceites esenciales como el clavo
de olor, albahaca y mandarina donde prometen ser antibacterianos, por ejemplo
Betoni et al,, 2006 en Brasil con el clavo de olor;Runyoro 2010 con la albahaca y
Ayoola et al,, 2008 con la mandarina; sin embargo no hay evidencias
bibliograficas si la sinergia de estos tres aceites esenciales son potentes

antimicrobianos como la clorhexidina.

Ahora bien el aumento de la resistencia a los antimicrobianos disponibles, llama la
atencién de la comunidad cientifica con respecto a la busqueda de nuevos drogas
rentables de origen natural o sintético'® .Algunos estudios han sefialado que las

plantas derivadas de los aceites esenciales pueden ser una alternativa efectiva

2SALAZAR L; MEDINA F; DONOSO F; BARRIENTOS L; SANHUEZA A. Action In vitro Antimicrobial Activity
of Honey on mutans Streptococci. En: International Journal of Morphology version On-line. 2009, vol. 27, p.77-
82

BGAMBOA F; ESTUPINAN M; GALINDO A. Presence of Streptococcus mutans in saliva and its relationship
with dental caries: antimicrobial susceptibility of the isolates. UniversitasScientiarum. En: revista de la facultad
de ciencias Pontificia Universidad Javeriana. vol. 9, p. 23-27.

“PALOMBO Enzo A. traditional medicinal plant extracts and natural products

with activity against oral bacteria: potential application in the prevention and treatment of oral diseases. En:
evidence-based complementary and alternative medicine. 2011, vol.1, p.15.
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para superar la resistencia microbiana y por ende susceptible a los patégenos

orales®.

La eliminacion mecéanica de la placa es aun la técnica mas usada para evitar las
enfermedades dentales y conservar la salud bucal, no obstante un mejor
razonamiento de la naturaleza infectante de los padecimientos dentales revitaliza
de modo notable el interés por los métodos quimicos de control de la placa, sin
obviar los métodos naturales que en la actualidad resultan de mucha beneficencia
El enjuague de Clorhexidina presenta, no obstante, ciertas desventajas como que
puede provocar la aparicion de manchas oscuras en los dientes, en la lengua y en
las restauraciones, también puede alterar las percepciones del gusto hasta cuatro
horas después del enjuague y en algunos casos su uso ha sido asociado con la
aparicion de célculos supra gingivales'®. Estos efectos no deseados que son
derivados del uso regular no se han observado de forma habitual con los
enjuagues a base de aceites esenciales, si bien existen algunas quejas sobre su

sabor?’.

Generalmente es recomendable el uso de los enjuagues después del cepillado y la
limpieza interdental. No obstante con la Clorhexidina, y dado que muchos
ingredientes de los dentifricos pueden reducir su eficacia antibacteriana, se
recomienda eliminar totalmente cualquier resto de la pasta dental o bien esperar
treinta minutos entre el cepillado y el enjuague. Los pacientes que utilizan

enjuagues a base de aceites esenciales no necesitan tomar estas precauciones®®.

El uso a largo plazo de los enjuagues a base de aceites esenciales ha mostrado
ser seguro y sin efectos adversos en la composicion microbiana de la placa supra

gingival, mas aun, la microflora no ha mostrado cambios en la susceptibilidad al

> DORMAN H.J.D, DEANS S.G. Antimicrobial agents from plants: antibacterial activity of plant volatile oils. En:
Journal of Applied Microbiology. 2000, vol. 88, p. 308-316

5CIANCIOS.Use of mouthrinses for professional indications.En: Journal Of Clinical
ManagementPeriodontology.1988, vol. 21, p. 59-78.

“DEPAOLA LG, OVERHOL SERCD, MEILLERTF.Chemotherapeutic inhibition of supragingival dental plaque
and gingivitis development.En: J. ClinPeriodontol. 1989, vol. 16, p.311-315..

BSANTOS A.Evidence-based control of plaque and gingivitis.En: J. ClinPeriodontol. 2003, vol. 30, p. 13-16.
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antiséptico sugiriendo que los enjuagues de aceites esenciales no desarrollan
resistencia antimicrobiana’®. Una ventaja de los aceites esenciales sobre la
clorhexidina usandolo a largo término, es la ausencia de efectos adversos
desagradables para el paciente que le pueden dar mayor conformidad en el

tratamiento®°.

Luego en esa busqueda, se propone la utilizacion de productos naturales como
solucion a los problemas médicos y odontoldgicos, los investigadores de esta
investigacion plantean el siguiente interrogante ¢Cual es la efectividad de los
aceites esenciales Eugenia caryophyllata thunberg “clavo de olor” Citrus tangerina
“mandarina” Ocimun basilicum “albahaca en comparacién con un enjuague a base
de clorhexidina para reducir las Unidades formadoras de colonia de Streptococcus

mutans ?

MINAH GE, DEPAOLALG, OVERHOL SERCD.Effects of 6 months use an antiseptic mouthrinse on
supragingival dental plague microflora.En: JClinPeriodontol.1989, vol.16, p. 347-352.
OVERHOLSER C. Comparative effects of 2 chemotherapeutics mouthrinses on the development of
supragingival dental plaque and gingivitis. En: J Clin Periodontol.1990, vol.17, p. 575-579.
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2. JUSTIFICACION

La salud bucal al igual que la salud en general tiene una importancia relevante
para los seres humanos, la cavidad oral es parte primordial de nuestro cuerpo, con
lo cual no solo se demuestra cultura en higiene personal sino también en el estado

de salud en general.

La incidencia de caries dental, gingivitis en la poblacion infantil indica que la
mayoria de los casos la higiene oral diaria podria y deberia ser mejorada
considerablemente. Las limitaciones de la practica de higiene cotidianas sugieren

que se necesita la aplicacion de otras estrategias.

Para mantener la salud en la cavidad oral, en la actualidad existen en el mercado
una cantidad considerable de antimicrobianos de diferentes marcas pero existe la
necesidad de buscar uno tan efectivo como la clorhexidina, menos costoso, facil

acceso y manejo y sobre todo pocos efectos indeseables.

Por lo que este trabajo de investigacion pretende evaluar la efectividad de un
enjuague bucal a base de aceites esenciales sobre Streptococcus mutans, datos
que se obtendran a partir de pruebas microbiolégicas en el laboratorio, para
determinar la eficacia antimicrobiana que existe con estos productos sobre las

colonias en crecimiento de bacterias que habitan la placa bacteriana.

Este tipo de trabajo es pertinente debido a que permite el desarrollo de modelos
innovadores de intervencion preventiva en poblaciones vulnerables asi como

también reviste interés para la sociedad y/o profesién Odontoldgica.

En tal sentido comprende un aporte de los hallazgos de conocimientos basicos

gue sobre el tema ha conseguido en la universidad y ofrecer informacion referente
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para la ejecucion de investigaciones preventivas tendientes a la solucion del
problema: caries dental y ademés parece razonable por tanto que estos agentes
antimicrobianos coadyuven con el control de placa bacteriana junto con el control

mecanico y compensar las desmotivaciones en los pacientes.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar clinicamente la efectividad de un enjuague bucal a base de aceites
esenciales Eugenia caryophyllata thunberg “clavo de olor” Citrus tangerina
“mandarina”’Ocimum basilicum“albahaca” sobre placa dental y especificamente

microorganismos cariogenicos como el Streptococcus mutans.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Describir las condiciones sociodemograficas de los sujetos.

Evaluar la citotoxicidad de la mezcla ideal.

A\ 4

» Determinar la cantidad de unidades formadoras de colonias que estan
presentes en placa dental luego de la aplicacién de clorhexidina.

» Determinar la cantidad de unidades formadoras de colonias que estan
presentes en placa dental luego de la aplicacién de la mezcla de aceites
esenciales.

» Comparar la eficacia de las 2 intervenciones.
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4. MARCO TEORICO

La caries es una de las enfermedades mas frecuentes que encontramos en

cavidad oral.

La caries dental es un proceso infeccioso, localizado y transmisible que conlleva a
la destruccion del tejido dental duro Streptococcus mutans, microorganismo
normal de cavidad oral, tolerador y generador de &cidos, es considerado el
principal agente causal de la caries. Diferentes estudios han demostrado la
correlacién y no correlacibn de Streptococcus mutans con la prevalencia de

caries®'.

4.1 CARIES DENTAL

Hacia el afio 1980, Miller describié el origen microbiano de la caries dental, sin
ningdn impacto en su tratamiento, hasta que se inicio la nueva era de
investigacion sobre la placa bacteriana. Anteriormente se creia que una vez
instaurada la lesion seguia creciendo. Por esto las investigaciones se

fundamentaron en los factores responsables del inicio del proceso.

Simultaneamente, la investigacion biologica ha descubierto que el desarrollo de la
placa implica una amplia gama de cambios, desde la disolucion microscopica de

cristales hasta el diente careado visible.

Asimismo, la aplicacion de modernos cuidados sanitarios dentales implica un
profundo conocimiento de la importancia relativa de los factores ambientales en la

cavidad bucal que rigen el desarrollo y la progresion de la caries.

“'GAMBOA F. Op. Cit., p. 25
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Actualmente es ampliamente aceptado el hecho de que el inicio del proceso
carioso sea inevitable a nivel de los cristales. Sin embargo, la progresion de una
lesion microscopica a una lesion clinicamente detectable y la progresion en si de
lesiones tempranas clinicamente detectables no es unidireccional, debido a que en
sus estadios iniciales el proceso puede ser detenido y una lesién de caries puede

volverse inactiva.

La caries puede afectar esmalte, dentina y cemento. Las destrucciones localizadas
de los tejidos duros, son los sintomas de la enfermedad estos pueden clasificarse
sobre una escala desde la pérdida inicial de mineral a nivel ultraestructural hasta

la total destruccion del diente??.

4.2 PLACA DENTAL

La placa dental puede definrse como la diversa comunidad
de los microorganismos encontrados en la superficie del diente como un biofilm,
embebidos en una matriz extracelular de los polimeros de

de acogida y de origen microbiano®.

En el microscopio electrénico la placa dental establecida es observada como una
capa delgada celular y débilmente granular, sobre la superficie del esmalte. Esta
delgada e insignificante capa desempefa un papel importante y a veces, decisivo,
en los sucesos que tiene lugar en la superficie del diente y que a veces acaban

con la formacién de una lesién de caries.

La primera capa acelular llamada pelicula adquirida, forma la base para la
adhesion de los microorganismos que posteriormente se desarrollaran en la placa
dental, si una superficie de esmalte limpia se expone a la saliva, esta es

recubierta en cuestibn de segundos por una delgada pelicula organica. Los

2GARY M. WHITFORD L. WASDIN T. SCHAFER M. Plague Fluoride Concentrations Are Dependent on
Plague Calcium Concentrations.En: Caries Res. 2002, vol. 36, N° 256, p. 265.

BEEJERSKOV O, KLARSON BH. Dynamics of caries lesion formation.En: Fluoride in Denttistry.Munksgaard,
Copenague. Dinamarcal996, Cap. 11, p. 187-213.
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estudios, tanto in vitro como in vivo, han demostrado que las proteinas de la saliva
constituyen el elemento principal de esta pelicula organica, para la absorcién

selectiva de proteinas salivales por el cual se forma la pelicula®*.

La union de las primeras moléculas de la pelicula adquirida a la superficie del
esmalte es probablemente instantanea, y una superficie de esmalte limpia es
presumiblemente cubierta, en cuestion de pocos segundos o menos. El tiempo
requerido para que la pelicula alcance el maximo grosor aun no es conocida y hay
indicaciones de que la velocidad de formacion puede variar de un individuo a otro,
0 quiza en un mismo individuo, de un momento a otro. Ha habido pocos intentos
para medir la velocidad de formacion, pero los resultados parecen mostrar que la
pelicula aumenta en grosor durante las primeras 1-2 horas y que el proceso se

nivela a una velocidad mucho mas lenta.

Hay varias apreciaciones del grosor de la pelicula adquirida y la mayoria de
investigadores estan de acuerdo sobre un grosor entre unos pocos micrones por

encima de 10 .

Una afinidad de la proteina por el hidroxiapatita esta relacionada a la carga de la
proteina, y varios estudios han demostrado que la adicion de iones influye en gran

manera en el proceso de absorcion.

La composicion de aminoacidos en la pelicula se caracteriza por la relativa gran
cantidad de aminoacidos acidos y neutros, mientras que la cantidad de los
aminodacidos basicos y que contienen sulfuro es relativamente pequefa o falta del

todo.

Los andlisis de hidrato de carbono del material de la pelicula han demostrado que
més del 50 % del peso de hidrato de carbono era glucosa. Esta es un hidrato de

carbono que esta presente en las glicoproteinas salivales en solo pequefias

4ibid., p. 195-209.
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cantidades.Se ha sugerido, por tanto, que la glucosa encontrada en el material de
la pelicula presenta residuos de polisacaridos extracelulares bacterianos.

Estos polisacaridos bacterianos son generalmente glucanos; por tanto, pueden
muy bien ser el origen de la glucosa. Los otros hidratos de carbono presentes: la
maltosa, la galactosa y la galactosamina probablemente son indicaciones de la
presencia de glicoproteinas en la pelicula.Por otra parte se han atribuido varias
funciones a la pelicula adquirida, entre las que se encuentran: proteccion de la
superficie del esmalte, influencia en la adherencia de los microorganismos orales,
como un sustrato para los microorganismos adsorbidos y formacion de un

reservorio de iones protectores, incluyendo el fluoruro?®.

Varios investigadores han demostrado que al menos parte de la pelicula es
resistente al acido. Por tanto, es probable una cierta proteccion del esmalte al

acido de las bacterias y de la dieta®®.

La pelicula es también resistente a las acciones abrasivas, dado que es necesario
el uso de piedra pémez o cepillos duros para extraerla de la superficie del

esmalte?’.

La presencia de un biofilm microbiano no necesariamente indica presencia de
caries dental pero si es necesaria para que produzca la lesién, esto depende de la
actividad metabdlica de la placa sobre la superficie del esmalte asociada con
factores como la fluctuacién del pH de placa. Este proceso se considera inevitable
y dependiente de la actividad de la placa, y su progreso desde un cambio
ultraestructural hasta la cavitacion, esta marcada por estadios iniciales no

cavitados susceptibles de remineralizarse.

“bid., p. 187-190
*Ibid., p. 190-200
“Ibid., p. 200-205
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La lesion cariosa se origina a través de un proceso de desmineralizacion del
esmalte dental. Dicho proceso no ocurre, inicialmente, en la superficie sino en
algunas decenas de micrones por debajo de esta. La desmineralizacion ocurre
por disolucion quimica de las apatitas que constituyen el mineral de esmalte, como
consecuencia de la difusion de &cidos organicos (lactico, Acético y Propionico) a
través de los poros o microcanales.intercristalinos que contienen agua y

compuestos organicos?.

La atricion natural, los depdsitos microbianos, los hidratos de carbono
fermentables y el tiempo, son factores necesarios para desarrollar caries®.
Sin dejar de lado los aspectos sociales, tan necesario cuando se trata de

establecerle a la caries un enfoque distinto del biolégico.

Debido a que es muy dificil controlar el consumo de hidratos de carbono en los
nifos y otros factores intrinsecos al huésped, en el enfoque global en el
tratamiento no operatorio, ha estado el manejo de la placa en el hogar pero

también el profesional odontolégico actlia removiéndola en las areas de retencion.

4.3 COLONIZACION DE MICROORGANISMOS ESPECIFICOS

La colonizacién por microorganismos especificos comprende varias fases que
involucran la deposicion, adhesion, coagregacion, crecimiento y reproducciéon de
los microorganismos adheridos sobre la pelicula adquirida. Luego de formada la
pelicula adquirida, ésta es colonizada por microorganismos que residen en la
cavidad bucal. Las bacterias se adhieren a las glicoproteinas de la pelicula

adquirida depositada en la superficie del diente, de forma casi inmediata °.

8|bid.,p204-213

#K.R. EKSTRANDM.E.C.Christiansen Outcomes of a Non-Operative Caries Treatment Programme for
Children and Adolescents. Department of Cariology and Endodontic, Dental Faculty, University of
Copenhagen, Copenhagen and Public Dental Health Service, Municipality of Nexd, Nex6 , Denmark .En:
Caries Research. 2005, vol.39, p. 455—-467.

®GUILARTE, C. y PERRONE, M. Microorganismos de la placa dental relacionados con La Etiologia de la
Periodontitis._ En: Acta odontol. Venez. 2004, vol. 42, N° 3, p.213-217. ISSN 0001-6365.
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Streptococcus sanguis, es el primer microorganismo que es adherido a la
superficie de la pelicula adquirida y como tal, inicia la colonizacidbn microbiana en
la formacion de placa dental supragingival e inmediatamente el Actinomices
viscosus .éstos son los microorganismos pioneros en la colonizacion de la placa
dental, y que la asociacion de estas bacterias con la superficie del diente es
considerado como un prerrequisito para la colonizacion posterior de especies de

Veillonella ssp.y Fusobacterium ssp.

Otras bacterias que inician el proceso de colonizacién son Streptococcus ssp del
grupo oralis, Streptococcus oralis,Streptococcus mitis,Actinomices ssp,Neisseria

ssp, y Haemophilus ssp*".

Después de siete dias de formada la placa dental, las especies de Streptococcus
contindan siendo el grupo predominante, pero a las dos semanas comienzan a
predominar los bacilos anaerobios Yy las formas filamentosas .Estos cambios
microbianos que se van produciendo van ligados a diversas causas, tales como:
antagonismo por competencia de sustratos; produccién de H,0,; y especialmente
por el consumo de oxigeno en el ambiente, por lo que ocurre una sustitucion de
especies bacterianas Gram positivas facultativas por especies bacterianas
anaerobias facultativos y estrictas Gram negativas, proceso llamado Sucesion

Autogénica®.

Investigaciones realizadas refieren que los microorganismos secundarios que se
adhieren a las bacterias presentes en la masa de la placa son Prevotellascheii,P,
intermedia,Capnocytophaga ssp,Fusobacterium nucleatum y Porfiromonas
gingivalis; dichas bacterias se adhieren a otras bacterias ya presentes en la masa
de la placa dental *.

Un aspecto que juega un papel preponderante en el crecimiento y posterior

maduracién de la placa dental, es el fenomeno de Coagregacion entre células

1bid., p. 215

21hid., p. 215

¥ KOLENBRANDER P, PHUCAS C.Effect of saliva on coagregation of Actinomyces and Streptococcus
species.En: Infectimmun. 1984, vol. 44, p. 228 — 233.
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microbianas, en el cual la adherencia de nuevos microorganismos se realiza sobre
la primera capa de estos ya unidos a la superficie del diente.Estas interacciones
suceden especificamente a través de proteinas de tipo lectinas y menos
especificas resultantes de las fuerzas hidréfobas, electrostaticas y de Van der
Walls 3, Se han descrito coagregaciones entre Streptococcus sanguis con
Actinomices viscosus,Actinomices naeslundii,Corynebacterium matruchotii y
Fusobacterium nucleatum, entre P,loescheii con Actinomices viscosus y entre
Capnocytophaga ochracea con Actinomices viscosus.También entre especies
Gram positivas como  Streptococcus  gordonii,Streptococcus  mitis,con
Corynobacterium matruchotii o con Propionibacterium acnes; entre especies Gram
positivas con Gram negativas como Streptococcus ssp,Actinomices ssp,con
Prevotellasp y Porphyromonassp,,Capnocytophagasp,,Fusobacterium
nucleatum,Eikeinella corrodens,Veillonellasp,, y entre especies Gram negativas

como Prevotella melaninogenica con Fusobacterium nucleatum®.

En la cavidad bucal se han aislado Streptococcus mutans ,Streptococcus
sobrinus,Streptococcus  salivarius,Streptococcus  parasanguinis,Streptococcus
sanguinis,Streptococcus cristatus,Streptococcus oralis,Streptococcus
mitis,Streptococcus constellatus,Streptococcus gordonii,Streptococcus sanginosus
y Streptococcus oligofermentans De todas estas especies Streptococcus mutans

ha sido la mas estudiada®®.

Entre los factores de patogenicidad presentes en Streptococcus mutans , estan:

a) poder acidogeno,aciddfilo y acidurico b) sintesis de polisacaridos extracelulares
de tipo glucanos insolubles y solubles, y fructanos c) sintesis de polisacaridos
intracelulares d) capacidad adhesiva por las proteinas salivales, que posibilitan su
adhesion a superficies duras en ausencia de glucanos, y capacidad agregativa y

coagregativa a través de mutanos y glucosiltransferasas y proteinas receptoras de

**FEJERSKOV 0. Op. cit., p. 191.2004
*GUILARTE, C.y PERRONE. Op. Cit., 213-217
®BECKER MR, PASTER BJ, LEYS EL, MOESCHBERGER , KENYON SG, GALVIN JL, BOCHES SK,

DEWHIRST FE, GRIFFEN AL. Molecular Analysis of Bacterial Species Associated with Childhood Caries.En: J
ClinMicrobiol. 2002, vol. 40, N°3, p. 1001-1009.
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glucanos y e) produccion de bacteriocinas con actividad sobre otros
microorganismos. La habilidad de Streptococcus mutans de sintetizar glucanos
insolubles, a partir de la sacarosa de la dieta, a través de las glucosiltransferasas,
facilita la formacién de la biopelicula dental®’.

Se ha demostrado que Streptococcus mutans esta implicado en el inicio de la
lesion de caries, mediante estudios realizados en animales de experimentacion,
entre los que se destaca el estudio de Fitzgerald y Keyes, en 1960, quienes
demostraron el papel de Streptococcus mutans como agente microbiano
cariogénico en caries experimental en hamster. También, quedé demostrada la
presencia de altos numeros de Streptococcus mutans en humanos, en las
muestras de placa dental en el sitio sobre lesiones de caries iniciales de mancha
blanca *. Ademas, van Houte, en 1994, sefial6 que Streptococcus mutans
constituye una alta proporcién de la flora cultivable antes y durante el inicio de la

lesion de caries™®.

Kleinberg, en 2002, observé que individuos con altos contajes de Streptococcus
mutans no necesariamente desarrollan lesiones de caries*’.Por otra parte,Okada y
col, observaron que Streptococcus sobrinus es mas acidogénico y mas acidurico
que Streptococcus mutans , y la coexistencia de ambas especies es un factor

determinante en el desarrollo de caries**.

"TONG H, GAO X, DONG X. Streptococcus oligofermentanssp.nov, a novel oral isolate from caries-free
humans.En: Int J SystEvol Microbial. 2003, vol. 53, p. 1101-1104

BMINAH GE, LOESCHE WJ. Op. cit., p. 55-61.

¥VAN HOUTE J. Role of Micro-organisms in Caries Etiology.En: J Dent Res. 1994, vol. 73, N°3, p. 672-681.
“°KLEINBERG I. A mixed-bacteria ecological approach to understanding the role of the oral bacteria in dental
caries causation: an alternative to Streptococcus mutans and specific-plaque hypothesis. En: Crit Rev Oral Biol
Med. 2002, vol. 13, p. 108-125.

“IOKADA M, SODA Y, HAYASHI F, DOI T, SUZUKI J, MIURA K, KOSAI K. PCR detection of Streptococcus
mutans and Streptococcus sobrinusin dental plaque samples from pre-school children. En: J Med Microbial.
2002, vol. 51, p. 443-447
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4.4 ACEITES ESENCIALES
Los Aceites Esenciales (AE) o esencias vegetales son liquidos de naturaleza
oleosa y volatil obtenidos de fuentes naturales en su mayoria insolubles en agua,

pero facilmente solubles en alcohol, éter, aceites vegetales y minerales

Existen diversas medidas preventivas para el control de la placa bacteriana pero
con el avance de la terapia a base de extractos naturales y los estudios que dia a
dia se realizan sobre estas, hacen que tome mayor fuerza y sean utilizadas como

otra alternativa.

Los extractos de plantas se han usado desde hace siglos para el tratamiento de
muchas patologias*,Si nos remontamos en la historia, el descubrimiento de un
hombre congelado en los Alpes de méas de 5300 afios de antigliedad,
perfectamente conservado y que tenia entre sus bienes varios frutos de
piptousbetulinus, de reconocida actividad antifingica **,nos aporta una idea del
conocimiento empirico por parte del poblador de aquella época sobre el beneficio

que producia el consumo de algunas plantas.

El primer tratado Helénico completo en materia de plantas medicinales del que se
tiene conocimientos fue redactado por Diocles de Carystos (siglo IV D, C,). El
tratado llamado phizotomicon, expone el origen, el reconocimiento y valor medico

de diversas plantas*.

Probablemente una de las primeras drogas tradicional que se transformé en una
droga alla a finales del siglo XVIII, fue la digital (Digitalis purpureal) lo cual

representa la farmacologia moderna*es oportuno mencionar que, entre las mas

“HALBERSTEIN, R.A.Medicinal Plants: Historical and cross —cultural usage patterns.En: Ann.Epidemiol.2005,
vol.15, N° .9, p.686-99.

“3CAPPASO L.A.5300 year'sago.The Ice Man Use Natural Laxative and Antibiotics.En: lancet. 1998. vol.352 ,
N°.5, p.1864

“SHIVA C.M Y CALVO M.A. Aspectos sobre la capacidad antibacteriana de extractos naturales y acidos

organicos.En: Anales de la Real academia de doctores de Espafia. 2003, vol. 7, p. 121-129

“*GOLDMAN P. Herbal Medicine Today and Root of modern pharmacology.En: Ann Intern Med.2001,
vol.16135,, N°18, p. 594-00
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antiguas actividades del ser humano esta el estudio de plantas, en particular como
fuentes de alimento. Siempre, el hombre ha tenido la necesidad de hacer la
distincion entre aquellas plantas que eran venenosas y las que no lo eran,
adquiriendo asi un amplio conocimiento sobre aquellas que poseian propiedades
medicinales, que fue transmitiendo a través del tiempo al principio en forma verbal
y luego por medio de la escritura. Sin duda alguna, en el reino vegetal existen
muchas especies de plantas que contienen sustancias de gran importancia para la
medicina y que aun estan por descubrir. En la actualidad los extractos naturales
de plantas es una industria, que mueve bastante dinero alrededor del mundo se
conocen mas de 1340 plantas aproximadamente como potenciales fuentes
antimicrobianos *® pero se conocen mas de 250000 especies de plantas que

contiene una gran diversidad de componentes bioactivos.

Es destacable que los farmacos a base de plantas medicinales presenta una
ventaja respecto a los tratamientos quimicos, a menudo los extractos naturales
deben su actividad biologica al sinergismo entre sus diversos compuestos ya que
actuando por separado ofrece menor actividad que juntandolos. Se considera que
la toxicidad de los extractos es mas reducida cuando estan todos sus compuestos

que cuando se encuentran purificado, este fendmeno llamado buffering®’.

En cuanto a sus propiedades antimicrobianas, estas se atribuyen
fundamentalmente a algunos de sus componentes entre los que se destacan:
flavonoides, aceites esenciales terpenos y cumarina®®, los mecanismos exactos de
accion de los extractos naturales aun no se conoce de forma exhaustiva, pero es
sabido que generalmente deben su actividad bacteriostatica y bactericida a la
sobrecarga a la que someten a la membrana celular de los microorganismos,

hecho que determina que pierda su control e integridad.

“GouLD G.W.Industry Perspectives on the use of natural antimicrobial and inhibitors for food applications.En:
J.FoddProl (supl).1996. p. 82-86

“"POPPEENGA R.H. Risk associated with the use of herbs and other dietary supplements veterinary.En: Clin
North Am Equine practice.2001, vol. 17, N°3, p.455-77.

“8CALVO M.A,ANGULO E, COST-BATLLI ,SHIVA P , ADENLANTADOC, VICENTE A. Natural plant Extract
and Organic Acids: Synergism and implication an piglets intestinal microbiota biotechnology.2006, vol.5, N°2,
P.137-142
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Generalmente, la sintesis y acumulacion de los aceites esenciales se asocia a la
presencia de estructura histologica especializada, a menudo localizada sobre o en
la proximidad de las superficies de las plantas: células con aceites esenciales,

pelos secretores, canales secretores y glandulas secretoras.

Los aceites esenciales se pueden aislar de diferentes partes de las plantas:
e En las hojas (ajenjo, eucalipto, hierbabuena, limoncillo,toronjil,etc,)
e En laraiz (angélica,azafran,jengibre,valeriana,etc,)
e En las flores (manzanilla, clavo de olor, tomillo, arnica)
e En la semilla (cardamomo,anis,etc,)

e En el pericarpio del fruto (limén, mandarina, naranja)

Actualmente, las plantas medicinales estan recuperando parte del protagonismo
que tuvieron en los primeros tratamientos médicos, se percibe un nuevo
incremento de las aplicaciones terapéuticas de las plantas, una recuperacion de

Su uso.

En el dmbito odontolégico, el importante crecimiento mundial de la fitoterapia
dentro de los programas preventivos y curativos han estimulado la investigacion
con el fin de avalar la actividad antimicrobiana de distintos extractos de plantas
cuyo objetivo de ayudar en el control de la placa bacteriana y por consiguiente en

la disminucién de la caries dental y por qué no de la enfermedad periodontal.

La eficacia de algunos principios activos de origen natural ha quedado
demostrada, como es el caso de la accion vasodilatadora del Ginkgo Biloba y las
propiedades antidepresivas de la conocida como hierba de San Juan o

Hypericum®.

“°*ALONSO, J.Tratado de Fitofarmacos y nutracéuticos.En: Rosario: Editorial Habeas. 2004, p. 120-124.
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La medicina natural aunque ha sido utilizada como tratamiento médico general
desde hace muchos afios, es muy poco conocida como posible aporte al ambito

odontologico.

En los dltimos afios 10 afios se ha publicado una serie de articulos que nos
permiten actualizarnos en las investigaciones realizadas de los extractos
naturales usados en la actividad antimicrobiana en microorganismos cariogenicos
El 5 de octubre en la revista de odontologia de san marquina publico un articulo de
la actividad antibacteriana in vitro del extracto etanolico de propoleo sobre el
Streptococcus mutans y lactobacilos casaei cuyo objetivo fue evaluar la eficacia de
este producto, se evaluaron las cepas Streptococcus mutans y lactobacilos casei
para relacionarlas mas soluciones :0,8,20 y 30 % de extracto etanolico de
propoleo y compararla con la clorhexidina al 0,12%(como referente) y alcohol al
70%(como negativo),teniendo como resultado que Streptococcus mutans tuvo
mayor actividad, es inversamente proporcional a su concentracion, en el caso del
lactobacilos casaei la accion antibacteriana en las concentraciones del 0,8,20 y 30
% es significativa en comparacion con el testigo, concluyendo que la accién
antimicrobiana de extracto etanolico de propoleo en solucién al 0,8% tiene mejor
accion antibacteriana que la clorhexidina al 0,12%,en cambio la accién
antimicrobiana contra el Streptococcus mutans es mayor que la del lactobacilos
casaei en las concentraciones de 0,8 y 20%°.

Siguiendo las investigaciones de extractos naturales se realiz6 un estudio sobre el
efecto del té verde al 10 % en la formacion de la placa bacteriana por
Streptococcus mutans in vitro, usandose cepas de Streptococcus mutans , luego
realizé una infusion del té verde al 10%. sembré la cepa en caldo tripticasa de
soya (CTS) incubada a 37°c en 24 horas, a partir de este momento nuevamente
sembro 1ml en dos tubos con 9 de caldo sacarosa al 5% los resultados fueron

satisfactorios donde los cultivos de s mutans con la infusién del té verde

®EGUIZABAL Marly A. MORONI NAKATA Hilda .Actividad Antimicrobiana in vitro del extracto etanolico de
propoleo peruano sobre el Streptococcus Mutans y LactobacillusCasei.En: Odont San Marquina. 2007, p. 18-
20.
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mostraron poca formacién de la placa bacteriana los residuos formados tenian

muy poca adherencias con desprendimiento rapido.

Los polifenos del té verde se consideran inhibidores de adherencia de la placa
bacteriana por disminucion de la hidrofobicidad del Streptococcus mutans, el
extracto puede inhibir la actividad de los microorganismos cariogenicos por la
reduccion en la produccion de acidos, en conclusion el té verde pude ser usado
como un alternativa en la prevencion de la formacion de placa dental®.

Otro estudio de extractos naturales, fue realizado sobre la actividad de los
extractos vegetales que contienen polifenoles contra el Streptococcus mutans , el
objetivo fue evaluar la concentraciones minimas inhibitorias de los extractos de
propanona en solucion acuosa al 70% para ver el contenido de polifenol sobre el
Streptococcus mutans y otras bacterias, se uso la técnica de dilucion en agar para
ver la susceptibilidad como agente anticariogenico y los efectos sobre la adhesion
del Streptococcus mutans al vidrio. Con los resultados obtenidos,la concentracién
minima inhibitoria mas bajas fueron para los extractos de la piel de una uva roja
(0,5mg/) y del té verde y la piel de endrina (2mg/),Los extractos comerciales
tuvieron una actividad de la concentracién minima inhibtoria de 2 mg/ para los
extractos de té verde, extractos de semillas de uva y Pynogenol (extracto de pino)

todos los demas extractos tuvieron una CMI de mayor o igual del 4mg/.

El cacao no fermentado tuvo una actividad antimicrobiana mayor que el cacao
fermentado, la actividad del extracto fraccionado aumento con la magnitud de
polimerizacién de epicatecina. Este polimero tuvo una concentracibn minima
inhibitoria de 1mg/, los extractos fueron probados contra otras especies orales y
tuvieron efectividad contra especies gran positivas, se concluye que los extractos

del cacao fermentado, la fraccién de epicatecina, té verde y las semillas de uva

*’MOROMI NAKATI Hilda. Efecto del Té verde en la formacion de la placa bacteriana por el Streptococcus
Mutans. En: Odontol. Sanmarquina.2006. vol.9, N°2.
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roja fueron bacteriostaticos que evitaron la produccién de &cido cuando fueron

adicionadas las CMI a los cultivos Streptococcus mutans al vidrio®?.

Consecuentes a estas investigaciones se estdn comparando aceites esenciales
con la clorhexidina,es asi como Himratul Aznita y cols, hacen referencia de la
eficacia de la clorhexidina,hexetidina extractos Eugenia caryophyllus
comercializados en enjuagues orales para reducir la placa dental .El estudio se
realizd con el objetivo de comparar la eficacia de compuestos antimicrobianos en
la comercializacion de enjuagues bucales, clorhexidina (Oradex),hexetidina
(Bactidol) y Eugenia caryophyllus (clavo) extractos (MustikaRatu) en el control de
los nimeros de microbios de la placa dental y determinar la duracién de los
efectos en los microorganismos en la placa y la supresion de la reduccion con el
uso de los enjuagues bucales seleccionados. El efecto antibacteriano de todos los
enjuagues orales fueron evaluados en adultos sanos, que no estaban en ningun
tipo de tratamiento antibiético en los ultimos 6 meses y han sido probadas en
voluntarios por un periodo de intervalo de 30 minutos para un maximo de 90
minutos. Los voluntarios tuvieron que suspender normales hébitos de higiene oral
y en el dia de muestreo, la superficie de los dientes expuestos de cada voluntario
se tomd muestras de la superficie de los dientes con un hisopo, se diluyeron en
serie y agar BHI.El estudio mostr6 que, inmediatamente después de utilizar los
enjuagues orales respectivos, la clorhexidina fue méas eficaz que hexetidina y
extracto Eugenia caryophyllus en la reduccion de la carga microbiana y el
mantenimiento con mayor duraciéon en el control de la acumulacion de
microbios,Por otra parte, Eugenia caryophyllus actué mas rapido que demostrado
exhibir efecto de mas corta duracion en la placa®®pero también vemos en estudios
sus efectos adversos , asociados con el uso de clorhexidina, donde mostraron que
31 % de los sujetos que usaron el enjuague tuvieron efectos adversos que fueron

cambios de sabor en un 19,3% y manchas en los diente, lengua y dentaduras en

*2.SMULLEN G.A, KOUTSOU H.A, FOSTER A, ZUMBE. Actividad antibacteriana de los extractos vegetales
que contienen polifenoles contra el Streptococcus Mutans. En: Biomedical Science Research Manchester.
2007.

HIMRATUL AZNITA W H, ZAINAL-ABIDIN Z, AZNAN E, RAZI M.N. The Effectiveness of Chlorhexidine,
Hexetidine and caryophyllus extracts in Commercialized Oral Rinses to reduce Dental Plaque Microbes. En:
Research journal of biological sciences. 2009, vol.4, N.°6, p. 716-719.
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un 18,6% e irritacion 7,1%,dificultad para respirar y sibilancias 7,1%,donde sacan
por conclusion que el uso de la clorhexidina debe ser monitoreado por sus efectos
adversos® sin embargo se ve que con estos aceites esenciales de nuestra
investigacion se sabe de sus multiples beneficios médicos pero su posible uso
como bacteriostatico de la principal bacteria implicada en la formacién de placa
dentobacteriana, no reune mayores referencias. He alli donde se pretende

consolidar este aporte a la investigacion y por ende al medio Odontoldgico.

Dada la escasez de investigaciones cientificas en el area tematica, la presente
investigacion podra brindar una alternativa de eleccion en la inhibicién de placa
dentobacteriana y por consiguiente una alternativa en la prevencion y tratamiento

de las patologias mas frecuentes de la cavidad bucal.

Ahora bien la problemética se ha controlado por la utilizacion de sustancias
quimicas como el tricloxan, clorhexidina y fluoruro de sodio, los cuales son
eficaces para inhibir esos patdgenos, sin embargo el uso indiscriminado altera la
flora benéfica oral y produce resistencia bacteriana®® De esta forma se hace
necesario buscar alternativas vegetales, ya que segun antecedentes histéricos
tiene respuestas antimicrobianas y ofrecen similar efectividad que los
antimicrobianos comerciales y a la vez no perjudica la salud del paciente.Esta
situacion nos brinda la oportunidad de estudiar el uso de aceites esenciales,
especificamente,mandarina, clavo de olor y albahaca como sustancias
antimicrobianas .

Los métodos usados para evaluar los extractos de plantas sobre bacterias pueden

ser determinados por dos métodos sencillos y rapidez.

La técnica de difusion en disco de agar y por dilucion en medio liquido de cultivos

y en agar ambos métodos nos permiten conocer datos cuantitativos®°.

**MARSH P.D. Contemporary perspective on plaque control.En: British Dental Journal. 2012, vol. 212, p. 601-
606.

s TOIT, E.A Y RAUTENBACH, M. A. Sensitive Standardized Micro gel well Diffusion.Assay for the
Determination o Antimicrobial Activity.En: J.Microbiol.Methods. 2000, vol. 42, p.159-65
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4.5 METODOS EN AGAR

Es el método de difusion por discos, basados en la metodologia usados por Bauer.
El principio del método involucra la aplicacion de una determinada cantidad de un
antimicrobiano u otra sustancia en un sustrato (disco de papel) en la superficie del
agar en la cual se ha distribuido un inoculo del microorganismo en estudio, donde
formara un gradiente de concentracion del producto alrededor del disco y la
sensibilidad del organismo estd dada por el tamafio de la zona de inhibicion del

crecimiento bacteriano.

También se usa el dilucién en agar donde se incorpora el producto a evaluar en un
medio con agar, el producto se afiade cuando el medio aun esta liquido para
logara el rango de dilucién se prepara una serie de placas cada una con una
determinada concentracion del producto,las placas se inoculan con un replicador
una vez que se haya solidificado el medio de cultivo ,los resultados de la dilucién

con agar se expresa en concentracién inhibitoria minima (CMI )°°.

El otro método es el medio de cultivo liquido, basandose en la determinacion del
crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones crecientes del

aceite esencial, que se encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo).

El uso de micro-pipetas y placas de micro-titulacion facilita el uso del método de
micro-dilucion en caldo, se preparan diluciones del producto a evaluar usando u
medio de cultivo adecuado, posteriormente se inocula dicho medio y tras la
correspondiente incubacion para permitir el crecimiento del microorganismo se
realiza la lectura, determinando que concentracién causa la inhibicion del

crecimiento del microorganismo.

Los medio usados son el MHB (caldo Mueller Hinton),NB (caldo nutritivo) y TSB

(caldo tripticasa soya) y en ocasiones sueros>’.

*%|bid. p. 159-65.
*’Ibid., p. 159-65
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4.5.1 Evaluacién de la actividad antimicrobiana
La actividad antibacteriana es la capacidad que poseen algunas sustancias de
actuar contra las bacterias, ya sea produciendo la muerte del microorganismo

(bactericida) o inhibiendo el crecimiento del mismo (bacteriostético) (Florez,1998).

4.5.2 Concentracion minima inhibitoria

La concentracion inhibitoria minima (CIM) de un agente antimicrobiano es la
minima concentracion del agente antimicrobiano que inhibe la multiplicacion y
produccién de un crecimiento visible de una cepa bacteriana dada en el sistema
de prueba, Determinamos la concentracion en el laboratorio incubando una
cantidad conocida de bacterias con diluciones definidas del agente antimicrobiano,
Las pruebas de la CIM pueden ser realizadas usando como medios de cultivo en
caldo o agar, pero la dilucion en caldo es el método mas utilizado en los

laboratorios clinicos.

En la determinacion de la CMI mediante el método de dilucion en caldo, al ir
disminuyendo la concentraciébn del antimicrobiano es observado que no hay
desarrollo del microorganismo por la ausencia de turbidez, hasta llegar a un tubo a
partir del cual comienza a haber un aumento de turbidez y por tanto, desarrollo

bacteriano,(Coyle,n,d,)

Otro concepto es la concentracién inhibitoria minima que es la concentracion mas
baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo
después de la incubacion repentina, Las concentraciones inhibitorias minimas son
importantes como diagndstico de laboratorio para confirmar la resistencia de un
microorganismo para un agente antimicrobiano y ademas para monitorizar la

actividad de nuevos agentes antimicrobianos®®.

58ANDREWS, J. M. Determination of minimum inhibitory concentrations. En: Journal of Antimicrobial
Chemotherapy .2001, vol. 48, p. 5-16.
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La unidad formadora de colonia es el 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 visible. Las UFC pueden ser pares (diplococos), cadena
(Streptococcus) o racimos (Staphylococcus), asi como células individuales

formadora de colonias®®.

GERARD J, TORTORA Berdell R, FUNKE Christine L. Case Microbiologia. 9° edicién Panamericana.2007,
p.178-179.
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5. METODOLOGIA

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Ensayo clinico controlado a doble ciego, donde se seleccionaron 32 nifios
divididos en forma aleatoria en dos grupos. Al grupo uno le aplicarén el enjuague
clorhexidina (sustancia control) y al otro grupo el enjuague experimental de
aceites esenciales (mezcla ideal).Se recolectd placa bacteriana de los érganos

dentarios de 16 participantes usandose como control negativo.

5.2 DESCRIPCION DE LA MUESTRA

El estudio” efectividad de un enjuague bucal a base de aceites esenciales Eugenia
caryophyllata Thunberg “clavo de olor” Citrus tangerina “mandarina”’Ocimum
basilicum”albahaca’sobre placa dental y especificamente  microorganismos
cariogenicos como el Streptococcus mutans en la Universidad de Cartagena
postgrado de Odontopediatria, la poblacion total de la muestra esta constituida por
60 nifios con edades entre 8 y 10 afios de la Escuela José Maria Coérdoba del
barrio Nuevo Bosque,de éstos solamente quedaron 32 porque cumplian con los
criterios de inclusién que fueron nifios con placa bacteriana y que tuvieran en un
rango de edad entre 8 y 10 afios,28 fueron excluidos porqgue no que cumplieron

con los criterios de inclusién de nuestro estudio.

La muestra entonces quedo constituida por 32 nifios los cuales fueron escogidos
segun los criterios de seleccion y luego se asignaron a los grupos en forma
aleatoria,al igual que lo hizo (Verdnica Carcamo O, hecho en chile en el

2006)%°.donde recluto 32 pacientes para determinar la efectividad antimicrobiana

60CARCAMO, 0. V.; OLIVA, M. P. & GONZLEZ, C. P. Efectividad antimicrobiana del colutorio de Matricaria
recutita, en funcionarios de la Facultad de Odontologia de la Universidad del Desarrollo, Chile. En: Int. J.
Odontostomat.2011, vol.5, N°.2, p.179-184.
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del colutorio de Matricaria Retutica en Funcionarios de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile

Con el objeto de determinar la efectividad antimicrobiana de los aceites esenciales
(cascara de mandarina, albahaca, clavo de olor), in vivo en forma de enjuague se
realizaron detalladamente los siguientes pasos:

Tomando como referencia el estudio in vitro evaluacion de actividad
antimicrobiana de mezclas de aceites esenciales sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175, bacteria implicada en la produccion de caries (Matiz m, German y
col)®.Cuyo objetivo fue obtener y evaluar la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales procedentes de las plantas Elettaria cardamomum L
(Cardamomo),Eucalyptus globulus Labill (Eucalipto),Citrus reticulata Blanco
(Mandarina),Eugenia caryophyllata Thunberg (Clavo de olor) y Ocimun basilicum
(Albahaca), contra Streptococcus mutans ATCC25175 vy determinar su
concentracion minima inhibitoria (MIC) por medio del método de diluciébn en
caldo.Estos aceites fueron mezclados entre si para verificar si existia alguna clase
interaccion entre ellos que potenciara su actividad biolégica.Estas mezclas fueron
realizadas siguiendo el método estadistico del disefio factorial para llegar por
medio de él a una posible mezcla ideal, Observandose que los AE de Citrus
reticulataBlanco (Mandarina),Eugenia caryophyllata Thunberg (Clavo de olor) y
Ocimun basilicum (Albahaca) tienen un efecto marcado sobre el resultado final con
una MIC de 425 ppm. Por esta razon fueron seleccionados para conformar la
mezcla ideal y luego medir su actividad.

Los materiales constituyentes son adquiridos en una industria con alto nivel de
calidad para obtener una veracidad en la materia prima, es por esta razén que se
compraron en la INDUSTRIA QUIMICA GREEN ANDINA UNIDAD DE NEGOCIOS
de la ciudad de Bogota.

Posterior a esto en la facultad de Quimica y Farmacia en el laboratorio de

Tecnologia Farmacéutica y Cosmeética de alimentos es preparado el enjuague

SIMATIZ G, CARMONA L. Evaluacion de actividad antimicrobiana de mezclas de aceites esenciales sobre
Streptococcusmutans ATCC 25175, bacteria implicada en la produccién de caries. Cartagena 2011.
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ideal tomando de cada uno de los aceites a una concentracion de 400 ppm es
decir 2 gramos, se adiciona texapon, sacarina sodica y agua, luego en el
laboratorio de evaluacion bioldgica de sustancias promisorias se realiz0 la prueba
citotoxicologica que consiste en que la muestra suministrada, 0,5 g de cada aceite,
se disuelve en 1,25 de etanol grado reactivo, Esta solucion stock se diluyé en
medio de cultivo para obtener las siguientes concentraciones: 4000, 3200, 2000,
1600, 1000, 800, 500, 400, 250, 200, 125, 100, 62,5, 50, 31,25, 25, 15,6, 12,5, 7,6
y 6,25ug.

La linea celular de macr6fagos RAW 264,7 obtenida de la American Type Culture
Collection (ATCC) fue mantenida rutinariamente en DMEM suplementado con
suero bovino fetal, bicarbonato de sodio, penicilina y estreptomicina, a 37°C y 5%
de CO, Las células en crecimiento exponencial, fueron desprendidas y
resuspendidas, Para realizar el conteo de macréfagos presentes, fue utilizado azul
de trypan y camara de Neubauer, Finalmente se ajustd la concentracion para

obtener una densidad de 2 x10° células.

La citotoxicidad de los compuestos fue evaluada empleando el método del MTT
(Bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), Las células fueron
tratadas con la mezcla de aceites esenciales a las concentraciones previamente
detalladas e incubadas por 24 horas a 37°C y 5% de CO,, El Tritébn X-100 (20%)
fue utilizado como control positivo, Seguidamente se adiciondé una solucién de
MTT (0,25 mg/) y se incubd por 4 horas mas. Transcurrido este periodo fué
solubilizado los cristales de formazan con DMSO. El grado de reduccién del MTT a
formazan fue cuantificado midiendo la absorbancia a 550 nm en un lector de
microplacas (Multiscan EX Thermo®), Se calculo el porcentaje de células viables
comparado con células no tratadas y la concentracion que inhibe la proliferacion
en un 50% (CLso)%2.

S2MANOSROI J, SAINAKHAM M, MANOSROI W, MANOSROI A. Anti-proliferative and apoptosis induction
activities of extracts from Thai medicinal plant recipes selected from MANOSROI |l database. En: Journal of
Ethnopharmacology. 2012, vol.141, N°.1, p.451-459.
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Los resultados se expresaron como la media, de los datos obtenidos en dos
experimentos independientes, se calculd la concentracion letal 50 (CLso)

empleando analisis de regresion no lineal, en el Software GraphPadPrism 5,0.

Para toma de muestra se realiz6 un listado con los pacientes que cumplian con
los criterios de inclusion para nuestro estudio, se digitaron en el programa Excel y
fue realizada la seleccion en forma aleatoria de los mismos por medio de una

persona independiente a la participacion del estudio.

Luego los pacientes seleccionados fueron reunidos con sus acudientes (padres)
se les explicé el procedimiento que se realizaria, como contraprestacion es
entragado un kit de higiene oral y una profilaxis en los nifios, luego es hecha la
toma de impresiones para la elaboracion de la placa de hawley de cada uno, en
cual es colocada una porcion de esmalte humano en la parte correspondiente al
paladar la cual se obtuvo de dientes recién extraidos, con el fin de aplicar en ella
las soluciones de enjuagues®®. Durante 8 dias se reunian diariamente los dos
grupos de nifios con el fin de aplicarles 1 gota de la solucién experimental en la
capa de esmalte al grupo correspondiente y 1 gota de solucién control en la capa
de esmalte al grupo correspondiente a esta, 0,5 minutos eran dado como espera
y luego se aplicaba agua sobre la placa sin realizar barrido con la finalidad de que
se impregnaran las soluciones y existiera un minimo contacto con la mucosa oral
de cada paciente, luego con sondas periodontales estériles es recolectada la placa
de los segmentos de esmalte embebidas en la placa de hawley y de los dientes
de los participantes; previamente se esterilizaron tubos eppendorf y a cada uno se
le aplico 1ml de solucion salina estos fueron enumerados con el fin de no
presentar confusion y pesados en una balanza digital calibrada(KEREN de
Alemania).Una vez obtenida la placa y colocada dentro del tubo eppendorf con

solucion salina es pesada nuevamente para determinar la cantidad de placa

*MEDINA Rosalbaet al. Estudio comparativo de medios de cultivo para crecimiento y recuperacion Del
Streptococcus mutans ATCC 25175 “in vitro”.En: NOVA - PUBLICACION CIENTIFICA. JUNIO DE 2005, vol.3,
No. 3 ENERO, p.1-120. ISSN: 1794-2470.
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bacteriana que se obtiene para no alterar la cantidad de UFC de una muestra con
otra.

Se lleva al laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Cartagena y se somete primero a un proceso de dilucién ,luego el
procedimiento de siembra en wuna cabina de flujo laminar(ESCO de
Singapore),(figura 1); para ello los tubos marcados con cada uno de la
identificacion de los pacientes son zonicados(ELMA de Alemania) con una
amplitud del 5% a 40w, 5 pulsos en 0,9 segundos, para unificar la suspension
bacteriana(figura 2), de esta se extrae con una micropipeta y puntas estériles 0,2
para ser sembrados por agotamiento en las cajas de Petri marcadas con las
mismas numeraciones de los pacientes que contenian TSY 20B, medio especifico

para el crecimiento del Streptococcus mutans ®*.(figura 3)

Luego es llevada a una jarra de anaerobiosis con un sobre de anaerogen la
totalidad de las cajas de Petri con dicha siembra(figura 4) y se
incubaron(PRECISION) por un tiempo de 48 horas a una temperatura de 37°C
para el crecimiento de las colonias, colocando cada caja de petri en el
esteromicroscopio por uno de los investigadores calibrados y se procedié a
realizar el conteo de las unidades formadoras de colonias de Streptococcus
mutans,(figura 5) asi como lo referencia Himratul en el 2009 con su estudio de
“Efectividad de la clorhexidina,hexetidina,extracto de Eugenia caryophyllata

Thunberg en enjuagues orales comerciales para la reduccion de placa
»65

bacteriana

5.3 PLAN DE ANALISIS

Para el almacenamiento, organizacion, procesamiento y reduccion de los datos se
construy6 una matriz en Excel versién para Windows 2007 .Previo a estos andlisis
se probaron los supuestos de normalidad de los datos (prueba de ShapiroWilk),

homocedasticidad (prueba de Levenne) y de independencia, mediante analisis

®bid., p.1-120
®*HIMRATUL Aznita y cols. Op. cit.,p. 716-719
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grafico de los residuos con el fin de corroborar que los daros eran normales para
poder elegir la prueba de hipétesis (Montgomery, 2004 ® )(ver
anexo)Posteriormente los datos restantes de cada tratamiento se transformaran
mediante la funcién raiz cuadrada, para poder cumplir con uno de los supuestos
del andlisis de varianza (ANOVA), el cual se empleé de forma a una via
(tratamiento bucal). La significancia de las diferencias entre cada tratamiento se
comprobara mediante la prueba de rangos multiples de Tukey, con un nivel de
confiabilidad del 95%. El andlisis de los datos se efectué con ayuda del paquete

estadistico Statgraphics Centurion XV.

5.4 CONSIDERACIONES ETICAS

Se tuvo en cuéntala resolucion 8430 de 1993 y se realiz6 un consentimiento
informado para los padres con el fin de explicarles los objetivos del proyecto,
ventajas de pertenecer al estudio y se asegurd la no existencia de riesgos a la
salud mediante prueba de citotoxicidad al enjuague experimental a base de

aceites esenciales y el aval del comité de ética institucional.

66 Montgomery Douglas C. Disefio y andlisis de experimentos. Segunda Edicién. Ed. LimusaWiley. México D.
F. 2004. 686p
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6. RESULTADOS

6.1 DISTRIBUCION DE VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS.
El andlisis hecho a los resultados obtenidos de las mediciones tomadas a 32
participantes seleccionados quedaron 26 (posterior a la eliminacion de los datos

atipicos) entre los 8 y 10 afios de edad, nos muestra lo siguiente:

La edad més frecuente fue de 9 afios con un porcentaje de 46.1%, seguido de la
edad de 10 afios con un porcentaje de 38.4%.Con respecto al sexo se encontré un
mayor frecuencia para el sexo masculino correspondiente al 53.8%, el 46.1%

correspondio al sexo femenino (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas socio-demogréficas de los participantes

FRECUENCIA | PORCENTAJE
SEXO
Femenino 12 46,15
Masculino 14 53,84
EDAD
8 4 15,38
9 12 46,15
10 10 38,46

6.2 DISTRIBUCION DE LOS ENJUAGUES APLICADOS A LOS
PARTICIPANTES.

Para los enjuagues bucales, el 50% de los participantes fueron distribuidos con
Aceites esenciales, y el 50% restante se les distribuyo enjuague de Clorhexidina
(Tabla 2).
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Tabla 2. Distribucion de los enjuagues aplicados a los participantes

Enjuague FRECUENCIA |PORCENTAJE
Aceites esenciales 16 50
Clorhexidina 16 50

6.3 EFECTO DE LA MEZCLA DE ACEITES ESENCIALES SOBRE
MACROFAGOS RAW 264,7.

Al observar los resultados obtenidos de la prueba citotoxicologica se encontrd
mayor significancia estadistica en la toxicidad de la mezcla de aceites esenciales a
concentraciones mayores a 62,5 ug/ para los macréfagos RAW 264,7 y CLso de
572,78 (522,88-626,49) ug/ (Figura 1).

Mezcla de Aceites Esenciales (ng/mL)

1004

50

% Supervivencia

Figura 1. Efecto de la mezcla de aceites esenciales sobre macrofagos RAW
264,7,

Cada valor representa la media £ ESM (n=6),**P<0,01, ***P<0,001,comparados al

grupo sin tratamiento,
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Figura 2. Comparacion de la morfologia de células de la linea RAW 264,7 (A), al
ser tratados con la mezcla de aceites esenciales en estudio a 4000 ug/ml (B),
Imagenes con aumento 10X,

Con ayuda de un microscopio Optico, se evidenciaron cambios morfolégicos en los
macrofagos RAW 264,7 al ser sometidos a tratamiento con aceites esenciales a
4000 pg/ por 24 horas, Estos cambios incluyeron disminucion del nimero de las
células presentes, y perdida de la forma celular caracteristica del macréfago para

adquirir morfologia esférica.(Figura 2)

6.4 VARIABILIDAD EN LA CANTIDAD DE PLACA DENTAL OBTENIDA DE
LOS DOS GRUPOS DE ESTUDIO.

Al comparar los dos grupos se pudo observar que la variacion de la cantidad de la
placa en términos porcentuales de una muestra a otra es solo del 1,6% en el
enjuague de aceites esenciales y del 2,4% en el enjuague control, por lo cual no
existié diferencia significativa para la obtencion de las unidades formadoras de

colonias de S. mutans (tabla 3).
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Tabla 3. Variabilidad en la cantidad de placa dental obtenida de los dos grupos de

estudio
Cédigos Aceites Cdédigos
grupo 1 esenciales grupos 2 Clorhexidina
Tubo 1,1 0,999 Tubo 2,1 0,984
Tubo 1,2 1,02 Tubo 2,2 1,051
Tubo 1,3 1,023 Tubo 2,3 1,008
Tubo 1,4 0,975 Tubo 2,4 1,014
Tubo 1,5 0,987 Tubo 2,5 1,031
Tubo 1,6 0,992 Tubo 2,6 1,034
Tubo 1,7 1,014 Tubo 2,7 1,045
Tubo 1,8 1,024 Tubo 2,8 0,972
Tubo 1,9 1,01 Tubo 2,9 0,977
Tubo 1,10 1,016 Tubo 2,10 1,008
Tubo 1,11 1,008 Tubo 2,11 0,998
Tubo 1,12 1,005 Tubo 2,12 1,021
Tubo 1,13 0,996 Tubo 2,13 0,993
Tubo 1,14 1,041 Tubo 2,14 1,047
Tubo 1,15 1,017 Tubo 2,15 0,998
Tubo 1,16 1,008 Tubo 2,16 1,009
Promedio PD 1,0084375 Promedio PD 1,011875
Desviacion Desviacion
Estandar 0,01615743 |Estandar 0,02472212

6.5 RESULTADO UFC STREPTOCOCOS MUTANS

Al comparar las UFC de cada grupo se encontr6 que la mayor cantidad de
colonias para el grupo de enjuague de Acites esenciales fue de 650.000 UFC
u/mL, en el grupo de enjuague con clorhexidina (control positivo) la mayor
cantidad de colonias fue de 580.000 UFC u/mL, asi mismo la mayor cantidad de

colonia para el grupo control (negativo) fue de 2'730.000 UFC u/mL.
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Tabla 4. Resultado UFC Streptococosmutans

EMJUAGUE CLORHEXIDINA | CONTROL
numero U.F.C.ufmL | U.F.C.ufmL U.F.C.ufmL
1 630000 525000 2646000
2 575000 400000 2415000
3 815000 373000 2583000
4 250000 210000 2310000
5 205000 475000 2121000
] g30000 300000 2e46000
¥ 810000 245000 2562000
8 g20000 280000 2604000
3 603000 435000 2541000
10 g00000 360000 2520000
11 850000 370000 2730000
12 250000 260000 2310000
13 203000 490000 2121000

6.6 COMPARACION DE LOS VALORES DE LAS UFC PARA LOS
TRATAMIENTOS BUCALES

Al comparar los valores de las UFC, para los dos tratamientos bucales y su
respectivo control, se encontr6 que estos presentan diferencias estadisticamente
significativas con un valor de P menor a 0,05 (Tabla 5). Los valores medios de la
UFC fue menor en el grupo de enjuagues con clorhexidina mostrando un valor
entre 600 y 700 SQR (UFC) ug/mL( Figura 3.).

Tabla 5. Comparativo de los valores de las UFC para los tratamientos bucales
tabla ANOVA para sqrt (UFC) por tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-p
Entre Grupos | 6 33763EG 2 | 3,16881E6 99207 |0,0000
Intra Grupos | 114989, 36 | 319414

Total(Corr) 6,45262E6 38
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Figura 3. Grafico de cajas y bigotes en el que comparan los valores medios
de las UFC de cada tratamiento bucal.

6.7 COMPARACION DE RANGOS MULTIPLES DE LOS VALORES
MEDIOS DE LAS UFC, ENCONTRADOS EN CADA TRATAMIENTO
EXPERIMENTAL.

Al comparar los rangos multiples de los valores medios de las UFC (prueba de
comparacién de rangos multiples de Tukey, transformados mediante la funcién
raiz cuadrada) se encontr6 entre el enjuague de aceites esenciales y la
clorhexidina una diferencia estadisticamente significativa de 94,238, de igual
manera se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar
enjuagues de Aceites esenciales con el grupo control(-804.118), y clorhexidina con
el grupo control(-898.356) (Tabla 6.)
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Tabla 6. Comparaciéon de rangos multiples de los valores medios de las UFC,
encontrados en cada tratamiento experimental. Metodo : 95,0 porcentaje Tukey

HS
| Tratamiento Casos | Media Grupos Homogéneos
Clorhexidina 13 672,034 X
Enjuague 13 766,272 X
Control 13 1570,39 X
Contraste Sig. Diferencia +- limites
Enjuague-Clorhexidina | * 94 238 54 1941
Enjuague —Control : 804,118 54 1941
Clorhexidina-Control * _808 356 54 1041
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7. DISCUSION

Al realizar este estudio se encontraron algunas limitantes éticas que impidieron el
uso de una metodologia que expusiera toda la cavidad oral al enjuague, ademas
no permiti6 la evaluacion de otros factores importantes como la dieta, la
experiencia de caries, el pH, que pueden interferir con la dinamica de los
depdsitos microbianos, sin embargo usando meétodos indirectos (placas con
blogues de esmalte) , se logré obtener la cantidad suficiente de placa no
disturbada, que al llevarla a un medio selectivo como el TSY20B Trypticasa soya
Merck,Darmstadt, Alemania - extracto de levadura OxoidLtda,,Basingstoke,
Inglaterra — Sacarosa, Merck,Darmstadt, Alemania— Bacitracina) mostré un
crecimiento selectivo de Streptococcus Mutans como lo evidenciaron Aklwany

Rosalba Medina®’.

Uno de los retos de la odontologia actual es el descubrimiento o sintesis de
sustancias capaces de inhibir o disminuir la aparicion, de bacterias patdgenas con
influencia negativa en los tejidos de la cavidad bucal es por eso que la basqueda
de sustancias con actividad antimicrobiana es un desafio continuo y las plantas
medicinales se han considerado como una opcion interesante debido a su uso en

la medicina popular para el tratamiento de varias enfermedades infecciosas.

En el presente estudio se encontré que la clorhexidina (control positivo) fue mas
efectivo al compararlo con la mezcla ideal y el control en la reduccion de las UFC
sobre Streptococcus Mutans , similares resultados fueron ratificados por Naiana B,
Da Silva en el afio 2012, al considerar el antiséptico de clorhexidina como medida
segura y eficaz para la reduccion de placa bacteriana por la disminuciéon de los
niveles de Streptococcus mutans . en donde, demostré6 que las especies

bacterianas eran resistentes a los aceites esenciales, tinturas, citratos

" MEDINA Rosalba y cols. Op. Cit., p.1-120. ISSN: 1794-2470.
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Cymbopongon, Plectrantusamboinicus vy Conyzabonariensis pero fueron
susceptibles a 0,12% de clorhexidina es decir , que los aceites esenciales
estudiados no mostraron actividad antimicrobiana frente a los microorganismos del

biofilm dental®®

, asi mismo Elizabeth N Southern en el 2006 compard el efecto
de la clorhexidina con enjuagues a base de plantas encontrando mejores
resultados en la clorhexidina®, esto debido a su molécula bicationica segun lo
afirmé SetuMathur 2011°; es por eso que sigue siendo el mejor agente
antimicrobiano para prevenir las enfermedades orales, especialmente
enfermedades relacionadas con la placa tales como la caries dental. Asi lo refiere
Cavalcante B. Maria 2012 y Filoche SK 2005’ quienes afirman que la
clorhexidina es el antibacterial ampliamente considerado como el agente mas
eficaz contra la placa dental y gingivitis. Por lo tanto, todos los "nuevos" productos
antibacterianos se han comparado con el "estandar de oro" clorhexidina, por su

efecto sobre los microorganismos orales.

Otros autores confirman que la clorhexidina es uno de los compuestos mas
probados y sus propiedades anti-placa son bien conocidas, En un modelo de
biopelicula supragingival, la clorhexidina ha demostrado inhibir el crecimiento de
bacterias y la formacién de biofilm Fu Chen and Dong Wang 2010”3,

En contraste con los resultados encontrados en esta investigacién en donde hubo
diferencias significativas al comparar la disminucion de las UFC por la clorhexidina
la cual fue mayor a la lograda por la mezcla ideal, Marco Antonio Botelho en el
2008 en Brasil encontré que al contar Los Streptococcus mutans en el grupo
Azadirachta se redujo de una media de 9550 UFC / ml a 1200 UFC / ml (P

% DA SILVAN y cols. In vitro antimicrobial activity of mouth washes and herbal products against dental biofilm-
forming bacteria.En:ContempClin Dent. 2012 Jul-Sep,vol.3, N°3,p. 302—-305

% SOUTHERN E, MCCOMBS G, TOLLE S Lynn, MARINAK Ken. Op. cit.

" MATHUR Setu y cols. Chlorhexidine: The Gold Standard in Chemical Plaque Control. En:Journal of
Physiology, Pharmacy & Pharmacology.2011,vol. 1, p. 45— 50

""CAVALCANTE BORGES F Y Cols. Antimicrobial effect of chlorhexidinedigluconate in dentin: In vitro and in
situ study. En: Conserv Dent. 2012, vol.15, N°1, p.22-26.

2 FILOCHE SK , SOMA K, SISSONS CH. Antimicrobial effects of essential oils in combination with
chlorhexidinedigluconate. En:.Oral Microbiology Immunology. 2005, vol.20, p. 221-225

® FU CHEN ,DONGWANG.Novel technologies for the prevention and treatment of dental caries: a patent
survey. En: ExpertOpinTher Pat. Center, Omaha. 2010 Mayo, vol. 20, N°5, p. 681-694
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<0,001). Los resultados en la mediana del grupo de control UFC fueron de 3800 a
900 (P <0,001).Por lo tanto no hubo diferencias estadisticamente significativas
cuando los resultados microbiologicos se compararon entre los grupos (P = 0.7)
este mismo autor en el 2007 demostré que no hubo diferencia estadisticamente
significativa (p> 0,05) entre Lippia sidoides y clorhexidina para cualquiera de los

parametros clinicos evaluados a lo largo del estudio’™.

En la presente investigacion mostré6 una disminucion de las UFC al utilizar la
mezcla ideal (enjuague aceites esenciales), de igual forma otros autores afirman
que los productos naturales son prometedores agentes para prevenir las
enfermedades orales, especialmente enfermedades relacionadas con la placa
tales como la caries dental. Asi lo refieren T Nalina y ZHA Rahim 2007,
SiuraBaykanErel 20127 y UB,0Owhe-Ureghe 20107’ donde reconocen que diversos
compuestos naturales han evidenciado actividad antimicrobiana contra

Streptococcus mutans .

En este orden de ideas esta investigacion acogio la sustancia ideal (albahaca,
clavo de olor y mandarina) por ser la que al final tuvo un mejor efecto marcado de
la MICsq in vitro. Este resultado es consistente con el reportado por AHONKHAI |,
AYINDE BA 2009, quien encontré que los aceites volatiles de O,gratissimum y
O,bacilicum, crearon un efecto inhibitorio contra la flora microbiana oral @,
D,Runyoro 2010 demostré que los aceites esenciales de las cuatro especies

estudiadas Ocimum podrian ser utilizado como potenciales agentes

" BOTELHO Marco Antonio y cols. Efficacy of a mouthrinse based on leaves of the neemtree

(Azadirachtaindica) in the treatment of patients with chronic gingivitis: A double-blind, randomized, controlled
trial. En: Journal of Medicinal Plants Research. November, 2008, vol. 2, N°11, p. 341-346

>T NALINA Z.H.A. RAHIN,American Journal of Biotechnology and Biochemistry

The crude aqueous extract of piper betle |. and its antibacterial effect towards streptococcus mutans .3(1):10-
15,2007

®BAYKAN EREL S, REZNICEK G, SENOL S, KARABAY YAVASOGULU N, KONYALIOGLU S. Antimicrobial
and antioxidant properties of Artemisia L. species from western Anatolia.En: Turk J Biol. 2012, vol.36, p. 75-84.
""OWHE-UREGHE B, EHWARIEME D. A, EBOH D. O. Antibacterial activity of garlic and lime on isolates of
extracted carious teeth.En: African Journal of Biotechnology. 24 May 2010, vol. 9, N°21, p. 3163-3166.

8 AHONKHAI I, AYINDE BA, EDOGUN O, UHUWMANGHO MU. Antimicrobial activities of the volatile
oilsofocimumbacilicum [.LAnd ocimumgratissimum |I. (lamiaceae) against some aerobic dental isolates.En: J.
Pharm. Sci. October 2009, vol. 22, No.4, p.405-409.
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antimicrobianos’ . De igual forma estudios conducidos por Betoni y cols. 2006 en
Brasil demostraron que el clavo de olor tiene propiedad antimicrobiana®

En el presente estudio se destacé la concentracion minima inhibitoria (MIC) de la
albahaca y clavo de olor, conocidos por su actividad antiséptica, asi lo reportd
Moon®! quien evalué la actividad antimicrobiana de AE de Eugenia caryophyllata
Thunberg pero confirmando los efectos sobre bacterias cariogénicas. Son muchos
los investigadores que confirman la actividad antimicrobiana del clavo de olor
como Kaoutar Bayoub 2010%, B C Nzeako®, Eugenia pinto en 20092 y
RosinaKhan 2009 ® . Por otra parte Matiz y cols. Describi6 la actividad
antimicrobiana de los aceites volatiles de mandarina (Citrus reticulata) contra

bacterias gran positivas y negativas®

En esta investigacion se estudid el efecto sinérgico de los aceites esenciales los
cuales mostraron resultados prometedores en contra del Streptococcus mutans ,
autores como U.B, Owhe-Ureghe 2010%" y Sang-Eun Moon en el 201188, también
demostraron el efecto sinérgico de aceites esenciales en cuanto a su actividad
antimicrobiana. Esto puede ser atribuido segun lo refieren HJD,Dorman and
SG,Deans 2000 y Cristiane de Bona da Silva en el 2008 a la composicion, la
configuracion estructural de los componentes constituyentes de los aceites

vegetales volatiles, sus grupos funcionales y las posibles interacciones sinérgicas

" D. RUNYORO A, O. NGASSAPA A, K. VAGIONAS B. Chemical composition and antimicrobial activity of the
essentlal oils of four Ocimum species growing in Tanzania. En: Food Chemistry. 2010, vol.119, p. 311-316.

BETONIJoyce Elaine,PASSARELLI MANTOVANIRebeca.Synergism between plant extract and antimicrobial
drugs used on Staphylococcus aureus diseases.MeminstOswaldo Cruz, Rio de Janeiro,June 2006 Vol. 101(4):
387-390.

' SANG-EUN MOON A,HYE-YOUNG K,JEONG-DAN C. Synergistic effect between clove oil and its major
compounds and antibiotics against oral bacteria. En: ORAL BIOLOGY. September 2011, vol. 56,p. 907-916.

2 KAOUTAR B, TARIK B, DRISS M, ABDELAZIZ R, ABDELAZIZ S.Antibacterial activities of the crude ethanol
extracts of medicinal plants against Listeria monocytogenes and some other pathogenic strains. En: African
Journal of Biotechnology. 5 July 2010, vol. 9, N°27, p. 4251-4258.

#NZEAKO B C y cols. Antimicrobial Activities of Clove and Thyme Extracts. En: sultan gaboos university
medlcal journal. June 2006, vol. 6, N° 1, p. 33-38.

* PINTO E, VALE-SILVA L, CAVALEIRO C, SALGUEIRO L. Antifungal activity of the clove essential oil from
Syzygiumaromaticum on Candida, Aspergillus and dermatophyte species. En: Journal of Medical Microbiology.
2009, vo. 58, p.1454-1462

® KHAN Rosina y cols. Antimicrobial Activity of Five Herbal Extracts Against Multi Drug Resistant (MDR)
Stralns of Bacteria and Fungus of Clinical Origin. En: journal/molecules. 2009, vol. 14, p. 586-597.

® MATIZ G, CARMONA L. Op. Cit.

8 OWHE-UREGHE B, EHWARIEME D. A, EBOH D. O. Op. cit., p. 3163-3166.
% SANG-EUN MOON A,HYE-YOUNG K,JEONG-DAN C. Op. cit.,p. 907-916.
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8 A diferencia de los autores mencionados

entre los componentes
anteriormente,NeetiBajaj and ShobhaTandon en el afio 2012 no encontraron datos
estadisticamente significativos cuando se comparan los aceites esenciales con la
clorhexidina®. Se puede decir que los aceites esenciales al igual que la
clorhexidina muestran actividad antimicrobiana asi lo referencia Pauline C. Pana,
Scott Harp 2010 quienes in vitro demostraron que enjuagues con EO y CHX
presentaron actividad antimicrobiana® y WH. Himratul Aznita 2009%, encontré que
con la clorhexidina (CHX), hexetidina (Hx) y Eugenia caryophyllus (clavo) Extracto

(CE) puede reducirse significativamente la poblacion de la placa dental.

Por ultimo partiendo en que la OMS reconoce la importancia de las plantas
medicinales y recomienda que sean establecidos métodos y criterios cientificos
para asegurar la calidad de las preparaciones obtenidas con plantas medicinales,
asi como su efectividad en el tratamiento de condiciones y enfermedades
especificas por distintos profesionales de la salud y el establecimiento de centros
de investigaciones y capacitaciones de plantas medicinales(Alvarado ,et al,
2008)%.

8 DORMAN H.J.D, DEANS S.G. Op. cit., p. 308-316

% NEETIBAJAJ Y SHOBHA TANDON. El efecto de Triphala y clorhexidina enjuague bucal sobre la placa
dental, inflamacion gingival, y el crecimiento microbiano. En: Int J Ayurveda Res. 2011 Ene-Mar, vol. 2, N°1, p.
29-36.

L PANA P, HARPERA S, RICCI-NITTELA D, LUXB R, SHIB,C. In-vitro evidence for efficacy of antimicrobial
mouthrinses. En: J Dent. 2010 June,vol. 38, p. 1- 10.

’HIMRATUL AZNITA W H, ZAINAL-ABIDIN Z, AZNAN E, RAZI M.N. Op. cit., p. 716-719.

9 ALVARADO,A., TELLEZ, N. Y GAMBOA, F. Evaluacion de la actividad inhibitoria de extractos, fracciones y
subfracciones obtenidas de plantas isertialeavis sobre bacterias de importancia en la caries dental.Revista de
la FederacionOdontologica Colombiana. Volumen 71, numero 223:8-15.
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8. CONCLUSION

A pesar de los limitantes encontrados en la realizacion del presente estudio,
podemos concluir que el objetivo propuesto en determinar la efectividad de una
mezcla ideal compuesta por aceites esenciales sobre los Streptococcus mutans
se ha logrado debido a que estos aunque difieren significativamente en la
efectividad antimicrobiana con respecto a la clorhexidina, se pueden considerar
como alternativas validas al momento de elegir un enjuague bucal, puesto que al
compararlo con un grupo control negativo producen efectos de inhibicion sobre las

colonias de Streptococcus Mutans, de manera significativa.

Aunque en el presente estudio se demostr6 que la clorhexidina tiene mayor
potencial antimicrobiana, la literatura nos muestra que su uso prolongado puede
ocasionar efectos adversos tales como la aparicion de manchas en los dientes
amarillo o marron y en las mucosas, lesiones eritematosas descamativas,
alteracion del gusto, inflamacion reversible de la glandula parétida y resistencia
reversible a las drogas, es por esto que se hace necesario poder sugerir el uso
de estos productos vegetales, ademas buscar mas alternativas , ya que segun
antecedentes historicos tienen respuestas antimicrobianas y ofrecen efectividad

tal como los antisépticos comerciales actuales.

Este estudio ha permitido vislumbrar las bondades del clavo de olor, albahaca y
mandarina y en conjunto con los resultados de esta investigacion valida y
confiable, son bastante sugerentes para proponer el planteamiento de otros
esfuerzos que cimienten y promuevan una tecnologia tan simple, elemental y de
costo extremadamente minimo, como lo es el uso de una infusion mediante
enjuagatorio para controlar y prevenir las nosologias bucales de origen bacteriano.
Dada la escasez de investigaciones cientificas en el area tematica, fortalece el

valor del trabajo propuesto. De esta manera, la presente investigacion podra
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brindar una alternativa de eleccion en la inhibicion de placa dentobacteriana y por
consiguiente una alternativa en la prevencion y tratamiento de las patologias mas

frecuentes de la cavidad bucal.

Como beneficio de esta investigacion se quiere un cambio de mentalidad para
nuestra practica profesional y proporcionar una atencién odontologica que deje de
ser restauradora y mutiladora, con un manejo del método cientifico en la busqueda

de nuevos conocimientos de acuerdo a nuestra realidad social.
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9. RECOMENDACIONES

En concordancia con estos resultados es pertinente recomendar la profundizacion
de este tipo de investigaciones en Colombia y porque no en la facultad de
odontologia de la universidad de Cartagena, por ser nuestro pais uno de los
principales paises rica en flora en Latinoamérica, en aras de desarrollar nuevas
lineas de investigacion, diversos productos y servicios terapéuticos que ofrezcan

significativos beneficios para los pacientes odontoldgicos.

Ademas, es importante destacar que es necesaria la realizacion de una futura
investigacién que involucre un mayor namero de individuos, de modo de poder
validar los hallazgos observados. Asi como también realizar una encuesta para
medir el grado de aceptacién del producto como lo hizo Groppo FC en su estudio

actividad antimicrobial del ajo, te y clorhexidina contra microorganismos .

Realizar otra prueba de citotoxicidad a los aceites esenciales estudiados para

corroborar su biocompatibilidad.

63



BIBLIOGRAFIA

. AHONKHAI [, AYINDE BA, EDOGUN O, UHUWMANGHO MU,Antimicrobial
activities of the volatile oilsoccimumbacilicum I, And occimumgratissimum |,
(lamiaceae) against some aerobic dental isolates,En: J,Pharm,Sci, October
2009,vol, 22, No,4, p,405-409,

. ALONSO,J,Tratado de Fitofarmacos y nutracéuticos,En: Rosario: Editorial
Habeas,2004, p, 120-124,

. ANDREWS, J, M, Determination of minimum inhibitory concentrations,En:

Journal of AntimicrobialChemotherapy,2001,vol, 48, p, 5-16,

. BAYKAN EREL S, REZNICEK G, SENOL S,KARABAY YAVASOGULU N,
KONYALIOGLU S, Antimicrobial and antioxidant properties of Artemisia L,
species from western Anatolia,En: Turk J Biol, 2012, vol,36, p, 75-84,

. BECKER MR, PASTER BJ, LEYS EL, MOESCHBERGER , KENYON SG,
GALVIN JL, BOCHES SK, DEWHIRST FE, GRIFFEN AL, Molecular Analysis of
Bacterial Species Associated with Childhood Caries,En: J Clin Microbial,
2002,vol, 40, N°3, p, 1001-1009,

. BETONI Joyce Elaine, PASSARELLI MANTOVANI Rebeca. Synergism between
plant extract and antimicrobial drugs used on Staphylococcus aureus diseases.
MeminstOswaldo Cruz, Rio de Janeiro, June 2006 Vol. 101(4): 387-390.

. BOTELHO Marco Antonio y cols,Efficacy of a mouthrinse based on leaves of the
neemtree (Azadirachtaindica) in the treatment of patients with chronic gingivitis:
A double-blind, randomized, controlled trial,En: Journal of Medicinal Plants
Research, November, 2008,vol, 2, N°11, p, 341-346,

64



10.

11.

12.

13.

14.

15.

. BOTELHO Marco Antonio y cols,Effect of a novel essential oil mouthrinse

without alcohol on gingivitis: a doubleblinded randomized controlled trial,En: J
Appl Oral Sci, 2007,vol, 15, N°3, p175-80,

. CALVO M,A,ANGULO E, COST-BATLLI ,SHIVA P, ADENLANTADOC,

VICENTE A, Natural plant Extract and Organic Acids: Synergism and implication
an piglets intestinal macrobiotic biotechnology,2006, vol,5, N°2, P, 137-142

CAVALCANTE BORGES F Y  Cols,Antimicrobial effect  of
chlorhexidinedigluconate in dentin: In vitro and in situ study,En: Conserve
Dent, 2012, vol,15, N°1, p,22-26,

CAPPASO L,A,5300 years ago The Ice Man Use Natural Laxative and
Antibiotics,En: lancet,1998, vol,352, N°5, p,1864

CARCAMO, O, V,; OLIVA, M, P,& GONZLEzZ, C, P, Efectividad
antimicrobiana del colutorio de Matricaria recutita,enfuncionarios de la
Facultad de Odontologia de la Universidad del Desarrollo,Chile,En: Int, J,
Odontostomat,2011, vol,5, N°2, p,179-184,

CIANCIOS,Use of mouthrinses for professional indications,En: Journal Of

Clinical ManagementPeriodontology,1988,vol,21, p,59-78,

DA SILVA N y cols,In vitro antimicrobial activity of mouth washes and herbal
products against dental biofilm-forming bacteria,En:ContempClin Dent, 2012
Jul-Sep, vol,3, N°3,p, 302—-305

DE BONA DA SILVA C, GUTERRES S, WEISHEIMERI V, ELFRIDES

E,Schapovall S, Antifungal activity of the lemongrass oil and citral against
Candida spp,En: Braz J Infect Dis, Salvador Feb 2008, vol,12, N°.1,p: 63-65.

65



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

DEPAOLA LG,OVERHOLSER CD, MEILLER TF, Chemotherapeutic
inhibition of supragingival dental plaque and gingivitis development,En:
J,ClinPeriodontol, 1989,vol, 16, p,311-315.

DORMAN H,J,D, DEANS S,G, Antimicrobial agents from plants: antibacterial
activity of plant volatile oils,_ En: Journal of Applied Microbiology, 2000,vol, 88,
p, 308-316.

D, RUNYORO A, O, NGASSAPA A, K, VAGIONAS B, Chemical composition
and antimicrobial activity of the essential oils of four Ocimum species growing
in Tanzania,En: Food Chemistry, 2010,vol,119, p, 311-316.

EGUIZABAL Marly A, MORONI NAKATA Hilda ,Actividad Antimicrobiana in
vitro del extracto etanolico de propoleo peruano sobre el
StreptococcusMutans y LactobacillusCasei,En: Odont San Marquina,2007, p,
18-20.

EKSTRAND KR, RICKETS DNJ, Kidd EAM,OcclusalCaries,En: Pathology,
Diagnosis and Logical Management,DentUpdate, 2001, vol,28, p, 380 — 7.

FANI MM, KOHANTEB J, DAYAGHI M, Inhibitory activity of garlic (Allium
sativum) extract on multidrug-resistant Streptococcus mutans,En: Official
publication of Indian Society of Pedodontics and Preventive Dentistry,
2007,vol, 25, N.° 4, p, 164-168.

FEJERSKOV O, KLARSON BH,Dynamics of caries lesion formation,En:
Fluoride in Denttistry,Munksgaard,Copenague,Dinamarcal996, Cap, 11, p,
187-213.

FILOCHE SK , SOMA K, SISSONS CH, Antimicrobial effects of essential oils
in  combination with  chlorhexidinedigluconate,En:,Oral  Microbiology
Immunology, 2005, vol,20, p, 221-225.

66



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

FU CHEN,DONGWANG,Novel technologies for the prevention and treatment
of dental caries: a patent survey,En: ExpertOpinTher Pat, Center, Omaha,
2010 Mayo,vol, 20, N°5, p, 681-694.

F BERNARDI MR, PINCELLI S, CARLONI MR, GATTO
L,MONTEBUGNOLI,Chlorhexidine with an Anti DiscolorationSystem, A
comparative study,En: Int J Dent Hygiene, 2004, vol,2, p, 122-126.

GAMBOA F; ESTUPINAN M; GALINDO A, Presence of Streptococcus
mutans in saliva and its relationship with dental caries: antimicrobial
susceptibility of the isolates,UniversitiesScientiarum,En: revista de la facultad

de cienciasPontificia Universidad Javeriana,vol, 9, p, 23-27.

GARY M, WHITFORD L, WASDIN T, SCHAFER M,Plague Fluoride
Concentrations Are Dependent on Plaque Calcium Concentrations,En: Caries
Res, 2002,vol, 36, N° 256, p, 265.

GERARD J, TORTORA Berdell R, FUNKE Christine L, Case Microbiologia,9°
ediciébn Panamericana,2007, p,178-179.

GUILARTE, C, y PERRONE,M,Microorganismos de la placa dental
relacionados con La Etiologia de la Periodontitis,En: Acta odontol,Venez,
2004,vol, 42, N° 3, p, 213-217, ISSN 0001-6365.

GOLDMAN P,Herbal Medicine Today and Root of modern pharmacology,En:
Ann Intern Med,2001, vol,16135,N°.18, p, 594-00.

GONZALEZ F, ALFARO L, NIETO C, CARMONA L, Evaluacion de las
condiciones de salud oral y los conocimientos en nifios escolarizados entre
5 y 14 afios de la poblacion de Boquilla Cartagena de indias2005,En:

revistacientificaUni Bosque odontologia, 2006, vol,12, N° .1, p, 25-34.

67



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

GOULD G,W,IndustryPerspectives on the use of natural antimicrobial and
inhibitors for food applications,En: J,FoddProl (supl),1996, p, 82-86.

HALBERSTEIN,R,A,Medicinal Plants: Historical and cross —cultural usage
patterns,En: Ann,Epidemiol,2005, vol,15, N° 9, p,686-99.

HIMRATUL AZNITA W H, ZAINAL-ABIDIN Z, AZNAN E, RAZI M,N, The
Effectiveness of Chlorhexidine,Hexetidineandcaryophyllus Extracts in
Commercialized Oral Rinses to reduce Dental Plaque Microbes,En: Research
journal of biological sciences, 2009, vol,4, N°6, p, 716-719,

JOYCE E, BETONI C, PASSARELLI R, NUNES L,DI STASI L C,
FERNANDES JUNIOR A, Synergism between plant extract and antimicrobial
drugs used on Staphylococcus aureusdiseases,En: MeminstOswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, June 2006,vol, 101, N°. 4, p, 387-390.

KAOUTAR B, TARIK B, DRISS M, ABDELAZIZ R, ABDELAZIZ
S,Antibacterial activities of the crude ethanol extracts of medicinal plants
against Listeria monocytogenes and some other pathogenic strains,En:
African Journal of Biotechnology, 5 July 2010,vol, 9, N°27, p, 4251-4258.

KHAN Rosina y cols, Antimicrobial Activity of Five Herbal Extracts Against
Multi Drug Resistant (MDR) Strains of Bacteria and Fungus of Clinical
Origin,En: journal/molecules, 2009,vol, 14, p, 586-597.

KLEINBERG 1, A mixed-bacteria ecological approach to understanding the
role of the oral bacteria in dental caries causation: an alternative to
Streptococcus mutansand specific-plaque hypothesis,En: Crit Rev Oral Biol
Med,2002,vol, 13, p, 108-125.

68



39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

KOLENBRANDER P, PHUCAS C, Effect of saliva on coagregation of
Actinomyces and Streptococcus species,En: Infectimmun, 1984,vol, 44, p,
228 — 233.

K,R,EKSTRANDM,E,C,Christiansen Outcomes of a Non-Operative Caries
Treatment Programme for Children and Adolescents, Department of
Cariology and Endodontic, Dental Faculty, University of Copenhagen,
Copenhagen and Public Dental Health Service, Municipality of Nexd,Nexo,
Denmark ,En: Caries Research,2005, vol,39, p, 455-467.

LC,EGUIZABAL A, MOROMINAKATA H, In vitro antibacterial activity of
Peruvian propolis’ ethanolic extracts on Streptococcus mutans and
Lactobacillus,En: Odontol,Sanmarquina, 2007, vol,10, N° 2, p, 18-20.

MANOSROI J, SAINAKHAM M, MANOSROI W, MANOSROI A, Anti-
proliferative and apoptosis induction activities of extracts from Thai medicinal
plant recipes selected from MANOSROI |l database,En: Journal of
Ethnopharmacology, 2012, vol,141, N°1, p,451-459.

MARTINEZ J,, SULBARAN DE FERRER B, OJEDA DE RODRIGUEZ
G, ,FERRER A, NAVA R,Antibacterial activity of mandarin essential oil,En:
Rev,Fac,Agron,oct, 2003, vol,20,N°.4, p, 1-12.

MARSH P,D, Contemporary perspective on plaque control,En: British Dental
Journal, 2012,vol, 212, p, 601-606.

MATHUR Setu y cols,Chlorhexidine: The Gold Standard in Chemical Plaque

Control,En:Journal of Physiology, Pharmacy& Pharmacology,2011,vol, 1, p,
45— 50.

69



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

4.

MATIZ G, CARMONA L, Evaluacién de actividad antimicrobiana de mezclas
de aceites esenciales sobre streptococcusmutansatcc 25175,bacteria

implicada en la produccion de caries, Cartagena 2011.

MEDINA Rosalba y cols, Estudio comparativo de medios de cultivo para
crecimiento y recuperacion del Streptococcusmutans ATCC 25175 “in
vitro”,en:nova - publicacion cientifica, junio de 2005, vol,3, no, 3 enero, p,1-

120,issn: 1794-2470.

MINAH GE, DEPAOLA LG, OVERHOLSER CD, Effects of 6 months use an
antiseptic mouthrinse on supragingival dental plaque microflora,En:
JClinPeriodontol,1989, vol,16, p, 347-352.

MINISTERIO DE SALUD COLOMBIA ,Estudio Nacional de Salud Bucal,
Serie Documentos Técnicos, tomo VII, Bogota,1999.

MOROMI NAKATIHilda, Efecto del Té verde en la formacién de la placa
bacteriana por el StreptococcusMutans,EN:Odontol, Sanmarquina, 2006 9(2)

MOROMI NAKATA H, MARTINEZ E, In vivo antimicrobialeffect of
Camelliasinensison oral bacteria, En: Odontol, Sanmarquina, 2007,vol, 10, N°
2, p, 12-14.

NEETIBAJAJ Y SHOBHA TANDON, El efecto de Triphala y clorhexidina
enjuague bucal sobre la placa dental, inflamacion gingival, y el crecimiento
microbiano,En: Int J Ayurveda Res, 2011 Ene-Mar,vol, 2, N°1, p, 29-36.

NZEAKO B C y cols,Antimicrobial Activities of Clove and Thyme Extracts,En:

sultan gaboos university medical journal, June 2006,vol, 6, N° 1, p, 33-38.

OKADA M, SODA Y, HAYASHI F, DOI T, SUZUKI J, MIURA K, KOSAI K,
PCR detection of Streptococcus mutans andStreptococcussobrinusin dental
plaque samples from pre-school children,En: J Med Microbiol, 2002,vol, 51, p,
443-447

70



55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

OVERHOLSER C, Comparative effects of 2 chemotherapeutics mouthrinses
on the development of supragingival dental plaque and gingivitis,En: J Clin
Periodontol,1990, vol,17, p, 575-579.

OWHE-UREGHE B, EHWARIEME D, A, EBOH D, O, Antibacterial activity of
garlic and lime on isolates of extracted carious teeth,En: African Journal of
Biotechnology, 24 May 2010,vol, 9, N°21, p, 3163-3166.

OWHE-UREGHE B, EHWARIEME D, A, EBOH D,0,0Op,cit,, p,3163-3166.

PALOMBO Enzo A, traditional medicinal plant extracts and natural
productswith activity against oral bacteria: potential application in the
prevention and treatment of oral diseases,En: evidence-based
complementary and alternative medicine, 2011, vol,1, p,15,

PALOMBO Enzo A, Traditional Medicinal Plant Extracts and Natural Products
with Activity against Oral Bacteria: Potential Application in the Prevention and
Treatment of Oral Diseases,En: Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, 2011, p,1-15.

PANA P, HARPERA S, RICCI-NITTELA D, LUXB R, SHIB,C, In-vitro
evidence for efficacy of antimicrobial mouthrinses,En: J Dent, 2010 June,vol,
38, p, 1- 10.

PINTO E, VALE-SILVA L, CAVALEIRO C, SALGUEIRO L, Antifungal activity
of the clove essential oil from Syzygiumaromaticum on Candida,Aspergillus
and dermatophytespecies,En: Journal of Medical Microbiology, 2009,vo, 58,
p,1454-1462.

POPPEENGA R,H, Risk associated with the use of herbs and other dietary
supplements veterinary,En: Clin North Am Equine practice, 2001,vol, 17,
N°.3, p,455-77.

71



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

RIBEIRO Cecilia, TABCHOURY C,, DEL BELCURY A,, TENUTA L,
ROSALENAND P, CURY J, Effect of starch on the cariogenic potential of
sucrose,En: British Journal of Nutrition, 2005,vol, 94, p, 44-50.

SANG-EUNMOONA, HYE-YOUNG K, JEONG-DAN C, Synergistic effect
between clove oil and its major compounds and antibiotics against oral
bacteria,En: ORAL BIOLOGY, September 2011,vol, 56,p, 907-916.

SANTOS A, Evidence-based control of plaque and gingivitis,En:
J,ClinPeriodontol,2003,vol, 30, p, 13-16.

SALAZAR L; MEDINA F; DONOSO F; BARRIENTOS L; SANHUEZA
A,ActionIn vitro Antimicrobial Activity of Honey on mutans Streptococci,En:
International Journal of Morphology version On-line,2009,vol, 27, p,77-82.

SHIVA C,M Y CALVO M,A, Aspectos sobre la capacidad antibacteriana de
extractos naturales y acidosorganicos,En: Anales de la Real academia de
doctores de Espafia,2003,vol, 7, p, 121-129.

SMULLEN G,A, KOUTSOU H,A, FOSTER A,ZUMBE,Actividad antibacteriana
de los extractos vegetales que contienen polifenoles contra el

StreptococcusMutans,En: BiomedicalSciencieResearch Manchester, 2007.

SOUTHERN E, MCCOMBS G, TOLLE S Lynn, MARINAK Ken,The
Comparative Effects of 0,12% Chlorhexidine and Herbal Oral Rinse on Dental
Plaque-Induced Gingivitis,En:Journal of Dental Hygiene, January 2006,vol,
80, No.1,p 1-8.

SRIKANTH RK, SHASHIKIRAN ND, SUBBA REDDY VV, Chocolate mouth
rinse: Effect on plaque accumulation and mutans streptococci counts when
used by children,En: J Indian SocPedodPrev Dent, Jun 2008,vol, 26, N° 2, p,
67-70.

72



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

STRAETEMANS MM,VAN LOVEREN C, DE SOET JJ, DE GRAAFF JJ,
TENCATE JM,Colonization with mutans streptococci and lactobacilli and the
caries experience of children after the age of five,En: J Dent Res, 1998,vol,
77, p,1851-5.

TANZER JM, LIVINGSTON J, THOMPSON AM, The microbiology of primary
dental caries in humans,En:JDentEduc,2001,vol, 65, p,1028-37.

T NALINA Z,H,A, RAHIN, The crude aqueous extract of piper betle |, And its
antibacterial effect towards streptococcus mutans,En: American journal of

biotechonology and biochemistry, 2007, vol,3, N°1, p,10-15.

TOIT,E,A Y RAUTENBACH,M, A, Sensitive Standardized Micro gel well
Diffusion, Assay for the Determinationo Antimicrobial Activity ,En:
J,Microbiol,Methods, 2000,vol, 42, p,159-65.

TONG H, GAO X, DONG X,Streptococcusoligofermentanssp,nov, a novel
oral isolate from caries-free humans,En: Int J SystEvolMicrobiol, 2003,vol,
53, p, 1101-1104 .

VAN HOUTE J, Role of Micro-organisms in Caries Etiology,En: J Dent Res,
1994,vol, 73, N°3, p, 672-681.

YATSUDA R, ROSALEN P,L, CURY J,A,, R,M, MURATA, REHDEV,L,G, R,
MELO L,V,, HKOO, Effects of Mikania genus plants on growth and cell
adherence of mutans streptococci - Journal of Ethnopharmacology,2005,vol,
97, p, 183-189.

73


http://www.sciencedirect.com/science/journal/03788741
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235084%232005%23999029997%23567662%23FLA%23&_cdi=5084&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000062479&_version=1&_urlVersion=0&_userid=5585482&md5=956b2a799baa43cb22f01e16ea51cde9
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235084%232005%23999029997%23567662%23FLA%23&_cdi=5084&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000062479&_version=1&_urlVersion=0&_userid=5585482&md5=956b2a799baa43cb22f01e16ea51cde9

ANEXOS

Anexo 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO MENORES DE EDAD
UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

TITULO DEL PROYECTO:EFECTOS DE UN ENJUAGUE BUCAL A BASE DE
TRES ACEITES ESENCIALES (EUGENIA CARYOPHYLLATA THUNBERG
“CLAVO DE OLOR” CITRUS TANGERINA “MANDARINA’OCIMUM BASILICUM
“‘“ALBAHACA”) SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS EN LA PLACA DENTAL”
INVESTIGADORES: Luis Eduardo Carmona Arango,Liceth Jiménez Pérez,Adrian
Correa Turizo

FECHA:

Su representado menor de edad esta siendo invitado a participar en el proyecto de
investigacion titulado: EFECTOS DE UN ENJUAGUE BUCAL A BASE DE TRES
ACEITES ESENCIALES (EUGENIA CARYOPHYLLATA THUNBERG “CLAVO DE
OLOR” CITRUS TANGERINA “MANDARINA’OCIMUM BASILICUM “ALBAHACA”)
SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS EN LA PLACA DENTAL”, Si usted decide
autorizar la participacién de su representado menor de edad en este estudio, debe
firmar este consentimiento informado, Su firma quiere decir que se la ha explicado
y ha entendido en qué consiste la participacion del menor en el estudio y sus
posibles riesgos, incomodidades o molestias

El objetivo de este estudio, es: Evaluar clinicamente la efectividad de un enjuague
bucal a base de aceites esenciales Eugenia caryophyllatathunberg “clavo de olor”
Citrus tangerina “mandarina”’Ocimumbasilicum“albahaca” sobre placa dental y
microorganismos cariogenicos como el Estreptococosmutans.

El estudio en el que su representado menor de edad esta siendo invitado a
participar consiste en: el uso de una placa elaborada en acrilico, la cual iria
adosada al paladar del menor, por medio de unos alambres sujetos a los molares
superiores, en dicha placa se colocaran dos porciones de esmalte humano de
cada lado, los cuales se obtendran de dientes humanos recién extraidos, con el fin
de aplicar en ella las dos soluciones, asi aplicar 1 gota de la solucion experimental
al lado derecho de la placa en la capa de esmalte y 1 gota de solucién control al
lado izquierdo de la placa en la capa de esmalte, se esperaran 0.5 minutos y luego
se aplicara agua sobre la placa sin realizar barrido con la finalidad de que se
impregnen las soluciones y exista un minimo contacto con la mucosa oral, Este
proceso se realizara por 8 dias, luego se recolectara la placa y se hard su
respectiva pruebas de laboratorio,

Usted puede decidir no autorizar la participacion de su representado menor de
edad en la investigacion si no lo desea o retirarlo del proyecto en cualquier
momento y esta decisidbn no perjudicara la relaciébn de su representado con los
odontodlogos tratantes, Doctores , quien
continuaran con el tratamiento pertinente, No habra ningun costo adicional para

74



usted por participacion del menor en el estudio.

Los datos de este estudio seran publicados, La informacion publicada no incluira el
nombre del menor o cualquier otra forma de identificacion, De requerirse no seran
utilizados sin su expresa autorizacion, La historia clinica del menor podra ser
consultada por el investigador para el estudio,

Usted puede hablar con los investigadores en cualquier momento y hacer
cualquier pregunta que tenga en relacion con el estudio dirigiéndose a los
investigadores: Luis Eduardo Carmona Arango, Tel, 3003161405,Liceth Jiménez
Pérez, Tel, 3007079613 o Adrian Correa Turizo, Tel, 3003309117

Yo identificadocon ndamero
declaro que:

Me han dado una copia de este consentimiento informado, Me ha sido dada
la oportunidad de hacer todas las preguntas sobre la investigacion y estas
han sido respondidas,

He entendido perfectamente cuales son los procedimientos que le van a ser
practicados a mi representado menor de edad durante la investigacion y
estoy de acuerdo con que mi representado se someta a ellos, Estoy de
acuerdo con que mi representado participe en el estudio,

Autorizo que los resultados obtenidos del presente estudio sean publicados,

DATOS DEL PARTICIPANTE MENOR DE EDAD

Nombre: Fecha de nacimiento:

DATOS DEL REPRESETANTE LEGAL

Nombre C,C No,

Teléfono: Firma

DATOS DE LOS TESTIGOS

Nombre C,C No,
Teléfono: Firma

Parentesco con el paciente:

Nombre C.,C No,
Teléfono: Firma

Parentesco con el paciente:
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Anexo 2. FOTOGRAFIAS

Peso del tubo eppendof con solucion salina y con placa dental en la balanza

analitica

Proceso de sembrado de placa dental desde que se toma con la pipeta del

tubo eppendof hasta llevarlo en las caja de petri por agotamiento.

Las cajas de anaerobiosis con sus respectivas muestras
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Conteo de colonias
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Anexo 3. COMPROBACION DE LOS SUPUESTOS DEL ANOVA

Normalidad de los datos

La comprobacién del supuesto de normalidad de los datos se hizo aplicando el
test de ShapiroWilk para el grupo de datos de cada tratamiento. Encontrdndose
gue en los tres tratamientos los datos se ajustan al modelo de distribucién normal
(Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de rangos mdultiples de los valores medios de las UFC,

encontradas en cada tratamiento experimental.

Pruebas de Normalidad para sqrt(clorhexidina)

Prueba Estadistico |Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.948194 0.5356
Pruebas de Normalidad para sqrt(Enjuague)

Prueba Estadistico |Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk 0.894171 0.108618

Pruebas de Normalidad para sqrt(control)
Prueba Estadistico |Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,894171 0.108618

Verificacion de la homocedasticidad

La verificacion de la homocedasticidad u homogeneidad de varianzas se verifico
mediante la prueba de Levenne’s; mediante esta se pudo comprobar que no
existen diferencias estadisticamente significativas con p-valor igual a 0,05, entre

las varianzas de los tratamientos analizados (Tabla 2).
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Tabla 2. Resultados de la prueba de homogeneidad de varianzas mediante la
prueba de Levenne’s, para los valores de las UFC de cada tratamiento

Verificacion de Varianza

Prueba Valor-P
Levene's |2.71109 [0.0800295

Verificacion de laindependencia de los residuos

La verificacion de la independencia de los residuos a partir del contraste de los
mismo vs analisis la posicidbn que ocupan en las filas, permitié deducir que estos
se obtuvieron de forma independiente durante el desarrollo del experimento, ya

que no se observa un patrén aparente de distribucion de los mismos.

Grafico de Residuos para sqrti(UFC)
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