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SUMARIO

El presente trabajo tuvo por objeto determinar si el Orégano ( Lippia graveolens HBK)

posee efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los microorganismos cariogénico

Streptococcus mutans v Lactobacillus acidophilius.

Este estudio se realizo in vitro, en el laboratorio microbiolégico y bioquimico de la
facultad de Odontologia de la Universidad de San Carlos . Previo a realizar la fase
experimental fué necesario aislar vy purificar los microorganismos utilizados ( el S.
mutans se aislé utilizando el micrométodo de huella . y el L. acidophillus fué

proporcionado por el laboratorio ) . asi como también la preparacion de las infusiones de

oregano.

La fase experimental fué realizada utilizando tubos de ensayo para'{'observar el
crecimiento de los microorganismos en medio de cultivo liquido . y cajas de petri para
comprobar el crecimiento en medio de cultivo sélido. Esto fué realizado en dos fases . vy
en cada una variando el orden en que se colocaron los componentes. con objeto de

observar si con ésto se alteraban los resultados.

Por los resultados observados se comprueba la hipotesis . concluyendo que el orégano

posee efecto inhibitorio sobre el crecimiento de el S.mutans vy L.acidophillus.




INTRODUCCION

Las enfermedades de mayor prevalencia en la cavidad bucal son la caries dental y la
enfermedad periodontal, siendo el principal factor etioldgico de estas eniermedades la

formacion de placa bacteriana sobre la superficie dental y los tejidos de soporte.(6. 8. 16.

19, 20. 25, 27)

La utilizacion del orégano (Lippia graveolens HBK), como parte de la medicina

popular se ha venido empleando desde hace mucho tiempo con bastante exito. para la

i

prevencion y tratamiento de varias enfermedades de la cavidad bucal. Dependiendo de las

diferentes regiones del pais donde se encuentre puec{:len utilizarse diversidad de plantas
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cientifica a estos recursos.

La presente investigacion pretendido demostrar de una forma clara y sencilla las
posibilidades y alternativas que se tiene en el uso de infusiones del orégano. (Lippia
craveolens HBK) para la inhibicion del crecimiento de Streptococcus mutans y
Lactobacillus acidophillus, ambos microorganismos importantes en la formacion de
caries dental. Este estudio se realizd en una forma experimental in vitro. utilizando la
infusion de orégano (Lippia graveolens HBK), sobre el crecimiento de los
microorganismos Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophillus. La investigacion se
realizo con los recursos del laboratorio microbiolégico y bioquimico de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de San Carlos. pretendiendo continuar con la linea de

1mvestigacion que desde hace un tiempo se viene realizando en el mismo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro pais un gran numero de la poblacidén se ve afectado por varios tipos de
enfermedades bucales, dentro de las cuales la caries dental y la enfermedad periodontal

son las de mayor prevalencia.(6, 8, 16, 19, 20, 25, 27)

La caries dental y la enfermedad periodontal estan determinadas por varios factores.
siendo uno de ellos y talvez el mas importante, el desconocimiento que se tiene sobre
higiene bucal y la mala ejecucidon de ella, ocasionando la deficiente eliminacion de la
placa bacteriana. la cual se acumula y lesiona la supertficie dental y gingival, dando como

consecuencia el inicio de la enfermedad .

Por lo anterior se hace necesario dar a conocer que existe un buen numero de recetas
terapéuticas populares con un aparente €xito, basadas en vegetales que se han utilizado en

forma empirica para la prevencion y tratamiento curativo de las entermedades bucales.

(16, 20, 25)

La odontologia actual ofrece una serie de tratamientos que proporcionan la prevencion
bucal, ante la presencia de enfermedades bucales. sin embargo no estan al aicance de la
mayor parte de la poblacion guatemalteca cuya situacion socioecondmica €s sumamente
precaria. Debido a esta situacion se buscan alternativas que solucionen los problemas de

salud bucal a menor costo.

La falta de antecedentes cientificos v de literatura relacionada con el tema, por lo que
se planted la necesidad de evaluar in vitro la efectividad inhibitoria de la infusion de
oregano (Lippia graveolens HBK), sobre el crecimiento de Streptococcus mutans y

Lactobacillus acidophillus, siendo éstos los principales patdégenos relacionados con las

entermedades bucales de mayor prevalencia, la caries dental y la enfermedad periodontal.

-~
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JUSTIFICACIONES

El amplio y variado uso de la medicina popular tradicional y en especial el uso de
plantas curativas, estan ampliamente ligadas a la cultura guatemalteca, las
enfermedades de la cavidad oral han sido tratadas durante mucho tiempo y de manera
empirica con aparente efectividad, sin embargo existe escasa informacion que de
validez cientifica a su uso, por lo que con esta investigacion se pretendid contribuir a

aumentar dicha informacion.

En Guatemala se observa un incontenible aumento en el costo de la vida.
Paralelamente se une a lo anterior la dependencia de la industria nacional a las
importaciones de insumos, debido a que la mayor parte de éstos se obtienen del
extranjero, los tratamientos dentales quedan fuera del alcance economico de la
poblacién. Por lo que la Universidad de San Carlos de Guatemala, a través de la
Facultad de Odontologia, se ve obligada a buscar alternativas en la prevencién v
tratamiento de enfermedades bucales. que sean efectivas, faciles de obtener. de bajo
costo y accesibles a la mayoria de la poblacion guatemalteca y culturalmente

aceptadas.

Existe la necesidad de brindar al guatemalteco alternativas de tipo preventivo.
utilizando su riqueza natural, especificamente plantas, las cuales podrian disminuir la
alta incidencia que existe en nuestro pais, de las afecciones bucales mas generalizadas

como lo son caries y enfermedad periodontal.

Se debe continuar con la linea de investigacion del laboratorio microbioldgico y
bioquimico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de San Carlos de
(Guatemala, aportando nuevos datos que ampliaran la informacidn sobre temas

relacionados.




OBJETIVOS

GENERAL:
. Buscar nuevas alternativas de tratamiento y prevencion de  caries dental que

beneficien a 1a poblacidn guatemelteca.

2. Determinar el efecto de la infusion del Orégano (Lippia graveolens HBK) sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans 'y Lactobacillus acidophillus,in vitro.

ESPECIFICOS:
. Determinar si el orégano ( Lippia graveolens HBK) posee efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de los agentes cariogénicos  Sreptococcus mutans y Lacrobacillus

acidophillus.

2. Determinar si el efecto de la infusion de orégano (Lippia graveolens HBK) varia al

utilizar diferentes concentraciones de la misma.

Determinar la concentracion minima ideal del orégano (Lippia graveolens HBK)

LI

para obtener el efecto inhibitorio deseado.

4. Aumentar la informacion cientifica sobre los usos populares de especies vegetales,
que contribuyan a la prevencion o curacion de enfermedades que afectan la cavidad

bucal.

5. Efectuar un estudio de los recursos que proveen la plantas con propiedades curativas,

por medio del cual se pueda beneficiar a la poblacion de escasos recursos, brindando

unha altermativa de tratamiento a menor costo.




HIPOTESIS

La infusion de orégano (Lippia graveolens HBK). inhibe el crecimiento de
microorganismos cariogénicos Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophillus, in

Vitro.

VARIABLES.

Independiente: Estudio de intfusion de orégano (Lippia graveolens HBK).

Dependiente: Bacteria S. mutans y L. acidophillus.

Indicadores:
Crecimiento: Se observa crecimiento por el nimero de colonia en medio solido.

siendo Agar Rogosa para L. acidophillus y Agar Mitis Salivarius paré S. mutans.

Intusion de orégano (Lippia graveolens HBK) :
Accion de extraer de las sustancias organicas generalmente vegetales. las partes

solubles en agua, a una temperatura mayor que la del ambiente. Producto liquido

asi obtenido.




DEFINICION DE TERMINOS

1. CEPAS:

Nucleo alrededor del cual se desarrolla una familia de microorganismos.

2. INFUSION:

Producto que se obtiene extraer de las sustancias organicas.  generalmente vegetales.

las partes solubles en agua, a una temperatura mayor que la del ambiente. Producto

liquido asi obtenido.

3. INHIBICION:

Mecanismo por medio del cual se detiene la manifestacidn de un proceso o funcion.

4. IN VITRO:

Que se produce u ocurre dentro de un envase de vidrio. observable en un tubo de

ensayo. que ocurre o se produce en un ambiente artificial.

5. MICROAEROFILIA:

(Microaerophilic) Que requiere oxigeno para crecer. pero a concentracion menor que la

que se encuentra en la atmosfera. Se dice de las bacterias.




REVISION DE LITERATURA.

PLACA DENTOBACTERIANA:

Es el término que se utiliza para designar una masa suave y porosa que contiene
bacterias de larga duracion atrapadas en una matriz de proteinas y carbohidratos

humedecida por saliva, fluido gingival y liquidos de la dieta..

Esta firmemente adherida a los dientes lo que se hace dificil removerla una vez

formada.

El aspecto clinico habitual de la placa dentobacteriana es de color blanco, blando,
adherido a la superficie del diente y parecido a una pelicula. Algunos de los factores
notables que determinan el caracter cualitativo de la placa son el tipo y f_recuenéia de
introduccion del sustrato (composicion y frecuencia de la dieta). (135, 20, 22)

Entre los que determinan su caracter cuantitativo, se encuentran eficiencia y frecuencia

de las diversas maniobras de higiene bucal. (25)

La placa bacteriana varia en su composicion de un sitio a otro en una misma dentadura
y aun en un mismo diente. La presencia de placa bacteriana no presenta. en forma

obligada, la condena de la integridad en la superficie dentaria. -
La capacidad de los microorganismos bucales para iniciar la caries depende de diversas
caracteristicas bacterianas, como la capacidad para adherirse a las superficies dentarias,
acidogenicidad (capacidad para formar, muy rapido, acidos lactico. formico y otros) y
aciduricidad (cépacidad para sobrevivir en un medio con pH bajo). (25)

La patogenicidad de la placa con respecto a la caries, es en gran parte, una funcion de
la seleccion bacteriana, mediada por manipulacion de la dieta. Una .dieta hiperprotéica y
baja en sacarosa, discrimina en forma selectiva contra el crecimiento de microorganismos
odontoliticos dentro de la placa, en tanto la dienta hipoprotéica y alta en sacarosa,

predispone al crecimiento de los microorganismos odontoliticos. (20)

(PROPIFOAD DF (A UNIVERSITAD OF SAN CARIDS B RUATFMALK}
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COMPOSICION MICROBIANA DE LA PLACA:

La placa esta formada por una mezcla de organismos que varian
segun no solamente el lugar y los habitos dietéticos. sino -

también segun el ttempo que ha tenido que madurar la placa.
Microbiota supragingival.

Contiene principalmente, anaerobios facultativos grampositivos. S. sanguis predomina
y A. Viscosus se encuentra constantemente. Otras especies grampositivas que
regularmente se detecta incluyen a S. mitis, S. mutans (sumamente localizado). A.
naeslundii, A. israelii, Rothis dentocariosa, Peptostreptococcus especies, Staphylococcus

epidermidis. Las especies gramnegativas encontradas incluyen Veillonella alcalescens, V.

parvula, Fusobacteria, y Bacteroides oralis.(4,8.20)
Microbiota subgingival:

La placa madura de un surco gingival saludable incluye alrededor de 50 a 85 % cocos
y bastones grampositivos, de 15 a 30 % cocos y bastoncilios grampositivos pequefios, 8
% tanto de fusobacterias como de filamentos. y aproximadamente 2% de espjroquetas;
Los Actinomyces y el Streptococcus sp. son los componentes principales de la flora
cultivable. Bacteroide melaninogenicus se aisla mas frecuentemente del surco gingival
que de cualquier otra parte de la boca, representa aproximadamente 5 % de los aislados.
Las espiroquetas pertenecientes a los géneros Treponema'y Bofreli-a son nativas del area
del surco gingival, no obstante que se observan con frecuencia en micrografias
electronicas de la placa gingival, solo ocasionalmente se les ha cultivado. Estos
microorganismos son altamente sensibles al oxigeno y crecen unicamente en condiciones

de un bajo potencial de 6xidorreduccion.




Las espiroquetas rara vez se encuentran en los nifios que tienen encias saludables,
pero aumentan con el paso de los afios. Los pacientes jovenes que sufren de periodontitis
juvenil, o los adultos que padecen una forma de periodontitis de progreso rapido. tienen
flora subgingival significativamente diferente.  Los bastoncillos gramnegativos
representan entre 40 y 78 % del total de la microbiota cultivable. La microbiota de
lesiones de pacientes con periodontitis juvenil se caracteriza por la presencia de cinco
grupos especificos de microorganismos sacaroliticos gramnegativos: Vibriones
anaerdbicos. Capnocytophaga (Bacteroides ochraceus), Bastoncillos anaerobicos
delgados, organismos parecidos a bacteroides, y organismos de superficies ectopicas. La
microbiota de periodontitis avanzada se caracteriza por la presencia de grandes cantidades
de microorganismos asacaroliticos, entre los que se incluyen Fusobacterium nucleatum,
Bacteroides melaninogenicus, Eikenella corrodens, Bacteroides capillosus, y Vibriones

anaerobicos. (4, 8, 15, 20, 26)
ENFERMEDAD PERIODONTAL:

La entermedad periodontal es un término amplio que abarca a todas las condiciones
patologicas de la estructuras de sostén vy revestimiento de los dientes. (30) r
La etiologia de la entermedad periodontal es multifactorial. (4, 6, 8. 15, 23)
[Las sustancias bacterianas de la placa han sido consideradas primarias en la
produccion de enfermedad periodontal. (4, 6.8, 15,23, 27)
No se amplia el tema de enfermedad periodontal por no tener relevancia en este

estudio.
CARIES DENTAL:

Es amplhiamente conocido que la caries dental es uno de los padecimientos mas

frecuentes en los seres humanos.
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Definicion: Es una enfermedad que afecta los tejidos duros del diente y se manifiesta por

la degradacion focal de éstos. Las lesiones cariosas resultan de la disolucion mineral de
los productos finales del metabolismo acido de bacterias acidogénicas y proteoliticas

capaces de fermentar a carbohidratos, en especial aztcares. (6, 20, 25, 27)

Etiologia: Es una enfermedad producida por el intercambio de diversos factores, los

cuales se pueden dividir en dos grupos:
1. Factores esenciales:

a) Dientes naturales con superficies susceptibles expuestas al medio bucal.
b) Flora bacteriana adherente a la superticie dental.

¢) Dieta: Alimentos ingenidos por la boca.

2. Factores modificadores:

a) Enfermedades sistémicas.
b) Saltva.
¢) Fluor, etc. (20)

Teorias sobre la etiologia de la caries:

1. Teoria Acidogenica:

En la actualidad es la teoria que mas se acerca a explicar la etiologia e la caries.
Propuesta por Miller en 1890, quién determiné que en el proceso intervenia un
microorganismo oral capaz-de producir acidos y proteina digestiva. A partir de examenes
microscopicos de varios miles de cortes, Miller llegé a la conclusidn de que la caries
comienza con una decoloracion y destruccion de la cuticula del esmalte por un grupo de

organismos predominantemente filamentosos. La destruccion del cuerpo del esmalte v la
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dentina, fue primariamente una desmineralizacion, lo cual €l confirmo por analisis
clinicos de dentinas con caries.
Alguna cantidad de acido fue el unico agente logico de la desmineralizacion, y el unico

origen concebible de dicho 4cido en la boca fue la fermentacion microbiana de los

carbohidratos de la dieta. (6, 20)

2. Teoria Proteolitica:

Describe la caries como un proceso proteolitico que incluye la despolarizacion y
licuefaccion del esmalte ( su matriz orga’.ﬁica). Por tanto sales inorganicas menos solubles
podrian liberarse de su enlace inorganico lo que ayudaria a su propia disolucion

provocada por bacterias acidogénicas que luego penetrarian a traves de vias mas amplias.

(20)

3. Teoria Proteolisis-Quelacion:

Considera que la caries es una destruccion bacteriana de los dientes en la que el primer
ataque se dirige principalmente a los componentes organicos del esmalte. Los productos
de descomposicion de esta materia organica, tienen propiedades quelantes y, por lo tanto.,

disuelven los minerales del esmalte. (20)

MEDIOS PARA PREVENIR LA CARIES:

La caries dental es una enfermedad muy compleja que se manifiesta en funcion de la
accion simultanea de tres factores principales: Microflora, huésped y sustrato (dieta), por
lo que existen pocas o ninguna posibilidades, de que haya un medio capaz de prevenirla y
controlarla. En consecuencia, las estrategias que con mayor frecuencia s¢ emplean en la

actualidad para reducir o eliminar la caries son:

1. Combatir el agente microbiano (por ejemplo programas de higiene bucal personal.

eliminacion o control de placa).
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2. Aumentar la resistencia de los dientes (uso de fluor sistémico, o tépico y el uso de

selladores de fosas y fisuras).

3. Modificar la dieta (restriccion del consumo de sacarosa en los alimentos y bebidas, uso

de edulcorantes no cariogénicos y aditivos de fostato. (24)

HIGIENE BUCAL.:

El método mas difundido y socialmente aceptado para la higtene bucal, sobre todo en el
mundo occidental, es el cepillado de los dientes.

Existen variedad de técnicas, tipos de cepillo y pastas dentales, muchas de las cuales
cuentan con una forma de fluoruro como medida preventiva.

El punto mas importante acerca del éepillado de dientes independientemente de la técnica
utilizada, tipo de cepillo o pasta dental, consiste en la eficiente y real eliminacion de la

placa bacteriana de todas las superficies accesibles, sin dafiar tejidos blandos o erosionar

los tejidos duros. (15)

El uso de seda dental para los espacios interproximales y no accestbles al cepillo
complementa la eficiente limpieza mecanica de la dentadura, asi mismo el uso de

sustancias reveladoras de placa bacteriana tacilita y evidencia la remocion de ésta.

MEDIOS QUIMICOS PARA COMBATIR PLACA BACTERIANA:

-Antibioticos
-Clorohexidina

-Enzimas




AUMENTO DE LA RESISTENCIA DEL DIENTE:

Uso del 16n fltor:

Se considera que la mayor parte del efecto del ion fluor en la prevencion de la caries
se debe a su habilidad para incrementar la resistencia del esmalte al ataque acido, ademas
se ha observado que inhibe la formacidon de varias enzimas incluyendo algunas que

intervienen en la formacion de acido por las bacterias.(9)

Sellantes de fosas y fisuras:
Actualmente ha quedado bien establecido que los selladores de fisuras constituyen un
meétodo eficaz y seguro en la prevencion de la caries.
Los sellantes se aplican en las superficies oclusales y exactamente en las fosas y
fisuras de estas superficies molares y premolares que son las dreas mas susceptibles a la

caries que el resto de superficies dentarnias. (9)

El procedimiento de colocacion implica pasos a seguir que son:
- Profilaxis previa.
- Aislamiento.
- Acondicionamiento con acido
- Lavado y secado. .
- Y por ultimo la colocacion del sellador, que en caso de selladores de polimerizacion

por luz, es necesario afiadir el paso de fotopolimerizacién.(9)
MODIFICACION DE LA DIETA:

El control dietético en la prevencion de la caries depende en primer término y ante
todo de la voluntad y tenacidad de cada paciente. La limitacion voluntaria en el consumo
de sacarosa, puede ser conveniente en algunos pacientes y ciertamente reducir la caries,

tal como se ha observado en el caso de personas con intolerancia a la fructosa. Algunos
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pacientes pueden encontrar motivacion para practicar un control dietético apropiado, pero

no es una caracteristica generalizada a todos los pacientes. (24)

CONTROL DE PLACA:

El control de placa consiste en la eliminacion de la placa bacteriana y la prevencion de
su acumulacion en los dientes y las superficies gingivales adyacentes, en los cuales se

pueden emplear lo siguiente:

- Cepillos dentales manuales de cerdas.

- Dentifricos.

- Seda dental.
- Limpiadores interdentales.

- Sustancias reveladoras de placa.(6, 8)

Streptococcus mutans 'y Lactobacillus acidophillus.
Streptococcus:

Células esféricas u ovoides, rara vez alargadas en bastoncillos, se presentan apareadas
o encadenadas cortas o largas nunca en paquetes. A veces los cultivos producen una
coloracion rojiza de herrumbre por picadura en agar, se desarrollan poco en medi0s
artificiales, las colonias en agar son pequeiias y translucidas las superticiales, pueden ser
veladas, convexas o mucoides. En su mayoria son anaerobios facultativos, con escasa
vegetacion superficial en cultivos por picadura, unos pocos son anaerobios estrictos, y
algunos de ellos atacan las proteinas, para producir gases y malos olores. Se encuentran

regularmente en la boca y en el intestino de hombres. ( 5, 14, 26, 30, 52)
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El Streptococcus mide de 0.5 a 1 micra de diametro, los Streptococcus de las
infecciones humanas son grampositivos.

Para el aislamiento primario, los medios deben contener sangre total, suero sanguineo
trasudados tales como liquidos de ascitis o pleurales. La adicion de glucosa a la
concentracion de 0.5% aumenta la velocidad de desarrollo del organismo, pero ocasiona
un cambio en la facultad de éste para lisar los gldébulos rojos.(30)

Los Streptococcus suelen desarrollarse mejor a un pH entre 7.4 y 7.6. Aunque el
desarrollo ocurre entre 15 grados C. y 40 grados C., la temperatura optima de cultivo para
la mayor parte de los estreptococos es de 37.5 grados C.

En placas de agar-sangre a 37 grados C. suelen hacerse visibles, en 18 a 24 horas,
pequefias colonias delicadas, grisaceas y opalescentes, con bordes lisos o muy
ligeramente rugosos y sobre la superficie del medio tienen el aspecto de pequefias gotitas
de liquido.(30)

En caldo alcalino a 37 grados C. los estreptococos se desarrollan rapidamente
formando cadenas largas que se enredan y se sedimentan como escamas. Si se afade
dextrosa al caldo, el desarrollo del cultivo es mas rapido al principio, pero la formacion
del acido lacteo inhibe el desarrollo ulterior y los organismos pueden morir a menos que

se traspasen pronto. (30)

Streptococcus mutans:

Pertenecen a la categoria de Streptococcus viridans, que son los miembros mas
importantes de la flora normal de la cavidad oral.

El Streptococcus mutans sintetiza polisacaridos de moléculas grandes (por ejemplo
dextranos), y desampefian un papel importante en la formacion de la caries dental. (2, 5,
6, 14, 22, 25,27)

Ha sido aislado en poblaciones de diverso origen €tnico y socioecondmico. Se
encuentra en grandes cantidades en placa aislada de poblaciones con caries activa y mas

frecuentemente en placa con lesiones cariosas rampantes que en placa de superficies
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dentales sanas. Se le considera como el principal agente etioldgico en la caries dental

humana.(25)

Los Streptococcus tienen la capacidad de metabolizar la sacarosa dietética y de
sintetizar glucanos mediante una glucosil transferasa extracelular y superficial de la
célula.

Se considera que esta enzima tiene importancia especial en el establecimiento de
Streptococcus mutans en la placa dental.
Parece que esto ocurre por medio del glucano que se localiza en la superficie celular del
Streptococcus mutans y que actua como el lugar primario de union para la enzima, la cual
después evoca una nueva sintesis de glucano a partir de la sacarosa exogena con la
subsecuente adherencia a la superficie del esmalte. (20,25)

En los cultivos de agar-mitis-salivarius, estos organismos son facilmente diferenciados

por sus colonias altas, convexas y mucoides ligeramente azules, de 0.5 a 1 mm. de

~diametro, las cuales tienen margenes ondulados y una estructura interna reminiscente

caracteristica finamente granular de vidrio escarchado.(6)

También se han identificado variantes lisas de Streptococcus mutans. Como
concomitante de la sintesis de dextrano a partir de sacarosa, puede colectarse un exudado
acuoso en la parte superior de estas colonias, en ocasiones lo suficientemente abundantes
como para que se unan y formen un charco al lado de la colona.

Estos estreptococos crecen en medios que contengan cloruro de sodio al 4 %, aunque no
al 6.5%; la mayoria no produce amonio a partir de arginina; no hidrolizan el almidon.
aunque fermentan la insulina, rafinosa. manitol. y sorbitol. En caldos de sacarosa se
produce dextrano precipitable por un volumen de etanol.(6)

La proporcidon de Streptococcus mutans en los dientes humanos se ha reportado en
correlacion con el grado de actividad de la caries y los organismos pueden aislarse de

lesiones de caries en los humanos. (6, 20)
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RELACION ENTRE Streptococcus Y CARIES:

Miller (1890) encontrd Streptococcus en la cavidad oral. De 1900 en adelante. los
Streptococcus han recibido una atencion considerable como agente causal de la éaries
dental. Sieberth (1900) aislo los Streptococcus primero a partir de dentina cariada.
Goadby (1903) encontré con frecuencia. Streptococcus en la porcion anterior de llar
dentina cariada. Niedergesass (1905) v Kligler y Gies (1915) encontraron que el
Streptococcus era el microorganismo predominante de la boca.  Sieberth (1900),
Baumgartner (1910, 1913). Niedergesass ( 191.5) v Herici y Hartzell (1919) postularon
que Streptococcus era importante en la caries dental. Dichos postulados se basaron
principalmente en la abundancia del Streptococcus oral. su presencia en la caries dentinal
profunda, y su consistencia como agente causal de pulpitis acompafiando a la caries
dentinal profunda sin exposicion de la pulpa.(6)

Desde estas primeras observaciones. se ha acumulado evidencia de que el
Streptococcus verdaderamente suma mas de la mitad de la cuenta viable de saliva y del

dorso de la lengua, como la cuarta parte de las cuentas viables de las placas dentales y

del surco gingival.(6)

Los Streptococcus pueden invadir hacia adelante de lo que se considera el frente de
avance de la caries dentinal profunda, tal como lo indica el hecho de ser el invasor de los

dientes cariados, siendo su ruta de invasion a lo largo o entre los tubulos dentinales.(6)

Otra caracteristica de los Streptococcus orales relacionada con su cariogenicidad, es su
rango de crecimiento y produccion de dcido, observandose que exceden a los de cualquier
microorganismo oral, incluyendo a los lactobacillus, los cuales alcanzan solo alrededor de
1/2.000 del total de la flora oral. La mavoria de los Streptbcoccus orales. incluvendo a

Streptococcus mutans, crecen rapidamente y producen su acidez terminal (pH alrededor
de 3.4 ) dentro de las primeras 24 horas. en contraste con los lactobacillus que requieren

de 3 a 6 dias para producir un resultado semejante en crecimiento v acidogénesis ( pH de

3.6).
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Basado en sus cantidades relativas en la cavidad oral.(6)

La determinaciéon del papel de los Streptococcus en la caries dental fue aclarada
enormemente por una serie de investigaciones destinadas a establecer el potencial
productor de la caries en una sola cepa o especie bacteriana, primero en ratas blancas
gnotobidticas y después en hamsters, mediante estudios de las causas de variabilidad de la
caries dental en animales de experimentacion y por el establecimiento de un agente
trasmisible.(6)

La patogenicidad potencial de S. mutans se debe a su capacidad para producir
moléculas pesadas, glucanos extracelulares (dextrano) el cual se adhiere a la superficie
lisa del esmalte, conduciendo a la formacion de una placa dental en la cual los
Streptococcus orales y otros microorganismos cariogénicos y no cariogénicos colonizan
para formar sus acidos cariogénicos. Los diferentes Streptococcus cariogénicos varian
en el tipo de glucano que producen, en su capacidad para adherirse a la supérﬁcie del
esmalte y en su capacidad para producir la éaries dental. Por ejemplo el Streptococcus
sanguis, produce un glucano insoluble que difiere del dextrano en su estructura, y es

mucho menos adherente al esmalte. S. sanguis es menos cariogeénico que el S. mutans.(6)

Lactobacillus:

El género Lactobacillus, contituye un compenente importante de la tlora humana
natural; son bacilos grampositivos no esporulados, clasificados en la familia
Lactobacilaceae, generalmente inmoviles, microaerofilos y catalasa negativos.

Forman acido lactico como principal producto .de fermentacién de la glucosa. (2. 14)

Habitan en boca, tracto gastrointestinal y vagina de humanos. Varian en su forma
desde bastoncillos cortos y rollizos aislados o dispuestos en cadena o palizada. hasta los

bastoncillos largos y delgados que se presentan aislados o en cadenas.(2, 6)

Thenden a hacerse gram negativos en los cultivos mas antiguos, algunas especies

producen un pigmento anaranjado. rojizo o de color ladrillos. Tienen necesidades
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nutritivas complejas. La mayoria de los lactobacillus orales crecen mejor o bien
requieren un medio reductor que contenga un agente reductor de la tension superficial,
provisto adecuadamente con carbohidratos y un amplio rango de temperatura (15 a 45 '
grados centigrados). Son aciduricos con un pH optimo de 5.5 a 5.8.(6, 14)

En la superficie del agar conteniendo un agente reductor de la tension superficial las
colonias son invariablemnte lisas y en forma de cupula. con una textura que semeja la
cascara de naranja, en agar de jugo de tomate tambi€n existen colonias planas y rugosas.
El aislamiento y enumeracion de los lactobacillus orales se facilita enormemente
mediante los medios selectivos de Agar Rogosa. el cual suprime practicamente el
crecimiento de todos los demds microrganismos orales debido a su alto contenido de
acetato y otras sales, a un depresor de la tension superficial y a su acidez (p H 5.4) el cual
provee nutricion adecuada para lactobacillus. La mayoria de los lactobacillus no son
proteoliticos, no producen indol, licuan la gelatina, ni reducen el nitrato y son catalasa

negativos. La fermentacion de los CHO por los lactobacillus es variable con las especies

aunque generalmente es bastante activa.(2.6)

En realidad casi desde la época en que los lactobacillus se descubrieron por primera
vez en la cavidad oral hasta hace poco. ha existido la tendencia a asignar a todos los

lactobacillos orales a la especie L. acidophilus generalmente sin datos que lo espalden.
Esta es una practica bastante insegura aunque debe ser admitido que la diferenciacion con
frecuencia es dificil. Aunque no es usual que los lactobacillus sean patogenos se han
hecho intentos para establecer que los lactobacillus sean agentes causantes de la caries

dental. Parece que se han establecido correlaciones entre el estado de caries activa y la

cantidad de lactobacillus en la saliva. (6. 14)

Se ha comprobado que en un medio de agar-suero en condiciones anaerobicas y en

atmosferas de CO2 estimula el crecimiento v desarrollo de las cepas de la boca.(6.14)

Lactobacillus acidophillus:

Pertenecen a la clasificacion de lactobacillus. homofermentativos microaerofilos.
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Fué aislado por primera vez Moro en el afio 1900 a partir de heces de lactantes. y se

encuentra en el intestino de casi todos los vertebrados mamiferos y algunos

invertebrados. Su cantidad aumenta en relacion al aumento de la ingesta de carbohidratos
en la dieta y puede llegar a ser predominante cuando se tiene una dieta lactea. Son
bastante gruesos v longitud variable. se disponen aislados a pares ligeramente tlexionados
en la union y en cadenas largas. Las cadenas largas. las formas tilamentosas v las formas
en maza no son raras. Los cultivos jOvenes se tifien uniformemente grampositivos. los
cultivos viejos a menudo(6) muestran coloracion listada o bipolar y pueden decolorarse
facilmente. Las colonias generalmente pequefias pueden variar en su forma: opaca.
redonda y lisa a aplanada, traslicida e irregular con aspecto de cristal. Poseen reacciones
de fermentacion variables, aunque la mayoria producen acido pero no gas. A partir de la

glucosa, lactosa, maltosa y sacarosa y llegan a coagular la leche en 48 horas.(6)

REILLACION ENTRE LOS Lactobacillus Y CARIES:

Cuando W. B. Miller formul¢ la teoria parasitoquimica de la caries dental hacia 1880.
llegd a creer que cualquiera de las bacterias orales acidogénicas podrian causar la caries
dental si producian suficiente acido a partir de los carbohidratos de la dieta como para

descalcificar el esmalte v la dentina.(6)

Se formularon algunos principios importantes para guiar a aquellos que buscaban un

agente especifico para la caries:

1. El organismo causante deberia ser la especie mas acidogénica que se encontrara en la

cavidad oral en las lesiones de caries.

2. El agente causante deberia ser capaz de aumentar la acidez que produjo en la lesion de

la caries.

ﬂ

3. El organismo causante deberia ser aislado en cultivos puros a partir de todas las

etapas de las lesiones de caries.
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4. Los cultivos puros de los microorganismos deben ser capaces de producir caries

cuando se inoculan en la cavidad oral o directamente sobre los dientes. v ningun otro

microorganismo oral deberia ser capaz de hacerlo.

5. El microorganismo causante deberia de estar ausente de las superficies de los

i _

dientes que no desarrollen descalcificacion de caries y de la saliva de las personas "sin

caries’.

6. Otros microorganismos que producen suficientes acidos como para descalcificar el
esmalte y la dentina no deben estar presentes en ninguna etapa del proceso de la caries.

Si estén presentes, debe comprobarse que no pueden producir una lesion cariosa.(6)

Durante el periodo entre 1900 y 1922, se realizaron tres importantes estudios de la
flora y especialmente, de las relaciones de sus especies individuales con la caries dental.
Los estudios de Goadby (1903), Kleigler (1915), y Howe y Hatch (1917) sobre la tlora
oral indica su naturaleza compleja, el que la flora oral se pueda dividir de acuerdo con su
funcion en productora de acidos. licueficantes, proteolitica, y productora de pigmento. el
que los Streptococcus vy los Lactobacillus eran los mas abundantes entre las especies
acidogenicas residentes, y que los lactobacillus eran los mas aciduricos. Howe vy Hatch
fueron los primeros en postular que los lactobacillus pudieran intervenir en la fase
descalcificante de la caries dental.(6)

Se la di6 un impetu adicional a la flora acidogénica y a los lactobacillus en la caries
dental por los hallazgos de Rodriguez y Mclntosh, James y Lazarus-Barlow publicados
en 1922. Estos dos grupos de investigadores encontraron lactobacillus en las lesiones de
caries y demostraron su alto potencial de produccion de acidos y su capacidad de
sobrevivir en los acitdos que producen. También producen lesiones semejantes a las caries

en dientes esterilizados mediante su exposicion a los lactobacillus en caldos de cultivo.(6)
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‘Numerosas investigaciones en lactobacillus de la saliva revelaron que:

[. Los lactobacillus de la saliva estuvieron raras veces si es que alguna. completamente
ausentes de la cavidad oral de un adulto con dientes. aunque pudieran estar presentes en

muy pequenas cantidades.

2. Los lactobacillus no pueden implantarse en la boca de animales 0 humanos que se

encuentran relativamente libres de ellos. o incluso en bocas con abundantes lactobacillus.

ﬁ

3. El incremento de los lactobacillus en las placas y en las superficies del esmailte

precede al desarrollo de las lesiones de caries.

4. Un incremento de los lactobacillus en la saliva precede a la aparicion de las lesiones

visibles de la caries por 3 &0 6 meses.

5. El mcremento de los lactobacillus de la saliva cuando existe un incremento en el
numero y el tamafio de las lesiones de la caries. se observan. asi como la disminucion a

medida que las lesiones se obturan.(6)

6. Los lactobacillus de la saliva aumentan cuando existe un incremento en la
susceptibilidad de la cares. segun se ha medido por procedimientos clinicos y por

pruebas de actividad biologica de la caries.

/. El ingreso de cantidades optimas de fluoruro disminuye tanto a los lactobacillus de la

saliva como a la actividad de la caries.

8. El ingreso de cantidades crecientes de carbohidratos refinados, incrementan tanto a los

lactobacillus de la saliva como a l1a actividad de caries.

[
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9. Los lactobacillus en crecimiento en un medio propio y localizados mecanicamente

sobre la superficie del esmalte in situ son capaces de producir una lesidén descalcificada

que semeja la caries natural.(6)

Por lo que a los lactobacillus concierne, alcanzan el requerimiento de un agente
causante de éaries dental humana. siendo bastante acidogénico y acidurico. estando
presente en todas las etapas de las lesiones de la caries, aumentando en respuesta a
factores dietéticos tales como los carbohidratos refinados cariogénicos, y disminuyendo
en respuesta a factores tales como la fluoracion que evita la caries dental.(6)

Los lactobacillus no calificaron como el agente microbiano exclusivo de la caries

dental debido a que no era esencialmente transmisible por los procedimientos usuales y

no parecian ser la causa de la caries de superficies lisas.

Las investigaciones subsecuentes revelaron que algunos lactobacillus (por ejemplo
Lactobacillus acidophillus) podrian producir caries en animales gnotobioticos, aunque no
tan regularmente y en forma menos extensa que algunas de las otras especies microbianas
orales.(6)

Sus fuertes caracteristicas acidogénicas y aciduricas los hace capaces de producir
acidos cariogénicos cuando otros son incapaces de hacerlo y sobrevivir. Aunque los
lactobacillus por si solos son incapaces de localizar v establecerse en una plaba dental de
una superficie lisa en un animal gnotobidtico. de la caries humana se 1nician

principalmente en fosetas, fisuras y espacios interproximales. donde la placa bacteriana

en su formacidén no es importante para la localizacion v acumulo de microorganismos
cariogénicos. En estas areas los lactobacillus se acumulan y son un tactor importante en

la caries dental, junto con otros residentes microbianos acidogénicos. (6)




INTRODUCCION A LA MEDICINA POPULAR

Es asi como la mayoria de la poblacion busca solucionar sus problemas de salud en la
Medicina Popular, que no es mas que medicina que se ha practivado con aparente

eticacia, de manera indiscriminada. durante generaciones, brindando una alternativa de

alivio a los padecimientos de las personas que la han utilizado.( 12)

Una rama de la medicina popular se relaciona con las enfermedades y padecimientos
de la cavidad bucal. A ésta se le ha llamado "Dentisteria u Odontologia Popular”. A éste
respecto se han efectuado algunos estudios en Guatemala, por parte del Instituto
Indigenista, en los que se ha recopilado la informacion concerniente a las recetas que la
medicina popular prescribe. que van desde el simple uso de plantas y o extractos de las

mismas, hasta procedimientos complejos y radicales.(12)

lodo este valioso conocimiento popular ha sido transmitido desde la €poca
precolombina hasta nuestros dias. sin que muchos le presten la atencidn que se merece.
Su principal utilidad en éste campo se circunscribe a los siguientes tratamientosf
“debilidad de la dentadura™, “dolor de muela™ y “mal olor en la boca™.

(12)




OREGANO

Clasificacion botanica:

Reino: Vegetal
Sub-reino: Embryobionta

Division:  Magnoliophyta

Clase: Magnolidpsida
Sub-Clase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Verbenaceae

Género:  Lippia
Especie:  Lippia graveolens HBK

N. comun: Orégano

SINONIMOS:

Latana origanoides. L. berlandieri. Goniostachyum graveolens Small.

DESCRIPCION:

Arbustos delgados de 2 mts. de alto, las ramas con pubescencia cortamente pilosa.
Hojas en peciolos usualmente de 5- 10 mm. de largo. los limbos oblongos a eliptico u
ovalado a ovalado- oblongo; de 2-4 cms. de largo. usualmente obtusos o redondeados en
el apice, algunas veces agudos. redondeados o subcortados en la base. densamente
pilulosos en el haz, suave al tacto. glandular v densamente tomentosos o pilosa en el

enveés. los margenes finamente crenados. Sus flores en espigas subglobosas a oblongas.




de 4-12 mm. de largo, bracteas en 4 filas, ovaladas a lanceoladas, agudas, glandular y
densamente pilosa; pedunculos axilares de 2-6, de 4-12 mm. de largo. Caliz de 1-2mm. de

largo, glanduloso v velludo. Corola blanca, el tubo estrigoso, de 3-6 mm. de largo. (29).

COMPONENTES:

Contiene 0.4 % de aceite esencial volatil de olor y sabor desagradables, este aceite
contiene 25 % de carvacol y 85% de cimeno, tambien contiene 8§ % de taninos.
substancias amargas y aceite etérico. Otros principios activos son los acidos fendlicos:
caféico, clorégénico, rosmarinico; flavonoides: derivados del apigenol, luteolol,
kampferol, diosmetol; acido ursolico. Las partes subterraneas tienen estaquiosa y los

vastagos por lo menos 5% de materia tanica.(1, 3, 29)

Principios amargos: Estas substancias tienen un gusto amargo, excitan las células del
gusto, estimulan el apetito y aumentan la secrecion de jugos gastricos. Son sustancias
vegetales terpénicas, susceptibles de liberar camazuleno, asi como glucésidos de diversas

estructuras bioquimicas.(35)

Taninos: Tienen la capacidad de coagular las albuminas, los metales pesados y los
alcaloides. Son hidrosolubles. Su interés medicinal radica principalmente en su caracter
astringente: Su propiedad de coagular las albuminas de las mucosas y los tejidos, creando

asi una capa de coagulacion aislante y protectora, que reduce la irritacion y el dolor , y

detiene las pequefias hemorragias.(35)

Aceites esenciales: Son liquidos volatiles, refringentes, opticamente activos. préximos a
los aceites con olor especialmente caracteristico. Se extraen de plantas frescas o

desecadas mediante destilacion al vapor de agua ,por pura o simple extraccién o por

medio de otras técnicas: presion.




La utilizacion farmacéutica de los aceites esenciales se basa en sus propiedades
ﬁsiolégicas su olor y su sabor, su efecto irritante sobre la piel y las mucosas, sus
propiedades desinfectantes y su accion bactericida. La mayor parte de las plantas con
esencias son usadas como aromaticas, como el orégano.

Las esencias naturales deben ser conservadas, al igual que las plantas que la contienen, en
recipientes bien cerrados y protegidos de la luz. Ya que si no, se oxidan rapidamente con
la luz y al aire se polimerizan , se transforman en resinas y pierden su olor y accion

caracteristicos.(35)

VALOR NUTRICIONAL:

Composiciéon por 100gm. de porcion comestible (planta fresca).

Humedad (gm): 69.2, Ceniza (gm): 2.64, Proteinas (gm): 5.0, Grasa (gm): 1.48. Fibra
cruda (gm): 4.12, Carbohidratos (gm): 17.56. Ca (mg): 64.9, P (mg): 56. Fe (mg) 5.32,
Caroteno (mg): 8.38, Tiamina (mg): 0.39. Riboflavina (mg): 0.04, Niacina (mg): 1.64,
Acido ascorbico (mg): 62. (29)

DISTRIBUCION DEPARTAMENTAL.:

Es nativa de Guatemala, se encuentra en pendientes pedregosas muy secas , planicies o
matorrales himedos o secos; es endémico en la aldea Casas del Pinto, de Rio Hondo.
Zacapa y forma rodales densos en los cerros de 1a aldea Paso de los Jalapas, de El Jicaro,
El Progreso. Se reporta del sur de Texas (USA), México y Nicaragua.

Es una planta introducida que se cultiva por semilla o esqueje en terrenos humiferos
soleados; deben recolectarse durante la floracidn y secarse a la sombra, ya que el sol

; destruiria la eficacia del aceite esencial.(12, 13, 29)
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Zona de vida:

- Bosques secos subtropical. monte espinoso subtropical.

Partes que se usan medicinalmente:

Flores y hojas.(13, 29)

ACCION FARMACOLOGICA:

Actua como tdénico general digestivo, espasmodico, espasmolitico, carminativo,
expectorante, antiséptico de las vias respiratorias y emenagogo. A nivel externo es

analgésico. cicatrizante, antiséptico y antifungico.(1,13, 29)

INDICACIONES:
Inapetencia, digestiones lentas, meteorismo. espasmos gastrointestinales, tos irritativa,
faringitis, ititis, sinusitis, bronquitis. asma, amenorrea, odontalgias, dolores reumaticos,

heridas, ulceras, micosis cutaneas.(1,13.29)

USOS EN BOCA:

La esencia se usa popularmente para calmar el dolor de dientes, se obtiene en forma
industrial usando una prensa hidraulica y luego por destilacion. Se adquiere la esencia y
con ella se embebe una minuscula torunda de algoddén y se coloca en la cavidad de la

caries para calmar el dolor.(13)

PRECAUCIONES/INTOXICACION:

La esencia puede tener efectos estupetacientes a dosis elevadas.(1)

Contraindicaciones: Evitar su uso durante €l embarazo.(21, 13)




FORMAS GALENICAS/POSOLOGIA:

Uso interno:

- Infusién: Una cucharada de postre por taza. Infundir diez minutos. Tres tazas al dia,

antes o después de las comidas.

- Extracto fluido: 30 a 50 gotas. tres veces al dia.

- Esencia: 4 a 6 gotas, tres veces al dia. Capsulas (50 mg/caps., 1 a 3 al dia).

 Supositorios (0,1 a 04,4 gr/sup., 2 a 3 al dia). Inhalaciones secas. Inhalaciones humedas

(5 a 10 gotas de esencia/500 cc. de agua caliente). Aerosoles (1,2 gr de esencia/50cc. de
preparado. Practicar previamente un test de tolerancia, aplicando durante 15 segundos y

esperando media hora)

Uso externo:

- Infusién: 50 gr/l.. en forma de compresas. lociones.
gargarismos o colutorios.

- Esencia: En forma de linimiento. pomadas.(1.13)

PLANTAS CON LAS QUE SE PUEDE COMBINAR:

Como antiséptico: Eucalipto, nance, tomillo y zarzaparrilla.
Como digestivo: Anis, hierbabuena, manzanilla y pericon.
Como emenagoga: Borraja, manzanilla, milenrama y ruda.

Como expectorante: Hierbabuena, eucalipto, marrubio y sauco.(13)

OTROS USOS NO MEDICINALES:

Es muy utilizado como condimento para sazonar comidas y ensaladas.(12. 13.29)




METODOLOGIA.

El estudio se realizo en cinco etapas. las cuales tueron:

1. Aislamiento de agentes cariogénicos (Streptococcus mutans y lactobacillus

acidophillus).

2. Critenios de identificacion.

3. Preparacion de la infusion de orégano.
4. Fase experimental.

5. Comprobacion del trabajo.

1. AISLAMIENTO DE AGENTES CARIOGENICOS:

Se procedid a aislar el S. mutans, tomando 3 muestras de saliva de nifios comprendidos
en un rango de 6 a 8 afios de edad con un alto numero de piezas dentales lesionadas por
caries. Se utilizo el micrométodo de Huella o Impresién para el aislamiento y

cuantificacion de agentes cariogénicos.

Los L. acidophillus fueron proporcionados por el laboratorio microbiologico de la
Facultad de Odontologia de la USAC, va que forman parte del cepario con que cuenta

dicho laboratorio.

¢ [ 0s medios de cultivo utilizados fueron:

e Todd Hewitt (T. H.) como medio liquido para S. mutans.




e Caldo nutritivo reformulado ( C.N.R.) como medio liquido para L. acidophillus.
¢ Agar Rogosa como medio sélido selectivo para Lactobacillus

e Agar Mitis salivarius medio sélido para S. mutans.

2. CRITERIOS DE IDENTIFICACION.

¢ Bacitracina (antibi6tico). Al cual el S. mutans es resistente.

¢ Prueba de manitol y sorbitol. El S. mutans fermento dichos azucares.
e Sacarosa al 2%. El S. mutans formoé polisacaridos extracelulares.

¢ Medio selectivo para S. mutans es Agar mitis Salivarius y para Lactobacillus, Agar

Rogosa.

Caracteristicas macroscopicas de los microorganismos en medio soélido:

o S. mutans: colonias altas convexas de 0.5 a 1 mm de diametro, color azul, de
bordes ondulados y superficie finamente granular, semejante a vidnio esmerilado,

con una gota de exudado en su superficie.

. acidophillus: colonias invariablemente lisas, en forma de cupulas, con contextura

que semeja la cascara de naranja.

. Observacion microscopica de ambos microorganismos(tincion de Gram):
° S. mutans: Cocos inmoviles, de color violeta formando cadenas largas y
cortas




. acidophillus: Bastones inmédviles. que se dividen en un solo plano sin

ramificarse. color violeta. formando cadenas.

3. PREPARACION DE INFUSION DE OREGANO:

Se prepararon 3 infusiones al 100, 60 y 20 % (p/v), para lo cual se utilizaron 100. 60 y 20
gramos de hojas secas de orégano. se colocaron en 100 ml. de agua destilada y se

procedid a cocer el orégano dejandolo hervir durante 15 minutos, las infusiones obtenidas

fueron filtradas para eliminar particulas grandes de orégano.

Se repuso con agua destilada y estéril el volimen perdido para mantener la concentracion
estipulada, se almacenaron en frascos color ambar previamente estériles.  Este

procedimiento fué realizado bajo estrictas normas de esterilidad.

Las infusiones se realizaron al 100, 60 v 20 % (p/v). para que al mezclar la infusion con

el medio de cultivo y el inoculo se obtuvieran las concentraciones de 50. 50 y 10% (p/v).

que fueron preestablecidas para este estudio.

Se procedio a tomar el pH de las infusiones al 100. 60 y 20% (p/v). utilizando papel
indicador untversal de pH con escala de colores. de 1gual forma se tomo el de los medios
de cultivo liquidos Tood Hewitt y Caldo nutritivo reformulado; posteriormente se

procedid a mezclar en partes 1guales las concentraciones y el medio. tomandose también

el pH de ésta mezcla.
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4. FASE EXPERIMENTAL:

PROCEDIMIENTO I:

En cada uno de los tubos numerados se colocaron las siguientes sustancias:
SERIE A (S. mutans)
- Medio liquido:

Tubo 1: 4.8 ml. de medio de cultivo + 5 ml. de infusion 10% + 0.2 ml. de 1noculo ()

+ 24 horas microaerofilia 2y — observacion.

Tubo 2: 4.8 ml. de medio de cultivo + 5§ ml. de infusi16n 30% + 0.2 ml. de 1ndculo +

24 horas microaerotilia — observacion.

Tubo 3: 4.8 ml. de medio de cultivo + 5 ml. de infusion 50% + 0.2 ml. de inoculo +

24 horas microaerofilia — observacion.

Tubo control(+): 9.8 ml. medio de cultivo + 0.2 ml de inoculo + 24 horas microaerofilia

— observacion.
Tubo control (-):

Tubo -1: 5 ml medio de cultivo + 5 ml de infusion al 10% + 24 horas microaerofilia —

observacion.

Tubo -2: 5 ml medio de cultivo + 5 ml de infusion al 30% + 24 horas microaerofilia

—->observacion.




Tubo -3: 5 ml medio de cultivo + 5 ml de infusion al 50% + 24 horas microaerofilia —

observacion.

- Medio sélido . de los tubos anteriores se procedio a:

Tubo 1 — caja de petri — 48 horas microaerofilia — observacion.
Tubo 2 — caja de petri — 48 horas microaerofilia — observacion.
Tﬁbo 3 — caja de petri — 48 horas microaerofilia — observacion.

Tubo control (+) — caja de petri — 48 horas microaerofilia — observacion.

El tubo control (+) y (-) se empled como un parametro de comparacion para la
observacion de cambios fisicos v crecimiento de microorganismos.
Se realizo tincion de gram a los tubos 1. 2 v 3 y al tubo control (+).

Todo el procedimiento anterior se realizo de 1gual forma con el indculo de L. acidophillus

( serie B).

(1) Indculo: microorganismo utilizado

(2) Microaerofilia: que requiere oxigeno para crecer, pero a concentracion menor de la que s€ encuentraen la  atmostera.




PROCEDIMIENTO II:

Con este porcedimiento se persiguié poner en contacto directo a los microorganismos con

la infusion. para evitar la interaccion y posible alteracion de la infusion al entrar en

contacto el medio de cultivo con la infusion. se utilizo el factor tiempo para establecer si

' este aumenta o disminuye la efectividad de la infusion.

SERIE A;

- Medio liquido:
Se prepard el inéculo de la siguiente forma: centrifugdo — elimind sobrenadante —

resuspendid con agua estéril — 10 ml. de inoculo.

Tubo 1: 1 ml. de infusion 10% + 0.5 ml. de in6culo + 1 minuto +

0.5 ml. de medio de cultivo = 24 horas microaerofilia = observacion.

Tubo 2: 1 ml. de infusion 10% + 0.5 ml. de inoculo + 3 minutos -

0.5 ml. de medio de cultivo —» 24 horas microaerofilia — observacion.

Tubo 3: 1 mi. de infusion 10% + 0.5 ml. de inéculo + 5 minutos +

9.5 ml. de medio de cultivo —» 24 horas microaerofilia — observacion.

Tubo control (+): 9.5 ml. de medio de cultivo + 0.5 ml. de in6culo + 24 horas de

miacroaerofilia = observacion.

Este procedimiento se realizd también con las infusiones de 30 y 50%.

- Medio solido: de los tubos anteriores se procedid a:




Tubos indculados — caja de petri — 48 horas microaerofilia — observacion.

Todo el procedimiento anterior se realiz6 de igual forma con el inoculo de L.

acidophillus. ( serie B)

5. COMPROBACION DE TRABAIJO:

El crecimiento in vitro de S. mutans v L. acidophillus, se observo como turbidez en el

medio de cultivo liquido y con el crecimiento de colonias en las cajas de petri.

La inhibicion del crecimiento bacteriano se comproboé al comparar las cajas de petri de
cada concentracion de la infusion de orégano. con las cajas control, por medio de una
observacion macroscopica.

Segun la hipotesis se esperaba que en las cajas de petri con las siembras de cada una de
las concentraciones de la infusion. el crecimiento bacteriano fuera menor o nulo en

relacion a las cajas control.




PRESENTACION DE RESULTADOS.

A continuacidn se describen los resultados obtenidos en el presente estudio.

Se utilizaron cuadros para ordenar los datos. con el fin de facilitar el manejo y la

interpretacion de los mismos.

CUADRO No. 1.

CRECIMIENTO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC'S) EN
MEDIO SOLIDO Y CRECIMIENTO EN MEDIO LIQUIDO. DE Streptococcus mutans

y Lactobacillus acidophillus.

Muestras Crecimiento €n medio solido Crecimiento en medio liquido

Lactobacillus Acidophillus pOSItivo pdsitivo

pOSItivo positivo

positivo positivo

l

Streptococcus mutans poSitivo pOsitivo

pOSItivo poOsItivo

positivo . positivo




Lactobacillus acidophillus:

Para el medio solido las muestras fueron tomadas de cultivos en medio liquido (caldo
nutritivo reformulado). El crecimiento positivo de Lactobacillus acidophillus se
evidencia al observar unidades formadoras de colonias ( UFC'S) en las cajas de petri
sembradas, ya que el medio de cultivo es especifico para dicho microorganismo. En el
medio liquido el crecimiento positivo se evidencia como turbidez generalizada en todo el

medio de cultivo.

Streptococcus mutans:

Para el medio solido las muestras fueron tomadas de cultivo en medio liquido , despues
de haber realizado controles de calidad. El crecimiento positivo de S. mutans se evidencia
al observar unidades formadoras de colonias (UFC'S) con sus caracteristicas especificas.
En el medio liquido el crecimiento positivo se evidencia como turbidez generalizado en el
medio de cultivo. Las colonias fueron seleccionadas de colonias obtenidas en el medio de
cultivo mitis salivarius, como parte del proceso de control de calidad para la purificacion

de la cepa de S. mutans.
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CUADRO No. 2.

OBSERVACION MICROSCOPICA DE Streptococcus mutans 'y Lactobacillus
acidophillus UTILIZANDO TINCION DE GRAM.

MUESTRA CARACTERISTICA OBSERVADA

Coloracion  Formacion de cadenas

5. mutans
A pOSItIVO poSItivo
B pOSItIVO positivo
C posit1vo positivo

L. acidophillus

A pOSItIVO pOSItIVO
B posiItivo pOSItIVO
C pOSItIVO pOSItIVO

En S. mutans la coloracion positiva en la tincion de gram, significa que las bacterias
retienen la coloracidon violeta . Se obervaron cocos. inmoviles, formando cadenas
ramificadas largas y cortas.

En L. acidophillus la coloracion positiva en la tincion significa que las bacterias retienen
la coloracidn violeta de la tincidn de gram. Ademas se observaron bastones, inmoviles,

que se dividen en un solo plano sin ramificarse. formando cadenas cortas.
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CUADRO No. 3.

FORMACION DE POLISACARIDOS EXTRACELULARES EN MEDIO LIQUIDO (
Todd Hewitt) CON SACAROSA AL 2% Y FERMENTACION DE SORBITOL Y

MANITOL POR EL Streptococcus mutans.

MUESTRA  SACAROSA SORBITOL MANITOL

L2 N N ¥ B 2 B N X B R B B _FF ¥F E 32 3 F ¥ N 3 B8 L B F R § 3 3 R _§B § N 2 B L N § X § 3 § 3 N ¥ B NE_BR_J§N 7 8 31 &8 R _N § § 2 3 3 8§ § B 3 B N J § 3 A B R B & L N

A positivo  positivo  positivo
B poSItivo  positivo  positivo
C positivo  positivo  positivo
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El resultado positivo de la formacidon de polisacaridos extracelulares se evidencio con la
formacion de masas de aspecto geloso y blanquecinas, adheridos a las paredes del tubo y

suspendidos en el medio.

El resultado positivo en las pruebas de manitol y sorbitol se observo como turbidez
generalizada en el medio de cultivo. Se realizaron las pruebas de fermentacion en dos
azucares , de éstos el Manitol es fermentado exclusivamente por el S. murans, por lo que
constituye una prueba bastante especifica para identificacion de dicha cepa. Estos
resultados permiten afirmar que las colonias sometidas a todas las pruebas realizadas son
representativas de S. mutans. Con estas pruebas bioquimicas termind la etapa de

aislamiento del S. mutans.

41




CUADRO No. 4

MEDICION DE pH DE LAS INFUSIONES DE OREGANO Y MEDIOS DE
CULTIVO, UTILIZANDO PAPEL INDICADOR UNIVERSAL DE pH.

INFUSION INFUSION + INFUSION +
DE OREGANO TODD HEWITT CALDO NUTRITIVO

20% pH®6 pH 7 pH 7
60% pH®6 pH 7 pH 7
100% pH®6 pH 7 pH 7

-_------‘--_-_----------*----------—-------------------_ﬂ---------'ﬂ---------“----------------_------

Medio de cultivo Todd Hewitt pH 7.

Medio de cultivo Caldo nutritivo pH7.

Se observo que no hubo ningin cambio que pudiera afectar la fisiologia de los

microorganismos al mezclar el medio de cultivo con la infusion, ya que se mantuvo un

pH neutro o cercano a la neutralidad.
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PROCEDIMIENTO I:

CUADRO No. 5

OBSERVACION A LAS 24 HORAS DE CRECIMIENTO DE Streptococcus mutans 'y
Lactobacillus acidophillus, EN MEDIO LIQUIDO Y SOLIDO, CON INFUSION DE
OREGANO.

Turbidez (en | Color {(en Precipitado (en Crecimiento Crecimiento

en medio en medio

medio medio medio liquido)

Liquido

liquido) liquido)

Serie A : S. mutans [ AMBAR NO ST
L 0 0 L .

Serie B: L
acidophillus  Tubo

Control +

B S B0 N L
B N S B I I
B O B S A I
RGN IO B N LA

Solido

* A los tubos control negativo no se les realizé siembra en medio so6lido ya que éstos no

contenian inoculo.




En la serie A. se observaron tubos color café. con formacidon de precipitado. debido a
reacciones de infusion con el medio de cultivo v la presencia de turbidez en el tubo 1 asi
como en el tubo control debido a crecimiento de microorganismos. En los tubos 2 y 3 no
se observo turbidez. de lo cual se evidencia inhibicion en el crecimiento de S. murans. El
crecimiento en medio slido se observo por la formacion de Unidades Formadoras de
colonias( UFC'S) distribuidas en el medio solido. No se pudo cuantificar el numero de
colonias debido a la alta densidad de crecimiento que presentaron, unicamente se¢

comparo con la caja control segun la densidad que €sta presento.

En la serie B, se observd cambios en el color, la formacion de precipitado debido a
reacciones de infusion con el medio de cultivo y la presencia de turbidez en el tubo 1 y en
el tubo control debido a crecimiento de microorganismos. En el tubo 2 y 3 no se presento
turbidez de lo cual se evidencia inhibicion en el crecimiento de Lactobacillus
acidophillus. El crecimiento en medio solido se observa por la formacion de unidades
tormadoras de colonias( UFC'S) distribuidas en el medio solido (agar rogosa). No fue
posible cuantiticar el numero de colonias debido a la alta densidad de crecimientio que

presentd, unicamente se comparo con la caja control segun la densidad que ésta presento.
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CUADRO No. 6.

OBSERVACION A LAS 48 HORAS DEL CRECIMIENTO DE Streptococcus mutans 'y
Lactobacillus acidophillus, EN MEDIO LIQUIDO Y SOLIDO, CON INFUSION DE
OREGANO.

Crecimiento Crecimtento

Turbidez (en

Precipitado (en

en medio

Solido

Serie 4 : S. mutans AMBAR NO SI SI
Tubo control +

Sl
R 5 L L L

O 0 0 L O O
SR I N LN L I
B 0 I
R I L N L I

Serie B:

medio medio liquido) en medio

Liquido

liquido)

acidophillus  Tubo

Control +

D NN LA L S B
B I o I A B
R A B A O

* A los tubos control negativo no se les realizo siembra en medio sélido ya que €stos no

contenian inoculo.

En este cuadro se observo que tanto los cambios en los tubos como el crecimiento de los
microorganismos son los mismos a los observados a las 24 horas,o sea que se observo
turbidez en los tubos 1 y control positivo de ambas series , asi mismo crecimiento.

Mientras que no se obtuvo crecimiento en los tubos control negativo nt en los tubos 2 y 3.
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CUADRO No. 7.

* OBSERVACION MICROSCOPICA DE LOS CULTIVOS DE Streptococcus mutans 'y

l Lactobacillus acidophillus.

| MUESTRA TINCION AGLUTINACION CADENAS
RAMIFICADAS

t -------
t
* Serie A

S. mutans

control + S no S

tubo 1 S1 no SI

tubo 2 Sl Sl no

tubo 3 Sl Sl no

Serie B

L. acidophillus

control+ Si no Sl

tubo 1 S] no S

tubo 2 Si Sl no

tubo 3 S1 S1 no

=T YT T F'‘“TTTrY 7 . =™ "rY‘Y*Yx ’¥I: *rr™7yY).. I ' * """ ®* A Fr>x»@’» T F» 3 > 3 % % R R _ 2 3 20 & B R 3% R 3 L2 B N 31 R B L B 8 N B2 _ B E LB & & F L & B & B L 5 & N & B kb

La formacion de cadenas indica que la bacteria observada mantiene las caracteristicas

del S. mutans y del L.acidophillus.
La aglutinacion ( agrupacidn de células en masas amorfas) indica que la infusion de

- oregano causa un efecto de agregacion sobre las celulas de S. mutans y de L. acidophillus.
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PROCEDIMIENTO II:
CUADRO No. 8.

OBSERVACION A LAS 24 HORAS DEL CRECIMIENTO DE S. mutans Y L.
acidophillus, EN MEDIO LIQUIDO Y SOLIDO, CON INFUSION DE OREGANO.

Turbidez (en | Color (en )| Precipitado (en Crecimiento Crectmiento

en medio

liquido) liquido) Liquido Sélido

SerieA: S, AMBAR
mutans
Tubo Control +

B I AL I R
MG I i I I
S I i T L —
B I SAG F I

Serie B: SI AMBAR NO SI SI
L.acidophillus  Tubo
Control +

SI CAFE SI SI __; S1
Tubo 1 al 10% '

O 50 . B .

‘medio medio jl medio liquido) en medio
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Para ambas senes:

En los tubos se observo cambios en el color con relacion al tubo control, la formacion
de precipitado debido a reacciones de infusion con el medio de cultivo y la presencia de

' turbidez debido a crecimiento de microorganismos.

- El crecimiento en medio solido se observa por la formacion de unidades formadoras de

colonias( UFC'S) distribuidas en el medio. No se pudo cuantificar en nimero de colomas
debido a la alta densidad, unicamente se compard con la caja control segun la densidad
que ésta presentd. Es notorio que en todos los tubos se observd crecimiento, aunque al
compararlo con el tubo control, se observa diferencia en la densidad de las colonas segun

el ttiempo utilizado y la concentracion empleada.
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DISCUSION DE RESULTADOS.

En el presente estudio, los procedimientos de aislamiento, purificacién y mantenimiento
de las cepas que se utilizaron para este fin, se hicieron de acuerdo con lo que se ha
reportado en la literatura y con procedimientos que se han utilizado en el laboratorio de la
Facultad de Odontologia. ( 6, 10, 22, 27, 34) Las cepas de microorganismos utilizadas,
incluyeron algunas del cepario del laboratorio de la institucion y otras que se aislaron

para el efecto.

Con relacion al efecto inhibitorio del orégano, el cual se observo en esta investigacion, es
similar al que se ha observado con otras especies vegetales.( 10, 22, 27, 34) Lo anterior
sugiere que podria haber mas de una especie vegetal que tuviera capacidad inhibitoria del
crecimiento de estos microorganismos, lo cual pone de manifiesto el potencial terapéutico
que tiene la flora Guatemalteca y en particular el orégano, al ser utilizada en el campo de
la prevencion. ( 29, 13) Este tipo de investigaciones son necesarias para poder

proporcionar otras alternativas de tratamientos preventivos a nivel bucal.

No se sabe con certeza como se logra producir la inhibicidon microbiana. El orégano
contiene varias sustancias, entre otras taninos, carvacol, aceites esenciales, sutancias
amargas; y es posible que uno , combinacion de algunos o todos estos componentes es 1o
que produce la inhibicion o posible muerte de los microorganismos. En la literatura se ha
reportado que los taninos, compuestos fenolicos, aceites y otros principios de estos
vegetales, pueden tener un efecto inhibitorio sobre las células bacterianas. (1, 13) Es
menester en el futuro establecer y eventualmeénte cuantificar estas sustancias. Tampoco se
puede afirmar por el momento nada relacionado con la susceptibilidad de otras especies
microbianas, entre las que se encuentran las que estan asociadas con la enfermedad

periodontal, en donde también podria tener beneficio el uso de estas sustancias.
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El efecto de aglutinacion que se observo en las células de S. mutans y L. acidophillus, es
algo muy relevante.; por cuanto sugiere que a nivel de la superficie celular, ocurre algun
tipo de fendmeno que altera su estructura molecular, y eso favorece que se junten las
células microbianas, lo cual se puede observar macro y microscopicamente. (6)
Normalmente, estas células se adhieren a la superficie interna del tubo de ensayo o al
alambre que estd introducido en el medio de cultivo. Al producirse el tenomeno de
aglutinacion, no se produce este tipo de adherencia, todas las células se van al fondo del
tubo en una masa amorfa.

También se sabe que la enzima responsable de esta adherencia del microorganismo a las
superfices lisas, es la Glucosiltransferasa, esta st se sabe que algunos compuestos
vegetales la inhiben. La enzima normalmente actua de una manera extracelular, formando
polimeros de glucosa. Sin embargo una vez se ponen en contacto las celulas con estos
principios vegetales, no solo no hay crecimiento sino también se produce una inhibicion
de la sintesis de los polimeros que forman los microorganismos. Es decir, hay un doble
efecto, existe inhibicion del crecimiento y también se produce una inhibicién de la
enzima mencionada. Eventualmente, si estos productos se llegaran a formular se

obtendria un gran beneficio en la campo de prevencion de la caries.

Las concentraciones que se utilizaron en el estudio tenian el objeto de establecer la ideal
para lograr la inhibicion de los microorganismos. Las mayores concentraciones (30% vy
50%) fueron las que produjeron el efecto. Por consiguiente, en futuras investigaciones
debe 1niciarse con la menor concentracion de ellas, es decir 30% hacia abajo, para

establecer la concentracion inhibitoria minima que logre el efecto deseado.

Con respecto a los tiempos en que fueron expuestos los microorganismos a las
infusiones; hubo un hallazgo importante; no es necesario exponer a las células a tiempos
muy prolongados para obtener la inhibicion, basta un tiempo de un minuto para lograr el
efecto deseado. Esto tiene relevancia, porque la mayor parte de los productos que se
utilizan en el mercado, se colocan en los tejidos orales durante un tiempo de un minuto.

De manera que s1 se llegan a desarrollar productos farmacéuticos, con estos principios
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vegetales, su tiempo de aplicacidon en boca sera similar a los que actualmente existen,

salvo que se mejore este aspecto, al tenerse la concentracion inhibitoria minima.

Es importante hacer notar, que es factible realizar este tipo de investigaciones en el
laboratorio microbioldgico de la Facultad de Odontologia de la USAC, el cual posee todo

el equipo necesario para este tipo de estudios, al mismo tiempo se podrian unificar

~ estuerzos con otras facultades como la de Ciencias Quimicas y Farmacia e Ingenieria

quimica, para determinar y cuantificar los principios vegetales responsables de Ia

inhibicion bacteriana, y ademas obtener una férmula farmacolégica adecuada para su uso;

y asi de esta forma, beneficiar a la Universidad tanto econémica como ctentificamente; y

principalmente beneficiar a la poblacion guatemalteca.

S




CONCLUSIONES.

La infusion de orégano al 30% y 50% (p/v) tiene un efecto inhibitorio sobre el

crecimiento de S. mutans y L. acidophillus.

La infusion de orégano al 30% y 50% (p/v) ejerce un efecto de aglutinacion sobre las

células de S. mutans y L. acidophillus.

Es necesario unicamente un minuto de exposicion de los microorganismos a las

infusiones de orégano para obtener la inhibicion de crecimiento.

La infusion de orégano inhibe la sintesis de polimeros de glucosa, por lo que se pierde
;

la capacidad de adherencia de los microorganismos a las superficies lisas.

Es posible realizar este tipo de investigaciones con la infraestructura disponible en el

laboratorio microbiologico de la facultad de Odontologia.

Es posible establecer a través de estos estudios nuevos métodos de prevencion de

caries aplicables a la poblacion.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio que determine y cuantifique los principios activos contenidos en

el orégano, responsables de la inhibicion observada.

Que se continue con la linea de investigacion cientifica por parte de la Facultad de
Odontologia, de todas aquellas recetas contenidas en el recetario popular

odontologico, para encontrar nuevas alternativas de prevencion de enfermedades

bucales.

Continuar con los estudios para determinar la concentracion minima ideal de orégano

capaz de inhibir al S. mutans y L. acidophillus.

Realizar este tipo de investigacion, con otras especies microbianas, asociadas a
enfermedad periodontal, donde también se podria tener beneficio con este tipo de

sustancias.

Que se realicen esfuerzos para encontrar nuevas altermativas de prevencion de

enfermedades bucales que sean efectivas y de bajo costo.

Unificar esfuerzos con otras facultades para cuantificar los principios activos de los
vegetales estudiados, asi como también una formula farmacologica para ser utilizada
para la prevencion de la caries, y asi beneficiar tanto a la universidad como a la

poblacion.

Utilizar la informacion obtenida en los trabajos de investigacion de tesis para

enriquecer los programas de estudios de la Facultad de Odontologia de la USAC.

Publicar este tipo de investigaciones para que la poblacién guatemalteca. tenga

informacion sobre nuevas alternativas en prevencion bucal.
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