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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del Camellia sinensis (Té
verde) en comparacion con la Clorhexidina al 0,12% sobre elStreptococcus
mutans (ATCC 25175). Materiales y métodos: Se utilizaron 30 placas Petri, con
agar Mueller Hinton y se hizo el sembrado de Streptococcus mutans, luego se
colocaron discos con concentraciones etandlico del Camellia Sinensis 2.5%, 5%,
10% y 20%; Clorhexidina al 0.12% y agua destilada yse hizo la medicion del halo
de inhibicion, a las 24 y 48 horas a temperatura de 37° C. Luego fueron
procesados en el programa SPSS 24.0. Para el contraste de hipoétesis se aplico
la prueba no paramétrica U de Mann Whitney para muestras independientes.
Para realizar el contraste de hipétesis de diferencia entre todos los grupos, se
realizaron la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, con un nivel de confianza
del 95% aceptando un error tipo 1 de 5%. Para el andlisis de normalidad de utilizd
la prueba de Kolmogorov - Smirnov. Resultados: A las 24 horas, el té verde
2.5% presentd halo de inhibicién (3.77 mm + 0.77 mm) y el grupo de Clorhexidina
(9.23 mm = 1.52 mm); a las 48 horas, presenté 3.47mm = 0.57mm, mientras que
la clorhexidina (8.40 mm + 1.67 mm). A las 24 horas el grupo té verde 5%
presentd 4.33 mm £ 0.71 mm, mientras que el grupo Clorhexidina 9.23 mm *
1.52 mm; las 48 horas presento 3.77 mm + 0.82 mm y la Clorhexidina que
presentd 8.40 mm + 1.67 mm. El té verde 10% a las 24 horas presenta 4.90 mm
+ 0.61 mm, en contraste con el grupo Clorhexidina (9.23 mm = 1.52 mm); las 48
horas el té verde presenta 4.50 mm = 0.63 mm y la clorhexidina 8.40 mm *
1.67mm. EIl té verde 20% a las 24 horas present6 6.63 mm + 1.38 mm y la
Clorhexidina present6 9.23 mm + 1.52 mm; a las 48 horas el té verde al 20%
presento 5.83 mm + 1.23 mm, mientras que la Clorhexidina present6 8.40 mm *
1.67 mm. Conclusiones: El té verde al 2.5%, 5% y 10% presenté menor efecto
bactericida comparado con la Clorhexidina al 0.12%.El té verde al 20% presento
similar efecto bactericida que la Clorhexidina al 0.12%.

Palabra clave: Camellia sinensis, Clorhexidina, Halos de inhibicion, Agar

Miueller Hinton.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial effect of Camellia sinensis (Green
Tea) compared to 0.12% Chlorhexidine on Streptococcus mutans (ATCC 25175).
Materials and methods: 30 Petri dishes were used, with Mueller Hinton agar
and streptococcus mutans was planted, then disks with ethanolic concentrations
of Camellia Sinensis 2.5%, 5%, 10% and 20% were placed; 0.12% chlorhexidine
and distilled water and measurement of the inhibition halo was made, at 24 and
48 hours at a temperature of 37 ° C. They were then processed in the SPSS 24.0
program. For the hypothesis test, the nonparametric Mann Whitney U test was
applied for independent samples. To perform the difference hypothesis contrast
between all the groups, the non-parametric Kruskal Wallis test was performed,
with a confidence level of 95% accepting a type 1 error of 5%. For the normality
analysis we used the Kolmogorov-Smirnov test. Results: At 24 hours, green tea
2.5% presented inhibition halo (3.77mm £ 0.77mm) and the chlorhexidine group
(9.23mm + 1.52mm); at 48 hours, presented 3.47mm £ 0.57mm, while
chlorhexidine (8.40mm + 1.67mm). At 24 hours the green tea group 5%
presented 4.33mm + 0.71mm, while the chlorhexidine group 9.23mm + 1.52mm;
the 48 hours | present 3.77mm = 0.82mm. and chlorhexidine that presented
8.40mm = 1.67mm. 10% green tea at 24 hours has 4.90mm + 0.61mm, in contrast
to the chlorhexidine group (9.23mm + 1.52mm); 48 hours green tea has 4.50mm
+ 0.63mm. and chlorhexidine 8.40mm = 1.67mm. The green tea 20% at 24 hours
presented 6.63mm = 1.38mm and the chlorhexidine presented 9.23mm =
1.52mm; at 48 hours the green tea at 20% presented 5.83mm + 1.23mm, while
the chlorhexidine presented 8.40mm * 1.67mm. Conclusions: 2.5%, 5% and
10% green tea had a lower bactericidal effect compared to 0.12% Chlorhexidine.

20% green tea had a similar bactericidal effect than chlorhexidine at 0.12%.

Keyword: Camellia sinensis, Chlorhexidine, Halos of inhibition, Agar Mueller

Hinton.
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INTRODUCCION

Debido a estudios realizados se ha observado en los ultimos afios el aumento
significativo de la caries dental, por la cual se han creado diversas propuestas
en base a experimentos in vitro, buscando la mejor opcion para poder reducir el

incremento de esta enfermedad.

En los tres ultimos estudios realizados del afio 2016 por Nijampatnam B., Casals
L., Zheng R., Wu H., Velu donde Camellia sinensis (té verde) inhibe la formacion
de biofilm dental con cepas de S. mutans.?

También un afio antes Arévalo A. & Gomez P. explica las propiedades
antimicrobianas del camellia sinensis (té verde) demostrando el poder de
combatir al Streptococcus mutans presentando una efectividad como la
disminucién en la cavidad oral.*

Kawarai T y col en el afio 2015, mostrando que el té de Assam puede reducir
mas la caries dental en la inhibicion de la biofilm dental del Streptococcus mutans
en comparacion que el té verde .°

Por es motivo de aquellos estudios realizados buscamos obtener la
concentracion ideal para la reduccion de las cepas, con ese fin se propone
efectuar esta presente investigacion donde pone en estudio la efectividad de Té
verde “China Green Tea” (Jemple of Heaven) en cuatro concentraciones
diferentes del 2,5; 5%; 10%; 20% en comparacion a la clorhexidina al 0, 12% y
en un grupo control que solo los discos tendran agua destilada. Se utilizaran 30
placas Petri divididas en 6 cada placa, donde se servira la dilucion del agar Muller
Hinton y el sembrado de las cepa Streptococcus mutans donde se hara el
sembrado de cada disco que se hard sumergido en concentraciones etandlica

del Camellia Sinensis. EI Camellia sinensis (Té verde), donde buscamos
13



demostrar la hipotesis planeada de a mayor concentracion presentara similar
actividad bacteriana en el crecimiento de cepas del Streptococcus mutans
(ATCC 25175), en comparacion con la Clorhexidina al 0.12%. Mediante la
comparacion el diametro del halo inhibitorio del Camellia sinensis(Té verde) al
2.5% asimismo como comparar el diametro del halo inhibitorio que logra la
Camellia sinensis(Té verde) al 5%, al 10% y al 20% en comparacion a la
Clorhexidina al 0.12%; sobre el crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC
25175).Y analizar los diametros de los halos inhibitorios que logra la Camellia
sinensis(Té verde) al 2.5%, 5%, 10% y 20% respecto a la Clorhexidina al 0.12%;
sobre el crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

En este trabajo se obtuvo que todos los grupos evaluados presentaron menor

crecimiento bacteriano que grupo control negativo.

14



CAPITULO I:

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la realidad problematica

El principal problema en la salud bucal sigue siendo actualmente, la caries
dental en el Perd como en nuestra region, en un estudio realizado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en estudios realizados mundialmente,
en un 60% y el 90% en los nifos y llegando casi al 100% en los adultos tienen
caries dental.

En estudios epidemiolégicos han demostrado que la caries dental se relaciona
con la prevalencia la presencia del Streptococcus mutans que puede llegar a
desencadenar consecuencias de destruccion dentaria, inflamacion e infeccidon
de tejido pulpar, hasta la perdida de vitalidad pulpar. La cual un diagndstico
clinico de caries dental no cavitadas ayudarda a la prevencién y la atencion dental.
En la cual en este proyecto la finalidad y esta centralidad en la efectividad del
Camellia sinensis (Té verde) en comparacion de la Clorhexidina al 0.12% sobre
el Streptococcus mutans proponiendo una alternativa de origen natural por sus
propiedades antimicrobianas.

En algunos estudios realizados con el Camellia sinensis (Té verde) presenta la
eficacia de los flavonoles en los biofilms de S. mutans; el mecanismo de accion
se da traves de su efecto sobre las glucosiltransferasas de S. mutans.

Por otro lado tenemos a la Clorhexidina que es un farmaco que viene siendo
utilizado hace muchisimo tiempo, como un antiséptico para el control de los
microorganismos que producen la caries dental y en otras patologias

relacionadas con los tejidos de soporte.?
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1.2 Formulacién del problema

1.2.1 Problema principal

¢,Cual es el efecto antibacteriano in vitro del Camellia sinensis (Té verde)
en comparacion con la Clorhexidina al 0.12% sobre crecimiento de cepas de

Streptococcus mutans (ATCC 25175)?

1.2.2 Problemas especificos

¢, Cual es el didmetro del halo inhibitorio que logra la Camellia sinensis (Té
verde) al 2.5% en comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175)?

¢, Cual es el didmetro del halo inhibitorio que logra la Camellia sinensis (Té
verde) al 5% en comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre el crecimiento

de Streptococcus mutans (ATCC 25175)?

¢, Cual es el didmetro del halo inhibitorio que logra la Camellia sinensis (Té
verde) al 10% en comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175)?

¢, Cual es el didmetro del halo inhibitorio que logra la Camellia sinensis (Té

verde) al 20% en comparaciéon a la Clorhexidina al 0.12%; sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175)7?

16



¢, Cudles son los diametros de los halos inhibitorios que logra la Camellia
sinensis (Té verde) al 2.5%, 5%, 10% y 20% vy la clorhexidina 0.12 %
respecto al grupo control; sobre el crecimiento de Streptococcus mutans

(ATCC 25175)?

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo principal

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del Camellia sinensis (Té verde) en
comparacion con la Clorhexidina al 0.12% sobre el crecimiento de Streptococcus

mutans (ATCC 25175).

1.3.2 Objetivos especificos

Comparar el diametro del halo inhibitorio que logra la Camellia sinensis (Té
verde) al 2.5% en comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Comparar el diametro del halo inhibitorio que logra la Camellia sinensis (Té
verde) al 5% en comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre el crecimiento
de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Comparar el diametro del halo inhibitorio que logra la Camellia sinensis (Té
verde) al 10% en comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175).
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Comparar el diametro del halo inhibitorio que logra la Camellia sinensis(Té
verde) al 20% en comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Analizar los diametros de los halos inhibitorios que logra la Camellia sinensis
(Té verde) al 2.5%, 5%, 10% y 20% Yy la Clorhexidina al 0.12% con respecto
al grupo control; sobre el crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC

25175).

1.4 Justificacion de la investigacion

1.4.1 Importancia de la investigacion

La presente investigacion brinda una alternativa de eleccion en la
inhibicion del Streptococcus mutans que contribuira a la prevencion de la caries
dental. Este trabajo cobra importancia puesto que en el Perl cada vez se da mas
realce al uso de la medicina alternativa y complementaria en el campo de la
odontologia puesto que muchos productos naturales como es el caso del Té
verde que presenta efecto bactericida a diferentes concentraciones y el acceso
a este producto natural es facil y econémico de obtener. Ademas con los
resultados obtenidos en este trabajo se le podria dar diversa utilidad al Té verde

en el campo de la odontologia sobre todo a nivel promocional y preventivo.

1.4.2 Viabilidad de la investigacion

El presente estudio es viable ya que se cuenta con la facilidad de poder
obtener las muestras para realizar la recoleccion de datos, asi como el
conocimiento suficiente sustentado en los antecedentes de investigaciones

18



nacionales e internacionales y bases tedricas para darle el fundamento teérico
necesario para evaluar el efecto bactericida del Té verde. Con respecto al tiempo
y los recursos humanos necesarios para realizar esta investigacion in vitro, son
alcanzables a corto plazo y ademas con la asesoria microbiologica

especializada.

1.5 Limitaciones del estudio

La obtencién del Té verde a diferentes concentraciones y la preparacion
y activacion de las colonias de Streptococcus mutans para hacer el cultivo in
vitro. Ademas la preparacion del medio de cultivo necesario para evaluar la

concentracion minima inhibitoria del Té verde.
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CAPITULO II:

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes del estudio

2.1.1 Antecedentes Internacionales

Nijampatnam B., Casals L., Zheng R., Wu H., Velu S. (2016),el objetivo fue
inhibir selectivamente el proceso de formacion de biofilm dental mientras se
preserva la flora bacteriana. En estudios realizados la eficacia de los flavonoles
en los biofilms de Streptococcus mutans y han sugerido el mecanismo de accién
a través de su efecto sobre las glucosiltransferasas de Streptococcus mutans.
Llegando a demostrar las actividades de antibiético del Polihidroxialconas del
Streptococcus mutans, observado las actividades con respecto a
Estereoquimica del doble enlace y la regioquimica y el nimero de grupos
hidroxilo estan presentes en las moléculas.?

Arévalo A. & Gomez P. (2015), explica las propiedades antimicrobianas de 6
plantas como el camellia sinensis (té verde), rosmarius officinalis (romero), allium
satium (ajo), organum vulgare (orégano), propdleo, mandarina en la cual fueron
analizados para combatir agentes patégenos como el Staphylococcus aureus
resistente y ademas otras bacterias bucales como Streptococcus mutans, Por-
phyromomas gingivalis, entre otros. Llegando a conclusion que el colutorio de la
infusion de té verde muestra efectividad en la reduccion del recuento de las

bacterias, como la disminucién de Streptococcus mutans en la cavidad oral.*
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Kawarai T.et al (2015), evalua efectos de té de Assam y muestras de té verde
en biopelicula utilizando el método convencional de placa de titulacion y los
discos de hidroxiapatita revestidos con saliva humana. Obteniendo como
resultado que el té de Assam puede llegar a prevenir mas la caries dental en la
inhibicion de la biofilm dental del Streptococcus mutans en comparacién que el
té verde.®

Ying T. et al (2015), evaluo la eficacia antimicrobiana in vitro de los productos
herbales comerciales como enjuagues bucales contra microorganismos orales.
Utilizando tres enjuagues bucales (OX, Pesona y Watsons) fueron probados para
su actividad antimicrobiana contra seis organismos orales, Streptococcus
mutans (S. mutans), Streptococcus sobrinus (S. sobrinus), Lactobacillus
salivarius (L. salivarius), Staphylococcus aureus (S. aureus), Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) y Candida albicans (C. albicans) por ensayo estandar
de difusion en disco de agar. Oradex enjuage bucal que contiene 0,12% de
gluconato de Clorhexidina y agua destilada estéril se sirvi6 como controles
positivos y negativos. Mostrando que el enjuagatorio Pesona no fue el Unico
enjuague herbal eficaz contra el crecimiento de S. mutans, S. sobrinus, L.

salivarius y C. albicans, sino todas.®

Anita Padam, Shyam S. et al (2015), evaluo la actividad antimicrobiana in vitro
del extracto de Citrus sinensis sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus
acidophilus, con los extractos acuosos, acetonicos y etandlicos de Citrus
sinensis se sometieron a analisis antioxidante. El extracto etandlico se utilizd
para la evaluacion de las propiedades antimicrobianas. Se utilizd extracto de té
verde etandlico a diez concentraciones diferentes y Clorhexidina al 0.2%. Se
realizaron investigaciones microbiolégicas para determinar la Concentracion
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minima inhibitoria (CIM) y la Concentraciéon bactericida minima (MBC), la
inhibicion de los agentes de ensayo y la muestra de control contra Streptococcus
mutans y Lactobacillus acidophilus. Al realizar el analisis estadistico: Prueba U
de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney encontrando que la Concentraciéon Minima
Inhibitoria del extracto de té verde en Streptococcus mutans y Lactobacillus
acidophilus era de 0.2% y 0.3% respectivamente, se encontr6 que el
concentracion bacteria minima era de 0.8% y 0.9%, respectivamente. La zona
media de inhibicion para 30 pl conteniendo 300 pg de extracto etandlico de té
verde y control contra S. mutans fue de 18,33 mm y 14,67 mm, respectivamente.
La zona media de inhibicién para 30 pl conteniendo 300 pg de extracto etandlico
de té verde y control contra Lactobacillus acidophilus fue de 12,67 mm y 7,33
mm, respectivamente. Obteniendo como resultado que el té verde tiene actividad
antibacteriana contra las bacterias del Streptococcus mutans y Lactobacillus

acidophilus.”

Xin Xu et al (2012), realiza el estudio de las propiedades anti-cariogénicas del
té en las cuales ha demostrado que los teapolifenoles, especialmente el galato
de epigalocatequina (EGCG), inhiben la acumulacion de placa dentales a niveles
subletales es capaz de reducir la formacion de biofilm de Streptococcus mutans
suprimiendo la expresion de gtf asociada con la adherencia celular y la formacién

de biofilm dental.®
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2.2 Base tedrica

2.2.1 Caries dental

2.2.1.1 Definicién

La etiopatogenia de la caries dental fue propuesta por W. Miller en 1882;
segun Miller indico que el factor mas importante en la patologia de la caries
dental era la capacidad de gran numero de bacterias bucales la cual
producen acidos a partir de los hidratos de carbono de la dieta, hipotesis que
sustento experimentalmente era aislar varios grupos de microorganismos
bucales que eran cariogénicos.® La caries es una enfermedad infecciosa y
transmisible de los dientes, producido por la desintegracion progresiva de
sus tejidos calcificados, debido a que los microorganismos actian sobre los
carbohidratos fermentables provenientes de la dieta. Como resultado, se
produce la desmineralizacion de la porcion mineral y la disgregacion de su
parte organica.l’En dientes despulpados Fusayama clasifica la caries de
acuerdo con la ruta de invasion en: centripeta, cuando el avance se produce
desde el fin del tubulo hacia la pulpa y centrifuga, como en el caso de un
diente tratado endodonticamente en el cual la caries se instala en la camara

pulpar y avanza e invade los tlbulos en forma perpendicular.1?

2.2.1.2 Formacion y desarrollo de la biopelicula o placa dental.

La biopelicula o placa dental que bafa las superficies dentarias segun
Marcantoni la entidad bacteriana proliferante con actividad enzimatica, se
adhiere firmemente a las superficies dentarias y que por su actividad
bioquimica y metabdlica ha sido propuesta como el agente etioldgico

principal de la caries dental. La composicion dela biopelicula varia segun el
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tiempo de maduracion y la region de la pieza dentaria colonizada, como una
estructura formada por dos matrices: la capa salival o cuticula acelular
adquirida, la capa formada por microorganismos Yy polimeros

extracelulares.!?

Cuticula acelular adquirida.

Formada por una pelicula delgada amorfa y electro densa adyacente a la
superficie del esmalte, cuyo grosor varia segun el sitio pero se ha estimado
en 1 a2 um. En estudios realizados demuestran que la pelicula adquirida del
esmalte se forma en menos de dos horas en una superficie dental limpia,
esta carece de microorganismos y sus productos estan formados por

proteinas y glucoproteinas.!

Capa formada por microorganismos y polimeros extracelulares

Formada por una colonizacion inicial de las superficies dentarias. Son varios
los mecanismos que intervienen en el desarrollo y multiplicacion dentro de la

biopelicula adquirida o colonizacién secundaria y multiplicacién.!

Adherencia a la pelicula adquirida.

Una vez establecida la pelicula adquirida y con la falta de higiene oral
adecuada se depositan las primeras colonias bacterianas especificas. El
primero en colonizar es especialmente Streptococcus sanguis. El
Streptococcus mutans en esta fase es variable ya que se encuentra en bajo
namero o ausente. Esta situacion se asocia con la escasa presencia de

sacarosa en el medio bucal.1?
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2.2.1.3 Factores Etioldgicos

La Teoria Quimio parasitaria de Miller en 1890, aproximadamente al
promediar el siglo XX, la cual fue aceptada por el consenso de la profesion,
pero solo después de las investigaciones arduas y sumamente prolongadas
gue permitieron conocer el mecanismo del inicio y del desarrollo de la caries

dental.10

En experiencias de laboratorio se realizaron trabajos in vitro sobre la caries
dental en dientes humanos extraidos y asimismo, en animales de
experimentacion, alcanzandose importantes hallazgos. Se lograron
identificar los microorganismos o bacterias consustanciales al origen de la
caries dental; los Streptococcus mutans, aislandose a partir de lesiones
cariosas activas. A través de experiencias de laboratorio en perros, Kite en
1950 comprob6 que la presencia de carbohidratos en la dieta es primordial

para el desarrollo de caries dental.

(Keyes en 1960), demostré en experimentos realizados que la caries dental
es una enfermedad de tipo infecciosa y transmisible. Basado en un
experimento realizado en hamster la cual los divide en dos grupos, uno con
y otro sin actividad cariosa. Este ultimo grupo a su vez fue subdividido en
dos subgrupos, uno de ellos al unirse al grupo con experiencia de caries con
desarrollo de la enfermedad, mientras que el otro subgrupo permanecio
aislado sin desarrollar caries. Sobre la base de la triada ecoldgica formulada
por Gordon, para la elaboracién del modelo causal en Epidemiologia en 1960
realizado por Paul Keyes establecié que la etiologia de la caries dental

estaba conformado por tres agentes (Huésped, Microorganismo y Sustrato)
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que interactian entre si. Dicha relacion fue resumida en una grafica que

trascendié en el siglo XX, con la denominacién de la triada de Keyes.©

2.2.2 Streptococcus mutans

2.2.2.1 Definicion:

Microorganismos de forma esférica que se agrupan uno tras otro
formando cadenas. Los Streptococcus mutans son gérmenes gram
positivos, siendo visualizada de forma esféricas o de forma ovoidal, que no
poseen motilidad y que se disponen por cadenas (cortas o largas) o por
pares. Las variedades Streptococcus mutans, salivaris y sanguis forman
parte importante de la poblacion bacteriana de la placa dental y son

considerados los principales agentes cariogénicos.

2.2.2.2 Descripcién de género y especie:

Los Streptococcus son un género de bacterias Gram positivas, esféricas
de menos de 2um de tamafio. Estas bacterias crecen en cadenas o pares,
donde cada divisién ocurre a lo largo de un eje. Proveniente del griego
streptos, significa que se dobla o retuerce con facilidad, como una cadena.

Ademas de ser bacterias de tipo anaerobias facultativas.?

Bratthal describio la presencia de 5 serotipos a, b, ¢, d y e.
subsecuentemente otros investigadores revelaron 2 serotipos adicionales fy
g.1* Ademas siendo una bacteria de un comportamiento acidogénica y

acidurica- 4
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2.2.2.3 Factores de Virulencia:

Perteneciente del grupo mutans, la capacidad del Streptococcus mutans
puede causar la caries dental, siendo estudiada esta patologia en modelos
realizados con animales como por ejemplo roedores y monos. La virulencia
de este microorganismo puede ser dividido debido a la formacion de la placa
dental y en la tolerancia a acidos a partir de la actividad metabdlica de los

carbohidratos de la dieta, y los factores de adherencia entre otros.'3

El Streptococcus mutans posee algunos factores de virulencia como: la
formacion de una biopelicula para sobrevivir y persistir en su ecosistema
natural regulada por el sistema “Quorumsensing”, asi como un sistema de

exclusion de protones y expulsion de productos acidos.3

2.2.2.4 Adquisicion del Streptococcus mutans

El Streptococcus mutans se encuentra en forma permanente y
predominante en la cavidad oral después de la erupcién dental, debida
fundamentalmente a que requiere la presencia de tejido duro no descamativo
para su colonizaciéon. La principal fuente de adquisicion y transmisién de
Streptococcus mutans de nifios a madres es la saliva. Estas evidencias
provienen de diferentes estudios realizados que han demostrado un patrén
idéntico de ADN cromosomal en las bacterias tanto de los nifios y de sus
madres. Demostrando que el tiempo exacto de colonizacion de esta bacteria
es a los 26 meses de edad, periodo que ha sido denominado “ventana de
infectividad”. En la flora oral microbiana encontramos el Streptococcus

mutans, tanto en pacientes con y o sin caries.!!
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2.2.2.5 Aislamiento, recuento e identificacién de Streptococcus mutans

Para la identificacién se necesita tomar muestras de placa y de saliva
(espontanea o estimulada) luego se procede a ser diluida de forma seriada
de 10 en 10 en tubos de ensayo que contiene tampdn fosfato salino 0.05 M.
Después de mezclar las muestras con el tampoén en vortex durante 30
segundos, se toman 100 pl de cada dilucion y por ultimo sera sembrado en
cajas de Petri con agar mitis salivarius bacitracina (MSB); mediante el

método del disco de Streptococcus mutans.!

Después de realizar el recuento bacteriano, se examinan entre 5 y 20
colonias con caracteristicas de Streptococcus mutans por medio de la tincién
de Gram y se someten a las siguientes pruebas bioquimicas: fermentacion
de rafinosa, manitol, melobiosa, trehalosa e inulina; hidrdlisis de esculina en
presencia y ausencia de bilis; ureasa; hidrolizas. Teniendo como perfil

bioguimico; fermentacion positiva.t®

2.2.2.6 Susceptibilidad antimicrobiana

Ademas de la caries dental e infecciones piogénicas estan relacionadas
al Streptococcus mutans es también siendo un agente infeccioso muy
importante en endocarditis. La participacion de este microorganismo en
infecciones orales y no orales ha generado un interés por el conocimiento de
su susceptibilidad bacteriana. Los agentes mas utilizados son: Penicilina,
Amoxicilina, Cefazolina, Eritromicina, Clindamicina, Imipenem vy
Vancomicina. La concentracibn minima inhibitoria (CMI) es utilizado

mediante el método de dilucién en agar.

El protocolo a sequir es el siguiente:
28



La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se hace con los antimicrobianos,

en concentraciones entre 0.003 y 32 ug/ml .

Mediante el agar Muller - Hinton se aplica en suspensiones estandarizadas
de 10.000 UFC/ml de la bacteria. Después de haber realizado el sembrado
a las 48 horas de incubacion a 35° en atmosfera anaerébica (H2:CO2:N2
10:10:80), se determina la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y con la
concentracion mas baja del agente antimicrobiano que inhibe el crecimiento

de la bacteria.lt

2.2.2.7 Asociacion entre caries dental y Streptococcus mutans

El Streptococcus mutans esta relacionada directamente con la biopelicula
cariogénica. El Streptococcus mutans se encuentra de manera significativa
en saliva provocando la formacion de la caries dental. La accion de los
antisépticos como la clorhexidina determina que el nivel del Streptococcus

mutans disminuye y también actla disminuyendo el nimero de caries.'!

2.2.2.8 Identificacion de Streptococcus mutans:

La identificacion del Streptococcus mutans esta relacionada al crecimiento
a varios medios de cultivo, como la morfologia de las colonias y
caracteristicas bioquimicas de sus acidos nucleicos. Algunos de los
Streptococcus orales utilizan sustratos, como el manitol, sorbitol y otros. El
Streptococcus mutans se diferencia de los demas Streptococcus orales por
su capacidad de fermentar al manitol, sorbitol principalmente por tener la
caracteristica de producir considerables cantidades de glucanos cuando la
sacarosa es utilizada como sustrato. Recientemente, los métodos basados

en acidos nucleicos, como Fragmento de Restriccion de Polimorfismo Largo
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(RFLP) o Teécnicas de hibridacion, siendo desarrollados y aplicadas
ampliamente en los campos de la investigacion, en los diagndsticos médicos
y dental. En la investigacion, la técnica de Fragmento de Restriccion de
Polimorfismo Largo (RFLP) o Técnicas de Hibridacion presenta buenos

resultados.®

Entre los factores de patogenicidad presentes en S treptococcus mutans

se destacan:

e Poder ser aciddgeno, aciddfilo y acidurico.

e Sintesis de polisacaridos extracelulares de tipo glucanos insolubles y

solubles, fructanos.

» Sintesis de polisacaridos intracelulares.

eCapacidad adhesina por la proteinas salivares que posibilitan su adhesion

a superficies duras.

e Capacidad agregativa y coagregativa a través de mutanos,

glucosiltranferasas y proteinas receptoras de glucanos.

e Produccion de bactericidas con actividad sobre otros

microorganismos.

El Streptococcus mutans sintetiza glucanos insolubles a partir de la
sacarosa de la dieta a traves de las glucosil tranferasas facilita la formacion

de biopelicula dental.
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2.2.2.9 Glucosiltransferasa

La Glucosil tranferasas son enzimas extracelulares capaces de convertir
el almidon y sustratos relacionados en oligosacaridos ciclicos no reductores
denominados ciclo dextrinas. La Glucosiltranferasas convierte a la sacarosa
en polimeros de la glucosa (glucanos) que cooperan en la adhesion a la

superficie del diente.16:7

Una enzima producida por Streptococcus mutans, denominada
Glucosiltranferasas, convierte la glucosa (derivada de la sacarosa) en un

polisacarido pegajoso denominado dextrano, que forma el glucocalix.'t

2.2.3 Té Verde

2.2.3.1 Origen:

El Té verde tiene su origen en China. Estudios arqueoldgicos han
demostrado que el té verde se consume desde hace mas de 5000 afios. En
su inicio so6lo unos pocos privilegiados de la nobleza china podian consumir
esta saludable bebida. Tras la caida de la Dinastia Ming el Té verde se
extendio al resto de la poblacion. El Té fue exportado al mundo por primera
vez entre los siglos XV y XVII llegando a casi todos los paises. En Inglaterra
llegd por primera vez en 1673. Dos siglos mas tarde, con la prohibicion del
emperador chino de seguir vendiendo Té, los britanicos iniciaron

plantaciones en la India.

El Té pertenece a la familia Teacea. Es un arbol pequefio de hoja perenne

gue puede llegar a medir 5 - 10 m de alto en estado salvaje, aunque cuando
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se cultiva no suele sobrepasar los dos metros de altura. Sus hojas son de
color verde oscuro, se disponen alternas y miden generalmente entre 5 - 10
cm de largo por 2 - 4 cm de ancho. Son pequefias, dentadas en sus dos
terceras partes superiores y se disponen aisladamente o en grupos de 2 o0 3.
El fruto es una pequefia capsula redondeada, en cuyo interior se localizan

las semillas.?

En el sudeste asiatico en la India y Sri Lanka hasta China o Japon, el té crece
de manera extensa en las regiones tropicales y subtropicales. Para que el
crecimiento del té sea o6ptimo, requiere suelos bien drenados, ricos en
materia organica y con un pH ligeramente &cido. Las condiciones ideales de
cultivo son clima humedo, temperatura que oscile entre 14 - 27 °C, irradiacion
solar de un minimo de 5 horas diarias, humedad del aire entre 70-90% y
lluvias abundantes y regulares durante todo el afio. La recoleccion de la

planta es cuando este alcanza los 3 afios de edad *

2.2.3.2 Composicion:

El té contiene mas de 600 compuestos quimicos que actian todos juntos
sobre el sabor, el gusto, el color, los nutrientes y el efecto terapéutico de esta

planta.

Las hojas de Camellia sinensis contienen un 75 - 80% de agua. La infusion
de las hojas frescas extrae un 60% de producto soluble. EI 40% de producto
insoluble corresponde a sustancias tales como el almidén, la clorofila,
resinas, etc. Los productos solubles son los que nos encontramos en la
infusion'®. Ricas en sales minerales enun 4 a 7 % potasio, magnesio
y fldor en un .Otros compuestos minoritarios en el té son &acidos
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organicos como malico, succinico, oxalico y galoquinico; compuestos
glucidicos como inositol, azUcares reductores, gomas y pectinas; e incluso

un pequefo porcentaje de lipidos.'!

Entre los principios activos responsables de la actividad terapéutica del té
verde destacamos su contenido en compuestos polifendlicos (3%), que son

de tres tipos: flavonoides, catecoles y taninos.

Las catequinas son potentes flavonoides. El té verde contiene una variedad
de estos antioxidantes. Gran parte del poder antioxidante del té verde se
debe a sus catequinas, de las cuales la epigalocatequina galata (EGCG)

representa por si sola el 32% del potencial antioxidante del té verde.'’

Cafeina y otras sustancias son encontradas en pequefas cantidades, la
teofilina y la teobromina de 2 a 4%; todos los tipos de té contienen cafeina,
pero en diferentes proporciones. El té verde tiene menos cafeina que el
negro. El organismo absorbe rapidamente la cafeina del café, lo que provoca
un inmediato incremento de la actividad cardiovascular. En cambio se cree
que los polifenoles del té ralentizan (demoran) el ritmo de absorcion. Los
efectos de la cafeina se notan mas lentamente, pero son mas duraderos, por

lo que el té es mucho mas revitalizante que el cafeé.

Sales minerales como se menciond destaca un alto contenido en flUor
importante para la remineralizacion de las piezas dentarias y la protecciéon

contra la caries dental.

Entre las vitaminas presenta Vitamina A (se cree que los carotenos pueden

tener influencia en el aroma), grupo de vitaminas B muy bien representado,
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vitamina C (en los no fermentados como él te verde) y vitamina E (sobre todo

en los te de la India y Ceilan).181°

Otros: Pequefias cantidades de aminoacidos, glucidos vy lipidos. Se
han descubierto algunos aminoacidos exclusivos del Té como la teamina,
valina vy arginina. El aporte cal6rico de una taza de Té es de tan solo 2

calorias.16

En el té verde se han identificado mas de 300 ingredientes activos, entre los
que representan mayor significado en nuestra profesion son los polifenoles

a los que haremos referencia.'®

2.2.3.3 Polifenoles

El Té contiene varios tipos de polifenoles pero encontramos en mas
cantidades a los flavonoides. En un principio se pensé llamarlos vitamina

P, pero su enorme variedad impidio clasificarlos como una sola vitamina.

Los principales flavonoides presentes en el Té pertenecen a un tipo de
sustancias conocidas genéricamente como catequinas. Las cuatro
principales catequinas del Té son: EC, ECG, EGC vy EGCG
(epigalocatequina galata). Diferentes investigaciones han demostrado que
las EGCG por si sola concentran el 32% de toda la actividad antioxidante del
té verde. Las catequinas del té verde son 100 veces mas efectivas que la
vitamina C y 25 veces mas potentes que la vitamina E.*>4 También contiene
taninos, responsables de la astringencia y del sabor amargo. Parece ser que
el contenido en polifenoles esta en relacion directa con la edad de las hojas,

cuanto mas joven o tierna sea la hoja mayor es el contenido en polifenoles.
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2.2.3.4 Mecanismo de accion sobre bacterias orales:

El mecanismo de accion del té verde sobre los Streptococcus de cavidad
oral tienen varios planteamientos, considerando conceptos fito
terapéuticos, un componente aislado(principio activo) puede tenernos
efecto terapéuticos y mas efectos nocivos que al permitir que actué de
forma sinérgica con otros componentes de la misma planta(complejo
fitoterapico).2°

El Té verde (Camellia sinensis) es una planta muy rica en taninos que son
compuestos polifendlicos con alta afinidad a las proteinas, lo que favorece
la precipitacion e inactivacion de las mismas en muchas situaciones, en
especial frente a procesos inflamatorios (caracter antiinflamatorio) y en el
bloqueo de procesos de colonizacion y vitalidad microbianos(accion
antimicrobiana),asi como también posee una gran cantidad de fluoruro lo
que previene el inicio de caries dental y mantiene la integridad de las

piezas dentarias.

La mayoria de los polifenoles en el Té verde son flavonoides, cominmente
conocidos como catequinas. Las principales catequinas son: epicatechin,
epicatechin — 3-gallace, epigallo catechin y epigallo catechin - 3 - gallate.
Estas se les atribuyen un caracter antibiotico especialmente contra
bacterias gran+ anaerobias facultativas del género Streptococcus.®

Existen estudios donde se comprueba que él Té verde inhibe la actividad
de la enzima amilasa estreptococo que permite que los restos de hidratos
de carbono se queden entre las piezas dentarias y fermenten ademas de

evitarla formacién de la biopelicula.t®
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La capacidad del Té verde para reducirlos sintomas de la enfermedad
periodontal puede deber sea la presencia del antioxidante catechina.
Investigaciones previas Yya habian demostrado la habilidad de los
antioxidantes para reducirla inflamacion, y los indicadores de
enfermedades medidas en este estudio, sugieren la existencia de una
respuesta inflamatoria a la bacteria periodontal en la boca. Interfiriendo
con esta respuesta, €l té verde puede realmente ayudar a promover la
salud periodontal, e incluso prevenir otras dolencias (21).
Investigaciones sobre tejidos periodontales alterados, donde se aplicaron
tiras de liberacion lenta de catequinas, evidenciaron clinicamente una
reduccion en la profundidad del sondaje y de la concentracion bacteriana
@),
Los estudios que tenemos como antecedentes, refieren que actian en la
micro flora oral de las siguientes formas:

Efecto bactericida directo sobre Streptococcus

Impide la adherencia bacteriana

Inhibe la Glucosiltranferasas de dichas bacterias

Disminuye la incidencia y gravedad de las caries.

Sobre tejidos periodontales por estudios se evidencia una reduccién en

la profundidad del sondaje y de la concentracién bacteriana.?°
2.2.3.5Propiedades.

El Té verde es un poderoso antioxidante. El contenido de catequinas

e isoflavonas que se encuentran en sus hojas lo convierten en uno de

los mejores aliados para luchar contra problemas relacionados con el
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envejecimiento o el aparato cardiovascular (es recomendable para la
circulacion).

Existen algunas versiones que aseguran que el té verde para perder
peso es muy efectivo. Incluso hay otros estudios que determinaron
gue reduce la acumulacién de grasa en el higado.

El Té verde es anti cancerigeno. Varias investigaciones favorables
hay al respecto. Esto se deberia también a su gran contenido de
antioxidantes. El Té verde seria el responsable de la baja tasa de
cancer en Asia, como asi también se indica que es bueno para la
préstata y se lo indica como ideal para la prevencion de diferentes
tipos de cancer.

El Té verde estaria recomendado para aquellas personas que sufren
trastornos para dormir, sobre todo para los que padecen de apnea
obstructiva del suefio.

El té verde también es estimulante. Al tener cafeina, esta bebida
también sirve para la concentracion y el estimulo mental de una
manera mucho mas saludable que en otros brebajes de similares
caracteristicas.

Dentro de las propiedades que tiene el té verde, se encuentra la de
prevenir las caries. Resulta que en paises como China o Japén,
donde el consumo de esta bebida es mas que notable, la poblacién
practicamente no sufre de caries. Esto se deberia a las inmensas
propiedades de las catequinas del té verde, que matan a las bacterias

cariogénicas.
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El extracto de Té verde puede aumentar los niveles de energia y
favorecer la oxidacion de las grasas, puede ser una herramienta para

el control de peso.

2.2.4 Clorhexidina.

2.2.4.10rigen.

La Clorhexidina es un agente terapéutico introducido en 1954, aprobado en
los EEUU por la Food and Drug Administration (Administracion de
alimentos y medicamentos) y aprobado por la América Dental Association
Council of Dental Therapeutics (Consejo de la asociacién dental americana
de la terapéutica dental). La Clorhexidina es un farmaco que viene siendo
utiizado como un importante antiséptico para el control de los
microorganismos causantes de la caries dental y en otras patologias
relacionadas con los tejidos de soporte (Periodontales).

2.2.4.2 Definicion.

La Clorhexidina es un potente antiséptico, normalmente es usado en
concentraciones de 2% y 0.12%, en estas concentraciones presenta una
buena actividad bactericida, pero una baja actividad antifugica, debemos
mantener la clorhexidina alejada de la luz o de fuertes temperaturas ya que
esta se descompone facilmente.??

La clorhexidina es un antiséptico bisbiguanidico, posee una molécula
simétrica conformada por cuatro anillos de cloro fenilo y dos grupos
bisguanida, conectados por un puente central de hexametileno.??

Debido a las propiedades catidnicas de la clorhexidina, esta puede unirse

a la hidroxiapatita del esmalte, a la pelicula adquirida y a las proteinas
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salivales. Se piensa que la clorhexidina absorbida se libera gradualmente
desde el diente durante 24 horas después de su absorcion, durante este
tiempo se evita la colonizacién bacteriana. %3

2.2.4.3 Estructura quimica

La Clorhexidina es una sal de Clorhexidina y acido glucoico. La clorhexidina
es una bisguanida de naturaleza cationica, por lo que tiene afinidad por la
pared celular de los microorganismos, que esta cargada negativamente,
alterandola, tiene actividad frente a microrganismos (Gram + y Gram -),
hongos, dermatofitos y algunos virus.

Es bactericida a concentracion alta y bacteriostatica a bajas
concentraciones. No produce hay evidencia de cambios de resistencias
bacterianas ni sobre el crecimiento de microorganismos oportunistas.

La clorhexidina tiene una gran sustantividad. ElI 30% de la clorhexidina se
retiene en la boca unida a proteinas salivales y es liberada lentamente
durante 8 -12 horas.?*

2.2.4.4 Mecanismo de accion

La interaccion de la Clorhexidina con la bacteria comienza con la absorcion
en la pared celular, lo que se facilita con la carga negativa presente en la
superficie de la pared, la cantidad absorbida depende de Ila
concentracion.?®

Sila concentracién es baja se liberan las sustancias de bajo peso molecular
(iones Ky P) de ahi que su efecto es bacteriostatico, si la concentracion es
alta se presenta una precipitacion del contenido citoplasmatico resultando

en la muerte celular, de ahi su efecto bactericida.
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Gracias a sus propiedades cationicas, la Clorhexidina también se une
electrostaticamente a la hidroxiapatita de los dientes, esto significa que los
depdsitos de Clorhexidina se unen a la dentina y posteriormente el farmaco
es liberado lentamente, manteniendo de esta forma el farmaco activo
durante cierto tiempo.

2.2.4.5 Propiedades fisico — quimicas

El Digluconato de Clorhexidina es una base estable, soluble en agua a un
pH fisiolégico (7.4) y se disocia rapidamente liberando su carga positiva. A
causa de su naturaleza altamente cationica, el Digluconato de Clorhexidina
tiene gran facilidad para ser absorbida por la pared celular de los
microorganismos y modifica sus estructuras superficiales, se pierde el
equilibrio osmético y en consecuencia la membrana celular resulta extraida,
se forman vesiculas y se precipita el citoplasma, estas precipitaciones
inhiben la reparacion de la pared celular bacteriana y las bacterias ya no
pueden recuperarse.

La Clorhexidina tiene la caracteristica de conjugarse ibnicamente con el
cristal de hidroxiapatita en forma permanente y puede liberar iones de la
misma prolongando su accidn por un tiempo mas o menos largo actuando

sobre la placa bacteriana.??

2.2.5 Medio de cultivo Agar Miller Hinton

Es el agar mas empleado en estudios in vitro de los muchos medios
disponibles, se considera el Agar Mduller - Hinton como el mejor para
pruebas de susceptibilidad de rutina de bacterias por las siguientes

razones;10.11.12,13
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-Reproducibilidad aceptable lote a lote para ensayos de susceptibilidad.

-Es bajo en inhibidores de sulfonamida, trimetoprim, y tetraciclina.

-Crecimiento satisfactorio para la mayoria de los patégenos no fastidiosos.

Aunque el agar Muller - Hinton es una prueba de susceptibilidad confiable ya
que los resultados obtenidos con un porcentaje de lotes en los algunos casos
varian significativamente. Si el lote del medio no soporta un adecuado
crecimiento de organismos de prueba, las zonas obtenidas en un disco de
difusién usualmente son mas grandes que lo esperado y pueden exceder los
limites de control de calidad aceptable. Solo las formulaciones del medio
Miuller - Hinton que han sido controladas con la cepa de referencia de

acuerdo al NCCLS pueden ser usados.*

2.2.5.1 Preparacion del Agar Muller Hinton

El agar Muller - Hinton debe ser preparado a partir del reactivo comercial
deshidratado y de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Inmediatamente después de autoclavar dejar enfriar en un bafio de agua a
45- 50°C. Luego verter el preparado fresco y tibio a una placa Petri de vidrio
o plastica, de fondo plano en un nivel, superficie horizontal para dar un fondo
uniforme de aproximadamente 4 mm. Esto corresponde a 60 - 70 ml de
medio por placa de diametro de 150 mm y 25- 30 ml para placas de 100 mm

de didmetro.

El medio de agar debe dejarse que enfrie a temperatura ambiente, y a menos
que la placa se use el mismo dia, debe guardarse en refrigerador (2 - 8° C).

Las placas deberian usarse en un lapso de 7 dias después de la preparaciéon
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a menos que se hayan tomado adecuadas precauciones, tal como envolver
en plastico, para minimizar el secado del agar y que al menos haya mostrado

correcto funcionamiento con los organismos 4

2.2.5.2 El pH del Agar Muller Hinton

El pH de cada lote de agar Muller - Hinton deberia ser chequeado cuando el
medio es preparado. El agar debe tener un pH entre 7,2 y 7,4 después de
gelificar a temperatura ambiente. Si el pH es muy bajo, ciertas drogas
pareceria que pierden potencia (por ej. amino glucésidos, quinolonas y
macrolidos), mientras otros agentes pueden presentar excesiva actividad
(por ej. tetraciclinas). Si el pH es muy alto, puede esperarse efectos
opuestos. El pH puede ser controlado por ejemplo macerando una cantidad

suficiente de agar para sumergir la punta del electrodo.*

2.2.5.3 Humedad en el Agar Muller Hinton

Un exceso de humedad justo antes del uso se presenta en la superficie del
agar, las placas deberian ponerse en una incubadora (35°C) o una camara
de flujo laminar con las placas entreabiertas hasta que el exceso de
humedad se haya perdido por evaporaciéon (usualmente 10 a 30 minutos).
La superficie debe ser humeda, pero sin gotas de humedad en la superficie

del medio o en la tapa de la placa antes de ser inoculada.'*

Streptococcus mutans: Es un habitante de la microbiota oral que constituye
la primera causa de caries dental y de infecciones graves por estreptococos
del grupo viridans, tales como bacteriemia y endocarditis. Sin embargo,
puede constituir un desafio diagnostico debido a su capacidad de

presentarse como "bacilo Gram positivo" a la tincién de Gram.
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2.3 Definicidn de términos basicos

Bacteria: Microorganismo perteneciente al grupo monera. Son
unicelulares, procariotas y carecen en general de pigmentos asimiladores;
se reproducen por biparticion. Poseen un solo cromosoma disperso por el
protoplasma (carecen de membrana nuclear); en algunos casos, existe un
pequefio fragmento adicional denominado plasmido.26

Caries: “un proceso localizado de origen multifactorial que se inicia
después de la erupcion dentaria, determinando el reblandecimiento del
tejido duro del diente y evoluciona hasta la formacion de una cavidad”, y es
el principal culpable de la caries la bacteria Streptococcus mutans.11
Cultivo: Es la forma en la que se hacen crecer los microorganismos
(colonias) en una superficie solida (agar) o en medio liquido (caldo) e
incluso en células (linea celular) y es utilizado como el método principal
para poder estudiar a los agentes causales de enfermedades, y saber si se
trata de bacterias, hongos, virus, parasitos o algas.27

Agar nutritivo: Medio de cultivo utilizado para propdsitos generales, para
el aislamiento de microorganismos poco exigentes en lo que se refiere a
requerimientos nutritivos. Su uso esta descripto en muchos
procedimientos para el analisis de alimentos, aguas y otros materiales de
importancia sanitaria.28

Mduller Hilton: Medio de cultivo recomendado universalmente para la
realizacion de la prueba de sensibilidad a los antimicrobianos.28

Prueba in- vitro: Muchos experimentos en biologia celular son llevados

a cabo fuera del organismo, en células. Son a menudo denominados in
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vitro, para distinguirlos de los experimentos in vivo, en los que los tejidos
estudiados permanecen dentro del organismo en el que normalmente se
encuentran.29

Flavonoides: Son metabolitos secundarios polifendlicos cominmente
con un grupo cetona y normalmente pigmentos de coloracion amarilla de
donde viene su nombre (del latin flavus, "amarillo").30

Bisbiguanidico: Son moléculas o grupos de medicamentos que
funcionan como antidiabéticos orales para el tratamiento de la diabetes
mellitus y algunos como antimalaricos. Estructura un grupo funcional
bisguanida.31

Resistente (R): Categoria clinica definida para las pruebas de
susceptibilidad in vitro. Las cepas bacterianas incluidas en esta categoria
no son inhibidas por las concentraciones séricas del antibiotico
normalmente alcanzadas con las dosis habituales del mismo, poseen
comunmente mecanismos especificos de resistencia bacteriana o la
eficacia clinica del antibiético frente a la bacteria no ha sido comprobada.
32

Sensible (S): Categoria clinica definida para las pruebas de
susceptibilidad in vitro. Implica que una infeccion debida a la cepa
bacteriana estudiada puede ser tratada apropiadamente con la dosis de
antibiotico recomendada para el tipo de infeccidon y la especie infectante,

a menos que existan contraindicaciones.32
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CAPITULO IlII:

HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA INVESTIGACION

3.1 Formulacién de hipdtesis principal y derivadas

3.1.1. Hipotesis principal.

La Camellia sinensis (Té verde), presentaria diferencias en el efecto
antibacteriano en comparacion con la Clorhexidina al 0.12%, sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

3.1.2 Hipotesis derivadas.

La Camellia sinensis (Té verde) al 2.5% presentaria diferencias del didmetro
del halo inhibitorio en comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

La Camellia sinensis (Té verde) al 5% presentaria diferencias del diametro
del halo inhibitorio en comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

La Camellia sinensis (Té verde) al 10% presentaria diferencias del didmetro

del halo inhibitorio en comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175).
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La Camellia sinensis (Té verde) al 20% presentaria diferencias del didmetro
del halo inhibitorio en comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre el

crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

La Camellia sinensis (Té verde) al 2.5%, 5%, 10% y 20% y la Clorhexidina
0.12% presentaria diferencias del diametro del halo inhibitorio en
comparacion con el grupo control sobre el crecimiento de Streptococcus

mutans (ATCC 25175).

3.2 Variables; definicion conceptual y operacional

3.2.1 Definiciéon Conceptual

Variable Dependiente:

Inhibicion sobre el crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175):
Halos alrededor de los discos (con Té verde o Clorhexidina), libres de cepas de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Variable Independiente:

Efecto antibacteriano in vitro del Té Verde: respuesta bactericida sobre el

crecimiento de cepas bacterianas.

Efecto antibacteriano in vitro de Clorhexidina al 0.12%: respuesta bactericida

sobre el crecimiento de cepas bacterianas.

46



Lema, Castro, Arias y Lozano (1994). Este efecto bactericida se considera en

funcién del diametro del halo de inhibicién de crecimiento microbiano:

Categoria de interpretacion Sensible: Implica que una infeccion dada

por una cepa se puede tratar apropiadamente con la dosis de un

antibioético.

Categoria de interpretacion Intermedio: Incluye cepas que pueden ser

inhibidas por concentraciones de antibiéticos méas elevadas.

Categoria de interpretacion Resistente: Cuando las cepas resistentes

son inhibidas por concentraciones sericas normalmente alcanzadas a

dosis habituales y /o caen en el rango donde son comunes mecanismos

especificos de resistencia microbiana.

Categoria de interpretacion No sensible: Utiliza microorganismos que

solo tienen categoria de interpretacion sensible.

0-6 mm

6 -8 mm

8 —-13 mm

13 -18 mm

18 — 23 mm

23 mm a mas

++

+++

++++

+++++

Resistente

Sensibilidad limite

Sensibilidad media

Sensibilidad moderada

Sensibilidad alta

Sumamente sensible
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

TIPO DE
ESCALA DE
VARIABLE DIMENSION INDICADOR MEDICION MEDICION
INDEPENDIENTE Método de difusion en agar
Concentracion al | pmyeller - Hinton con Nominal Directa
Efecto antibacteriano in| 2.5%, 5%, 10% Yy | giscos.
vitro del Té Verde. 20%
INDEPENDIENTE y Método de difusion en agar
Concentracion de ) ) )
Mueller — Hinton con Nominal Directa
Efecto antibacteriano in 0.12% .
discos.
vitro de clorhexidina
DEPENDIENTE
Inhibicion  sobre el |Halos de inhibicion | Medicion  del  halo  de Continua Directa
crecimiento de inhibicién en milimetros.
Streptococcus mutans
(ATCC 25175)
El tiempo de
INTERVINIENTE lectura de las 24 y Las 24 Y 48 horas Continua Directa

El tiempo

48 horas
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CAPITULO IV:

METODOLOGIA Y DISENO METODOLOGICO

4.1. Disefno de la investigaciéon

La investigacion responde a un disefio experimental in vitro.

Experimental: (Hernandez S. 2010): Es la manipulacion intencional de un

procedimiento para la obtencion de resultados.

4.1.1 Tipo de la Investigacion

Comparativo, transversal, prospectivo. (Hernandez S. 2010)

Comparativo: (Sanchez y Reyes, 1996 & Alarcén, 1991) Consiste en recolectar
en dos 0 mas muestras con el propdsito de observar el comportamiento de una

variable, tratando de controlar estadisticamente otras variable estudiada.

Longitudinal: (Hernandez S. 2010) Se realiza mas de una medicion. Entre las
mismas puede intervenir 0 no el investigador, lo que determinara que el estudio
sea observacional o experimental.

Prospectivo: (Hernandez S. 2010) Se realiza luego de planificar el estudio.

4.1.2 Nivel de Investigacion

Explicativo: (Hernandez S. 2010) Explica el porqué de un fenbmeno y en qué

condiciones se manifiesta, o porque se relacionan dos o mas variables.
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4.1.3 Métodos

Este estudio, de tipo experimental in vitro, estd conformada por 30 cultivos de

Streptococcus mutans (ATCC 25175), en Agar Mueller Hinton.

Los métodos aplicados en el presente trabajo de investigacion son los siguientes:

Descriptivo: Porque se describiran cada uno de los hechos presentados

durante el uso del Té verde en la inhibicion del Streptococcus mutans.

Analitico: Para establecer la relaciéon las variables después del recojo de

datos.

Sintesis: De tal manera que se formulen las conclusiones a las que se arribe

producto de la investigacion.

Estadistico: Para procesar, analizar y presentar los datos recogidos de la

muestra en estudio

4.1.4 Instrumento: Ficha de Registro

El presente trabajo utilizé un instrumento (ficha de registro) la cual fue evaluada
y registrada por llenado por el investigador. El instrumento tuvo la siguiente
caracteristica:

En la cual tuvo la funcidon de recolectar y registrar los datos de manera
independiente los halos en mm, formados en placas sembradas en Agar
Mueller Hinton y en cada una de sus concentraciones, teniendo un control de
lectura alas 24 y 48 horas de haber realizado la siembra, tomando en cuenta:

Identificacion de la muestra.

Identificacién de la concentracion utilizada
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Medida en milimetros del halo de inhibicion formado.

4.1.4.1 Observacioén directa:

El sembrar en placas Petri estériles y a su vez hacer la medicion del halo de

inhibicion sobre el Streptococcus Mutans (ATCC 25175).

4.1.5Procedimientos

4.1.5.1 La obtencién del Té Verde

Las hojas secas de Camellia sinensis fueron adquiridas en forma del producto
comercial Té verde “China Green Tea” (Jemple of Heaven), tipo granel por 500gr.
la cual se utilizd 75 gr. que contienen un 100% hojas de Té verde, el Té verde de
polvora es Templo de cielo marca. Las hojas del té verde es muy oscuro en forma
de pelotitas pequefias (rizado y apretado que parece una pequefia bola o perla)
gue parecen poélvora. También puede ser apretado y encrespado el Té parece
pequefia perla con color brillante verde oscuro la cual se procedera a entregar el
producto a un quimico farmacéutico con mas 10 afios de experiencia para que

pueda obtener la concentracion necesaria de acuerdo a los objetivos planteados.

4.1.5.2 Obtencion de principios activos

Técnica de maceracion alcohdlica: En un envase estéril de vidrio ambar de 4
litros de capacidad se colocé Y2 kg. De hojas secadas en estufa por 24 horas a
60°C, previamente molida. Se afiadio alcohol etilico rectificado de 96% hasta que
cubra por completo el contenido de las hojas molidas. Se agita el frasco tres veces
por dia; el tiempo de maceracion fue de 7 dias. Después de los 7 dias de
maceracion se filtr6 con una membrana estéril. Posteriormente se procedio a la

evaporacion del contenido alcohodlico de lo filtrado con ayuda del Buche de
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Rotavapor R- 3000 a 270mbar de presion, 40°C de temperatura y a una rotacion de
100 rpm, obteniéndose de esta manera los principios activos totales. Luego se
enraza con agua destilada para obtener las concentraciones del Extracto alcohélico

del Té verde al 0.25% 5%, 10%, 20%.

4.1.5.3 Disolucion del medio de cultivo deshidratado

Se Utiliza una etiqueta en los envase para las cantidades y volumenes requeridos.
Preparar MAST Maueller Hinton Agar (DM 170) suspendiendo polvos en agua
destilada o desionizada. Para los envases de sobre se disolvera el contenido entero

del sobre en el volumen mostrado.

Autoclavar a 121°C (15 p.s.i.) durante 15 minutos.

Verter en las placas (de 15 a 25 ml en cada placa) y dejar solidificar.

Las placas de cultivo preparadas deben ser usadas inmediatamente o
almacenadas en bolsas de plastico a 2 — 8°C hasta un maximo de una semana

antes de su uso.

4.1.5.4 Procedimiento microbioldgico

El cultivo de las cepas se realizo en el laboratorio de Ciencias Basicas de Salud de
la Universidad Alas Peruanas — Filial Huacho, por el investigador, bajo la supervision
de una microbidlogo y antes de realizar el cultivo de las cepas, estas seran
reactivadas debido a que se encontraran a - 80°C, para lo cual se someteran a dos
pasos de reactivacion a las 24 y 48 horas antes del experimento y seran colocadas
a 37°C. Posteriormente se realizara el sembrado selectivo mediante la técnica del

hisopo se coloca sobre los medios de cultivo.
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4.1.55 Sembrado del microorganismo
Esterilizar un asa de siembra por flameado en la llama de un mechero.
Introducirla en la suspension bacteriana para recoger una muestra.
Sembrar haciendo estrias sobre la superficie de un medio sdlido en una placa
Petri.
Se vuelve a esterilizar el asa, tocar en la zona de la placa ya sembrada y hacer
un segundo grupo de estrias en una regién nueva de la placa. Repetir el proceso
una tercera y una cuarta vez, hasta conseguir que los grupos de células se
diluyan y se separen células aisladas.
Después de la incubacion, se desarrolla colonias aisladas.

415.6 Medicion de los halos

Luego de ser sembrado se rotuldé de acuerdo la cantidad y sustancia respectiva, y
finalmente se lleva a la incubadora en un ambiente de 37°C en ausencia de oxigeno

(idoneo para el crecimiento de los microorganismos).

El microorganismo crece en la superficie de la placa, pero alrededor de los disco se
forman unos halos de inhibicibn mas o menos grandes, dependiendo de la mayor o
menos sensibilidad de la bacteria. Se mide el diametro del halo (expresado en

milimetro) y la cual se anotara en las tablas de ficha de recoleccion de datos.

4.1.6 Esterilizacion y empacado del material

Es necesario que todos los materiales estén correctamente esterilizados, limpiando

primero toda el area de trabajo con una solucion desinfectante.

El material a esterilizar sera correctamente envuelto con papel kraft, para evitar el

ingreso de microorganismos al interior y evita asi la contaminacion.
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4.1.6.1 Esterilizacion
Enjabonar el instrumental, mediante el detergente elegido para ablandar y
disolver la suciedad.
Hacer friccion con un cepillo de cerdas no metélicas (las cerdas metalicas
pueden dafar el acero) tiene por finalidad desprender la suciedad.
Aclarado con agua desmineralizada (las aguas muy duras pueden producir
manchas en el Instrumental y posteriormente una picadura por corrosion del
mismo) el aclarado se realizara de forma minuciosa y con abundante agua, para
arrastrar los restos organicos y del detergente. No existe una buena limpieza sin
un aclarado perfecto ya que cualquier resto de detergente actuara como barrera,
impidiendo la accion del agente esterilizante.
El secado se realizO inmediatamente después del aclarado, para evitar la
formacion de manchas en la superficie del instrumental que acabaran
produciendo una corrosion del mismo. Un secado defectuoso con gotas de agua
puede llevarnos a una esterilizacion incorrecta, ya que las gotas de agua puede
actuar como barrera protectora sobre las bacterias.
Una vez limpio el instrumental se procedid a la desinfeccion, del mismo para
evitar el contagio por el virus de la hepatitis B, C, VIH etc.

4.1.7 Empacado

4.1.7.1 Placas de Petri

Cortar el papel estraza, en forma de rectangulos adecuados para la cantidad de
2 a 3 cajas. Coldcalas en la parte central y envolverlas.
Se toman los extremos de Papel y se unen.

Se hace un nuevo doblez recargando ligeramente en la caja para marcarlo.
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Los extremos se doblan en forma triangular.

En forma triangular se doblan hacia atras quedando listas para esterilizar.
4.1.7.2 Pipetas

Introducir una pequefia porcién de algodoén en el cuello de la pipeta.
Procurando que quede lo suficientemente apretada.

Con tiras de papel de 3 cm de ancho envolverlas.

Comenzar por la punta y en forma de espiral gira hacia arriba hasta el final de la

pipeta.

4.1.8 Esterilizacion.

Colocar el material dentro de la esterilizadora.

Encender y colocar los instrumentos a la temperatura y posicion correcta (121°C)
a 15-20 PSI.

Una vez alcanzado la temperatura correcta prolongar 20 minutos de exposicion.
Cuando acabe el tiempo de exposicion del equipo, dejando el tiempo de
enfriamiento.

Retirar los empaques y colocarlos en lugares adecuados hasta su uso.

419 Instrumento

4.1.9.1 Pie de rey

La funcion es de medir los halos de inhibicion, ya que es un medidor de longitud el

cual posee dos puntas para poder hacer el control de tanto del interior y exterior.
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4.1.9.2 Regla milimetrada estandar

Es una regla de precision fabricada en acero inoxidable con graduacion de 0.5 mm

desde 0 mm hasta una longitud maxima de 150 mm.

4.2 Disefio muestral

Muestra. Tamano de la Muestra:

(Ly+Z ) (1— r)t/2
[ ok +2=29.16
Za 1,96 Coeficiente de confianza al 95%
ZpB 0,84 Coeficiente de Potencia al 80%
R 0,5 Coeficiente de correlacién
N : 30 Tamafio de muestra minimo a evaluar para detectar correlacion

La muestra estara conformada especificamente por 30 cultivos del Agar Muller

Hinton con cepas del Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Criterios de seleccion.
a. Criterios de inclusion:
Cepas identificadas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), reactivadas.

b. Criterios de exclusion:
Cepas no identificadas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), no reactivadas
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4.3 Técnica de recoleccion de datos

Se procedio a recolectar los datos de acuerdo a la medicion con el pie de rey de los halos
de inhibicion y posteriormente sera anotado en una ficha en (Ad hoc). (Ver anexo n°1y
n°3). Que son tomados del Manual de Sensibilidad Microbioloégica por el Instituto

Nacional de Salud en el afio 2002.

4.4 Técnica estadistica para el procesamiento de la informacion

Se elaboré una base de datos en una hoja de calculo Microsoft Excel 2016, luego fue
importada por el paquete estadistico Spss version 24.0 donde fueron analizados para

responder las preguntas de investigacion formuladas.

Los datos resumidos fueron presentados en tablas de clasificacion consignando los
valores descriptivos utilizados. También se utilizaron graficos de cajas y bigotes para

representar la distribucion de los datos.

Analisis Descriptivo

Para la variable el diametro del halo inhibitorio, de naturaleza cuantitativa, se utilizaron
para su resumen medidas de tendencia central como la media aritmética y mediana,

valores maximos y minimos, asi como medias de dispersion como la deviacion estandar.

Para su presentacion se utilizaron tablas de clasificacion.
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Analisis Inferencial

Para el contraste de hipétesis de diferencia; se aplico la prueba no paramétrica U de
Mann Whitney para muestras independientes ya que lo datos obtenidos no presentaron

distribucion normal (ver anexo) y se realizaron en diferentes unidades de analisis.

Para realizar el contraste de hipétesis de diferencia entre todos los grupos, se realizaron
comparaciones multiples utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para

muestras independientes.

Todas las pruebas estadisticas fueron contrastadas a un nivel de confianza del 95%

aceptando un error tipo 1 de 5%.

4.5 Aspectos éticos

Se tuvo en consideracién las normativas vigentes dadas por el instituto nacional de Salud
para el manejo microbioldgico para estudios in vitro utilizando cepas de laboratorio, a su
vez este trabajo no presentara conflicto de interés con el autor y ademas respetard las

normas del comité de ética de la Universidad Alas Peruanas.
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CAPITULO V:

ANALISIS Y DISCUSION

5.1 Analisis descriptivo

La tabla 1 muestra los valores descriptivos para diametro del halo inhibitorio del
grupo Streptococcus mutans. A las 24 horas, en el grupo de té verde al 2.5%se
observé menor halo de inhibicion (3.77mmz=0.77mm) con una mediana de 4 mm
en contraste con el grupo de Clorhexidina, donde el halo de inhibicion fue mayor
(9.23mmz1.52mm) con una mediana de 10 mm. A las 48 horas, el grupo té verde
presento similares valores que a las 24 horas (3.47mm=0.57mm) con una
mediana de 3 mm de halo de inhibicion. En contraste el grupo de Clorhexidina
presentd mayor halo de inhibicion (8.40mmz+1.67mm) con una mediana de 9 mm.
El grafico 1 muestra distribuciones asimétricas para el didmetro del halo

inhibitorio en ambos grupos tanto a las 24 como a las 48 horas.

De igual forma, el té verde a concentracion de 5% parece frenar el crecimiento
bacteriano. A las 24 horas el grupo té verde presento menor diametro de halo
inhibitorio (4.33mm+0.71mm) con mediana de 4mm, mientras que el grupo
clorhexidina mostro valores mas altos (9.23mmz=+1.52mm) con una mediana de
10 mm de halo inhibitorio. Esta diferencia parece mantenerse a las 48 horas,
donde el grupo té verde al 5% presento diametro de inhibicibn menor
(3.77mm=0.82mm) con una mediana de 4 mm frente al grupo de clorhexidina
gue presento mayor halo de inhibicion (8.40mmz=1.67mm) con mediana de 9 mm.
El grafico 2 muestra que el diametro inhibitorio del grupo té verde, tanto a las 24
como 48 horas se distribuye de forma simétrica, mientras que el grupo

clorhexidina tiene una tendencia de distribucidon asimétrica. cq



El uso de té verde al 10% muestra a las 24 horas de actividad valores bajos del
diametro de halo inhibitorio (4.90mm=0.61mm) con una mediana de 5 mm, en
contraste con el grupo Clorhexidina donde los valores se mantienen altos
(9.23mmz=1.52mm) con mediana de 10 mm. Esta diferencia se replica a las 48
horas, donde el grupo té verde presenta crecimiento halo de inhibicion menor
(4.50mm=0.63mm) con mediada de 5 mm frente al grupo de Clorhexidina con
valores mas elevados (8.40mmz+1.67mm) con mediana de 9 mm. El grafico 3 se
observa alta asimétrica del diametro de halo inhibitorio para el grupo té verde

especialmente a las 24 horas de actividad.

Se puede observar que la actividad antibacteriana del té verde al 20% evaluado
a las 24 horas, disminuye pues el didmetro de halo inhibitorio es menor
(6.63mm=1.38mm) con mediana de 6 mm. El grupo de Clorhexidina presento
mayor halo de inhibicion (9.23mmz+1.52mm) con mediana de 10 mm. A las 48
horas los valores disminuyen, observandose para él te verde al 20% un halo de
inhibicién menor (5.83mm+1.23mm) y mediana 5 mm, mientras que en el grupo
de clorhexidina el halo de inhibiciébn fue mayor (8.40mmz1.67mm) con una
mediana de 9 mm. El grafico 4 muestra alta dispersion de los valores en todos

los casos.

5.2 Andlisis inferencial

1. Comparacion de crecimiento bacteriano entre Camellia sinensis (Té

verde) al 2.5% y Clorhexidina al 0.12%.
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Hipotesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del didmetro del halo inhibitorio entre el grupo Té

verde al 2.5% y Clorhexidina al 0.12%

H1: Existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre el grupo Té verde

al 2.5% y Clorhexidina al 0.12%

Al realizar las comparaciones entre grupos, se observa que las diferencias
halladas son estadisticamente significativas tanto a las 24 horas (p=0.000)

como a las 48 horas (p=0.000). Tabla 1

. Comparacion de crecimiento bacteriano entre Camellia sinensis (Té

verde) al 5% y Clorhexidina al 0.12%.

Hipotesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre el grupo Té

verde al 5% y Clorhexidina al 0.12%

H1: Existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre el grupo Té verde

al 5% y Clorhexidina al 0.12%

Al realizar las comparaciones entre grupos, se observa que las diferencias
halladas son estadisticamente significativas tanto a las 24 horas (p=0.000)

como a las 48 horas (p=0.000). Tabla 2

. Comparacion de crecimiento bacteriano entre Camellia sinensis (té

verde) al 10% y clorhexidina al 0.12%.
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Hipotesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre el grupo Té

verde al 10% y Clorhexidina al 0.12%

H1: Existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre el grupo Té verde

al 10% y Clorhexidina al 0.12%

Al realizar las comparaciones entre grupos, se observa que las diferencias
halladas son estadisticamente significativas tanto a las 24 horas (p=0.000)

como a las 48 horas (p=0.000). Tabla 3

. Comparacion de crecimiento bacteriano entre Camellia sinensis (Té

verde) al 20% y Clorhexidina al 0.12%.

Hipotesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre el grupo Té

verde al 20% y Clorhexidina al 0.12%

H1: Existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre el grupo Té verde

al 20% y Clorhexidina al 0.12%

Al realizar las comparaciones entre grupos, se observa que las diferencias
halladas no son estadisticamente significativas tanto a las 24 horas (p=0.360)

como a las 48 horas (p=0.282). Tabla 4

. Comparaciones multiples entre todos los grupos de estudio
Ho: No existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre grupos de

estudio
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H1: Existen diferencias del didmetro del halo inhibitorio entre grupos de

estudio

Al realizar las comparaciones entre grupos, se observa que las diferencias
halladas no son estadisticamente significativas al comparar el grupo control
negativo con todas las concentraciones del té verde (p<0.05). También fueron
significativas las diferencias entre el grupo Clorhexidina al 0.12% con las
concentraciones del té verde al 2.5%, 5% y 10% (p<0.05). Se hallaron también
diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo de té verde al

20% con la concentracion de 2.5% (p=0.000) y con la de 5% (0.000). Tabla 5

Tabla 1. Efecto antibacteriano del Camellia sinensis(Té verde) al 2.5% en
comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre crecimiento de cepas de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

IC 95%
. Grupos Media Mediana DE Min Max p-valor?
Tiempo .
Li Ls

Te 2.5% 3.77 348 4.06 4.00 077 3.0 6.0
24 horas Clorhexidina 0.000"

0.12% 9.23 866 9.80 10.00 1.52 7 12

Te 2.5% 347 325 3.68 3.00 057 30 5.0
48 horas 0.000*

Clorhexidina

0.12% 840 7.78 9.02 9.00 1.67 6 11

a Basado en el test U de Mann-Whitney

*Diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
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Grafico 1.Crecimiento bacteriano utilizando Té verde al 2.5% en

comparacion con Clorhexidina al 0.12%

Tabla 2.Efecto antibacteriano del Camellia sinensis(Té verde) al 5% en

comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre crecimiento de cepas de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

IC 95%
Tiempo Grupos Media Mediana DE Min Max p-valor?
Li Ls
Te 5% 433 407 4.60 4.00 0.71 3 6
24 horas . 0.000*
Clorhexidina 9.23 8.66 9.80 10.00 1.52 7 1
0.12%
Te 5% 3.77 346 4.07 4.00 0.82 2 5
48 horas o 0.000*
Clorhexidina 840 7.78 9.02 9.00 1.67 6 11

0.12%

aBasado en el test U de Mann-Whitney

*Diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
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Gréfico 2.Crecimiento bacteriano utilizando Té verde al 5% en comparacion

con Clorhexidina al 0.12%

Tabla 3.Efecto antibacteriano del Camellia sinensis(Té verde) al 10% en
comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre crecimiento de cepas de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

IC 95%
Tiempo Grupos Media Mediana DE Min Max p-valor?
Li Ls
o 10% 490 467 513 500 061 4 6
24 h .000*
Or8S Clorhexidina 9.23 866 980 1000 152 7 12 0000
0.12%
e 10% 450 426 474 500 063 3 5
48 h N 0.000*
O3S clorhexidina 840 7.78 902 900 167 6 11
0.12%

aBasado en el test U de Mann-Whitney

*Diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
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Grafico 3.Crecimiento bacteriano utilizando Té verde al 10% en

comparacion con Clorhexidina al 0.12%

Tabla 4.Efecto antibacteriano del Camellia sinensis(Té verde) al 20% en

comparacion a la Clorhexidina al 0.12%; sobre crecimiento de cepas de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

IC 95%
Tiempo Grupos Media Mediana DE Min Max p-valor?
Li Ls
o 20%% 663 612 715 6.00 138 4 9
24 h .
O'8S  Clorhexidina 9.23 866 9.80 1000 152 7 12 0360
0.12%
e 20% 583 537 629 500 123 4 8
48 h . 0.282*
O3S Clorhexidina 840 7.78 9.02 900 167 6 11

0.12%

aBasado en el test U de Mann-Whitney
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Grafico 4.Crecimiento bacteriano utilizando Té verde al 20% en

comparacion con Clorhexidina al 0.12%

Tabla 5.Actividad bacteriana que logra la Camellia sinensis(Té verde) al
2.5%, 5%, 10%, 20% respecto a la Clorhexidina al 0.12%; sobre crecimiento

de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Estadistico de

Grupo 1 vs Grupo 2 prueba p-valor
Control vs Te 2.5% -46.333 0.000*
Control vs Te 5% -58.45 0.000*
Control vs Te 10% -84.15 0.000*
Te 2.5% vs Te 5% -12.117 0.360

Control vs Te 20% -114.967 0.000*
Te 2.5% vs Te 10% -37.817 0.065
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Control vs Clorhexidina

Te 2.5% vs Te 20%

Te 5% vs Te 10%

Te 2.5% vs Clorhexidina

Te 5% vs Te 20%

Te 5% vs Clorhexidina

Te 10% vs Te 20%

Te 10% vs Clorhexidina

Te 20% vs Clorhexidina

-146.1

-68.633

-25.7

-99.767

-56.517

-87.65

-30.817

-61.95

-31.133

0.000*

0.000*

0.787

0.000*

0.000*

0.000*

0.301

0.000*

0.282

aBasado en el test de Kruskall Wallis

*Diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
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DISCUSION

En la presente investigacion explica sobre efecto antibacteriano in vitro del
Camellia sinensis (Té verde) en comparacion con la Clorhexidina al 0.12% sobre
crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175). Mostrando que
el té verde a una concentraciéon del 2.5% presenta menor efecto bacteriostéatico
comparado con la Clorhexidina al 0.12%; al igual que la concentracién del 5% el
té verde presenta un efecto bacteriostatico menor y en concentracién del 10%
presento menor crecimiento bacteriano comparado con la Clorhexidina al
0.12%.Y el efecto antibacteriano fue igual para el Té verde del 20% y para la

Clorhexidina al 0.12%.

Se mostré que el Té verde a una concentracion del 2.5% presenta menor efecto
bacteriostatico comparado con la Clorhexidina al 0.12% coincidiendo con los
autores Anita Padam, Shyam S., también Xin Xu y Nijampatnam B., Casals L.,
Zheng R., Wu H., Veludon ,Arévalo A. y Gomez P ; al igual que la concentracién
del 5% el té verde presenta un efecto bacteriostatico menor y en concentracion
del 10% presento menor crecimiento bacteriano comparado con la Clorhexidina
al 0.12% como Kawarai. Y el efecto antibacteriano fue igual para el Té verde del
20% y para la Clorhexidina al 0.12%.

Al igual que Ying T y col evaluo la eficacia antimicrobiana in vitro utilizando tres
enjuagues bucales (Oradex, Pesona y Watsons) contra seis organismos orales
como el S. mutans mediante la difusion en disco de agar, mostrando en el

andlisis estadistico todos ser eficaces contra las cepas 8.



CONCLUSIONES

EL Té verde a una concentracion del 2.5% presenta menor efecto
bacteriostatico comparado con la Clorhexidina al 0.12%

. A una concentracién del 5% el té verde presenta un efecto bacteriostatico
menor que la Clorhexidina al 0.12%

El grupo experimental de té verde al 10% presento menor efecto
antibacteriano comparado con la Clorhexidina al 0.12%

El efecto antibacteriano fue igual tanto para la té verde al 20% como para
la Clorhexidina al 0.12%

. Todos los grupos evaluados presentaron mayor efecto antibacteriano que

grupo control negativo.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda comparar el efecto bacteriano del Té verde a diferentes
concentraciones con respecto a otros antibiéticos como por ejemplo a la
vancomicina.

2. Se recomienda difundir los resultados de este trabajo entre la comunidad
odontoldgica.

3. Se recomienda comparar el Té verde en diferentes concentraciones,

respecto a la clorhexidina al 2.0%
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ANEXOS



ANEXO N°1

ANALISIS DE NORMALIDAD DE LOS DATOS ENTRE GRUPOS DE ESTUDIO

Kolmogorov - Smirnov

Tiempo Grupos
Estadistico gl Sig.2
Te 2.5% 0.248 30 0.000
Te 5% 0.280 30 0.000
L Te 10% 0.332 30 0.000
Crecimiento a las 24 horas
Te 20% 0.244 30 0.000
Clorhexidina 0.326 30 0.000
Te 2.5% 0.360 30 0.000
Te 5% 0.279 30 0.000
Crecimiento a las 48 horas 1€ 10% 0.353 30 0.000
Te 20% 0.350 30 0.000
Clorhexidina 0.240 30 0.000

aDistribucién normal (p>0.05)



ANEXO N° 2

MATRIZ DE CONSISTENCIA

EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL Camellia sinensis (TE VERDE), EN COMPARACION A LA

EFICACIA DE LA CLORHEXIDINA AL 0.12% SOBRE CULTIVOS DE Streptococcus mutans (ATCC 25175), HUACHO -

2017.
R TECNICAY
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES N
METODO
Problema principal Objetivo general: Hipdtesis general: Variable Independiente: Nivel:
¢Cual es el efecto antibacteriano in vitro | Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del | La Camellia sinensis (Té verde), presentaria | Efecto antibacteriano in - Explicativo
del Camellia sinensis (Té verde) en | Camellia sinensis (Té verde) en comparacion | diferencias en el efecto antibacteriano en | vitro del Té Verde: Método de'd|fu5|on en
agar con discos Tipo:
i - o - o L - o .
comparacion con la Clorhexidina al 0.12% | con la Clorhexidina al 0.12% sobre el | comparacion con la Clorhexidina al 0.12%, | respuesta bactericida Medicién del halo de - Aplicada,
sobre crecimiento de cepas de | crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC | sobre el crecimiento de Streptococcus mutans | sobre el crecimiento de Qn;zcelt?gsen transversal,
Streptococcus mutans (ATCC 25175)? 25175). (ATCC 25175). cepas bacterianas. prospectivo.
Disefio:

Problemas especificos:

¢ Cual es el diametro del halo inhibitorio
que logra la Camellia sinensis (Té verde) al
2.5% en comparacion a la Clorhexidina al
crecimiento  de

0.12%; sobre el

Streptococcus mutans (ATCC 25175)?

Objetivos especificos

Comparar el didmetro del halo inhibitorio que
logra la Camellia sinensis (Té verde) al 2.5%
en comparacion a la Clorhexidina al 0.12%;
sobre el crecimiento de Streptococcus

mutans (ATCC 25175).

Hipotesis derivadas.
La Camellia sinensis (Té verde) al 2.5%

presentaria diferencias del diametro del halo
inhibitorio en comparacion a la Clorhexidina al
0.12%; sobre el crecimiento de Streptococcus

mutans (ATCC 25175).

Efecto antibacteriano in
vitro de Clorhexidina al
0.12%: respuesta
bactericida  sobre el
crecimiento de cepas

bacterianas.

Halos de inhibicién en

milimetros.

- Experimental in

vitro.

Métodos:
-Método de Kirbey
Bauer

Técnicas:

-Observacion




¢Cudl es el diametro del halo inhibitorio
que logra la Camellia sinensis (Té verde) al
5% en comparacion a la Clorhexidina al
0.12%; sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans (ATCC 25175)?

¢Cudl es el diametro del halo inhibitorio
que logra la Camellia sinensis (Té verde) al
10% en comparacion a la Clorhexidina al
0.12%; sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans (ATCC 25175)?

¢Cudl es el diametro del halo inhibitorio
que logra la Camellia sinensis (Té verde) al
20% en comparacion a la Clorhexidina al
0.12%; sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans (ATCC 25175)?

¢Cudles son los diametros de los halos
inhibitorios que logra la Camellia sinensis
(Té verde) al 2.5%, 5%, 10% y 20% vy la
Clorhexdina 0.12% con respecto al grupo
control; sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans (ATCC 25175)?

Comparar el diametro del halo inhibitorio
que logra la Camellia sinensis (Té verde) al
5% en comparacion a la Clorhexidina al
0.12%; sobre el crecimiento de
Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Comparar el didmetro del halo inhibitorio
gue logra la Camellia sinensis (Té verde) al
10% en comparacion a la Clorhexidina al
0.12%; sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Comparar el diametro del halo inhibitorio
gue logra la Camellia sinensis (Té verde) al
20% en comparacion a la Clorhexidina al
0.12%; sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Analizar los diametros de los halos
inhibitorios que logra la Camellia sinensis
(Té verde) al 2.5%, 5%, 10% y 20% vy a la
Clorhexidina al 0.12% con respeto al grupo
control;  sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans (ATCC 25175).

La Camellia sinensis (Té verde) al 5%
presentaria diferencias del diametro del halo
inhibitorio en comparacioén a la Clorhexidina al
0.12%; sobre el crecimiento de Streptococcus

mutans (ATCC 25175).

La Camellia sinensis (Té verde) al 10%
presentaria diferencias del diametro del halo
inhibitorio en comparacioén a la Clorhexidina al
0.12%; sobre el crecimiento de Streptococcus
mutans (ATCC 25175).

La Camellia sinensis (Té verde) al 20%
presentaria diferencias del diametro del halo
inhibitorio en comparacioén a la Clorhexidina al
0.12%; sobre el crecimiento de Streptococcus

mutans (ATCC 25175).

La Camellia sinensis (Té verde) al 2.5%, 5%,
10% y 20% vy la clorhexidina al 0.12%;
presentaria diferencias del diametro del halo
inhibitorio en comparacion del grupo control
sobre el crecimiento de Streptococcus mutans

(ATCC 25175).

Variable Dependiente:

Inhibicion  sobre el
crecimiento de
Streptococcus mutans
(ATCC 25175): Halos
alrededor de los discos
(con Té verde o
Clorhexidina), libres de
cepas de Streptococcus

mutans (ATCC 25175).

Variable Interviniente:
El tiempo (las 24 y 48

horas)

-Prueba no
paramétrica U
Mann Whitney

-Prueba no
paramétrica de
Kruskal Wallis




ANEXO N°3

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS N° 1

GRUPOS / mm
< <
[ x TIEMPO
a = DE 1 2 3| a5 |6 7|38 9 | 10|11 |12 |13 | 14| 15| 16| 17 | 18| 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29
=} € | LECTURA
= m
24 Horas. 0 olo|o|o|lo|o]o 0 ololo|o|olo|lo|]o|o|lo|]o|o|o|lo|o|lo|lo|]ol]ol]o
Control
48 Horas. 0 olo|o|o|lo]o]o 0 ololo|o|olo|lo|]o|o|lo|]o|o|o|lo|o|lo|lo|]ol]ol]o
T6 24 Horas. 3 4 | 4| a3 | 3] a]3 6 3l al 3| a| 5| 3| a|s5|a|a|a|ls|3|a|a|lz|3]|a]z]|s
verde
2.5% 48 Horas. 3 3| 3| a|3|3]3]3 5 3l al 3| a|al|3| a|a|la|la]a|a|3z3|a]|a|lz|3]|3]3]|s
T6 2 | 24Horas. 4 4 | 4| a| 3| 4] al|a3 3 5 | 4|5 | 4|6 |5 |5 |5| 4|5 | a|s5|al|la|a|s|al|s]|s]| a
verde ‘g
5% w | 48 Horas. 4 4 | 4| a|2|3]3]3 2 5 | 4| 4| a|3|a|l5s5|5|a|s5s|a|s|3|a|3]|a|3|al]ala
Té § | 24Horas. 5 5 | 4| 4|5 | 4] a]|cs 5 5 |6 | 5|5 | 6|5 |5 |5|4|a4|5]|6|5|5 |5 ]|5|5]|5]|6] 4
verde oy
0, =
10% | & | 48 Horas. 5 5 | 3| 4| 4| 3] 3] a4 4 5| 5| 4|5 |5 |5| 5 |5|a4|a|s|5|4|5 |5 ]|5]|5]|a|s]| a
Té 24 Horas. 5 6 | 8| 4|8 | 8| 8] 7 6 9 |o|s6| 8|6 |6 |6 |8|6|5|7|8|6|7]|9]|s|5]|6]|6] s
verde
20% 48 Horas. 5 5 | 7|4 | 7| 7] 7]:s 5 s |lsl|s| 7|5 |5 |5 |7|5|s5|7|7|5|7]|8]|7|4|s5]|]5]s
24 Horas. 11 | 9| 7|8 |12]10]|10|10] 10 |10|w0]7 |07 |20] 7 |20|12|12|00]|7|9| 7 |10]|10|7]|10]10]10
Clorhexidi
na 0.12%
48 Horas. 10 | 7|6 |7 |10 9|7] 10| 9|96 ]|9]|6|10|] 7 |0|10|w0|10|6 ]| 7|7 ]| 9]| 9|6 |10]1]10

*Ficha de recoleccion tomada de Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de disco por difusion. Instituto Nacional de Salud

(INS), 2002




ANEXO N°4

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS N° 2

Clorhexidina

11

12
10
10
10
10
10
10

10

10

10
11

11

10

10
10

10
10
10

10

11

10

10

10

10
10
10
10

10
10

Té verde 20%

Té verde 10%

Té verde 5%

Té verde 2.5%

Control

MUESTRA

24 HORAS

48 HORAS

*Ficha de recoleccion tomada de Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el

método de disco por difusion. Instituto Nacional de Salud (INS), 2002
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ANEXO N° 5

[IJNI.. LI'II Boledn)
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=

Agradeciendo anticipadamente su atenciin, queds de Usted.

Solicitud para utilizar el laboratorio de Ciencias Bésicas de Salud de la Universidad

Alas Peruanas — Filial Huacho.
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ANEXO N° 6

UNIVERSIDAD PERUANA

- CAYETANO HEREDIA

Spiritus ubi vult spirat

CONSTANCIA

Quien suscribe hace constar que:

Se han cumplido con todos los protocolos para la reactivacion
(24748 horas) del microorganismo ATCC ® 25175™, la cual serd
utilizada para cumplir fines de investigacion cientifica.

Se expende la presente constancia para los fines convenientes.

S.M.P. Lima, marzo del 2018

Wis Waurtus Tores Dors

Av. Howorlo Delzado 420, Urb. Ingenieris, SMP. Lima — Fern
Telefouo: (51.1) 310-0000 /) email portalwebupch pe
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LERSSrEad Natibra

ANEXO N° 7

Feaderico Wilkarwsl .
— — UNIVERESIDAD AU INAL PEFERICO YILLAKHEAL
HERBRARIO UFY
CONSTANMCLIA N 29 - LFV - 2018
HELJEFE DEL HERBARIDDE LA LNIVERSIEAD NACIONAL FEDERIOG VILLAKREAL
FACUI TAR DF CIFNTIAS WATLIRAL FS ¥ MATERMATICA SEPAR T AME T
ADATIEMIECT IE BTOOGHA TETA COMSTANCLA QUE;
La mwestra vegeas (Plenta completal reeitida de Karing Evebr Mmaya Penira de la Escuela de
.;..ill::l:l:nimngﬂ dz & wnvers dad Alas Voo Frhal Bnacoao; ba sido esrodiada s olasificada cono
Canre i sTnersis v vene s sigcente 20sic ion axenomica secin el sistems de ¢ asilieavion
ARG N0,
AT ERITICEN T ILEDONE A,
ORDEM; THEALES
TAMILLA THEACEAE
ESPECIE.  Camnellia sinensis VAR, sinensis
FMombee Valgar “Tevesde™ o “Te e fu Ching'
Derer-mmads por: Mg Blgn Setamen ORGE LLIS LATPLS LPLULT % oo o e i ex: Buokinmcs
Fropice , Menc oo, Taxommin ¢ Sisleu boa Evole cve Colemmiom AP 8917 - Hahilizads
Se exnends b presente comstmea o mioind de lnpatie imeresada pare fincs de candin
Fechs, 1 de Febra de 2018
ea b l88
Mg Blgn JORCET S o o ses
CBF 34952
Jete de Herbario UFY
Ir 4o Uhepen N, 110114 w 200 Tel” T18U=Es

El Aguatiro biblpy wwews onv e pe
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ANEXO N° 8

CONSTANCIA

Caonste por medio del presente documento que yo Fermin Humberto Arévalo Ortiz.
con DI 101904957, de profesidn Quimico Farmacéulico con No. de colsgio CQFP 0076,
Magister en Bintecnologin acreditado por la UNMSM y Prolesur del curso de Fitoguimica
del Dpto. de Quinuca de la Facultad de Ciencias de Ja UNALM, dejo cunstancia v doy fe
que, em el cjercicio de mi profesion y amparado por la Ley de Trabajo del Quimica
Farmacéutico, Ley No. 28173, bie realizaco la extraceitn etnablicn de hojas e Camelia
simensis, cuyo nombre comin es ¢ verde™ 2 una concentracion cquivalenre de 20 g de hajas
sceas cslabilizadas ¥ particuladss, en 100 ml de suspension elandlice, la mism;\ que fue
mocernda hasta agotamicnto, decantada, filtreda al vacio y voneeniruds en roluvapor,
Adicionalmente, & partir de! extructo mencienado, se realizd diluciones al 208, 10%. 3% y
2.5%, respecto al extracto oblenida de la suspension primigenia Cabe destacar que la
muesira dz “é verde™ fue proporcionada por ¢l cliente.

En gjercivio de mi dereche profesional, extiendo la prasente constancia a solicitud de
Ia Bachiller en Estomatelogia, Kanna Evclyn Minava Pantejn, con DRI N® 7212174). para

fines investigativos que ella manifiesto.

Se extiends la presente Constancio 4 los 08 dias del mes de febrera del 2018.
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ANEXO N° 9

1. OBTENCION DEL TE VERDE:

Jowple e:- é'&e: et

CHINA GREEN TEA

RohECIAUGUNROWDER

NET WT. 600 GRAMS. (177 08)

———e———

S AP

My 2 i Tt

Té verde (Camellia sinensis)

Jemple of Heaven - CHINA GREEN TEA

2. ELABORACION DEL TE VERDE:

Maceracion de las hojas del Té verde con alcohol de 96% por 7 dias.
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Destilacion al vacio
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Té verde (Camellia sinensis)

Prueba de la cantidad etandlico
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Verificar  temperatura
con el Tensiometro: A
47 grados de
temperatura, pero a son
10 grados menos en el
extracto.

200 ml de Extracto de Té verde

Extracto de
Té verde:

v 0, 25%
v 5%

v 10%
v 20%
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4. CONTRACION DEL TE VERDE:

5. CLORHEXIDINA 0.12%:

6. AGUA DESTILADA:

T

7. AGAR MULLER HINTON
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8. PLACAS PETRI
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11. SERVI

R EL AGAR MULLER HINTON
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12. SEMBRADO DEL Streptoccus mutans:

13. SEMBRADO DE LOS DISCOS:

Clorhexidina al 0,12%

SEMBRADO DE LOS DISCOS:

- Extracto del Té verde:
v AlO, 25%
v Al5%
v Al10%
v Al 20%
- Clorhexidina 0, 12%
- Control (Agua destilada)
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15.COLOCAR EN LA INCUBADORA:
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