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Resumen

Objetivo: evaluar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etanélico e infusiéon de Aloysia
triphylla y Matricaria chamonilla sobre las cepas de Prevotella Intermedia. Métodos: se
realizaron pruebas de susceptibilidad bacteriana sobre cepas de Prevotella intermedia con
discos embebidos con extractos etandlicos e infusiones de Aloysia triphylla y Matricaria
chamonilla a las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% respectivamente, se utilizo como
control positivo la clorhexidina al 0,12 % y como control negativo el agua destilada, evaluando
los halos de inhibicién a las 24 h y 48 h. Resultados: el mejor efecto inhibidor se dio con el
tratamiento de extracto etandlico de Matricaria chamonilla al 100% a las 24 horas siendo
12.53mm de halo inhibitorio en relaciéon al tratamiento con extracto etandlico Aloysia
triphylla al 100% a las 24 horas cuyo halo inhibitorio fue 11.48mm. El menor efecto del halo
de inhibicion se dio con el tratamiento de infusion de Aloysia triphylla al 25% a las 48 horas
con 6.24mm de halo inhibitorio. Conclusiones: todos los tratamientos tienen efecto

1 Este articulo fue publicado en Revista Acciones Médicas, 2(1), 32—-42. bajo una licencia internacional Creative Commons Atribucién 4.0;
el cual permite esta reproduccion como capitulo de libro.
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CAPITULO III
Efecto del extracto etandlico e infusion de la Aloysia triphylla y Matricaria chamonilla en cepas
de Prevotella intermedia
inhibitorio in vitro sobre Prevotella intermedia, a mayor concentracion mayor efectividad.
Asi mismo los tratamientos con extracto etanélico e infusion de Matricaria chamonilla tiene
mayor efecto inhibitorio en relacién a los tratamientos correspondientes de Aloysia triphylla
tanto a las 24 como 48 horas. Y finalmente el efecto inhibitorio de todos los tratamientos
disminuye a las 48 horas.

Palabras clave: efecto inhibitorio, Matricaria chamonilla, Aloysia triphylla, Prevotella
intermedia.

Abstract

Objective: to evaluate the inhibitory in vitro effect of the ethanolic extract and infusion of
Aloysia triphylla vs Matricaria chamonilla on the strains of Prevotella Intermedia.
Methods: Bacterial susceptibility tests were performed on strains of Prevotella intermedia
with disks embedded with ethanolic extracts and infusions of Aloysia triphylla and
Matricaria chamonilla at the concentrations of 25%, 50%, 75% and 100% respectively,
chlorhexidine was used as a positive control to 0.12% and as a negative control the distilled
water, evaluating the inhibition zones at 24 h and 48 hours. Results: the best inhibitory
effect occurs with the treatment of 100% ethanolic extract of Matricaria chamonilla at 24
hours, with an inhibitory halo of 12.53 mm in relation to the treatment with 100% ethanolic
Aloysia triphylla extract at 24 hours, whose inhibitory halo was 11.48 mm. The smallest effect
of the inhibition halo was obtained with the 25% Aloysia triphylla infusion treatment at 48
hours with 6.24 mm. Conclusions: all treatments have an inhibitory in vitro effect on
Prevotella intermedia, and at a higher concentration of the treatment, greater effectiveness.
Likewise, treatments with ethanolic extract and Matricaria chamonilla infusion have a
greater inhibitory effect in relation to the corresponding treatments of Aloysia triphylla both
at 24 and 48 hours. And finally, the inhibitory effect of all treatments diminishes after 48
hours.

Keywords: inhibitory effect, Matricaria chamonilla, Aloysia triphylla, Prevotella
intermedia.

Resumo

Objetivo: avaliar o efeito inibitorio in vitro do extrato etandlico e da infusao de Aloysia
triphylla e Matricaria chamonilla sobre cepas de Prevotella intermediaria. Métodos: testes
de suscetibilidade bacteriana foram realizados em cepas de Prevotella intermedia com discos
embebidos em extratos etanolicos e infusoes de Aloysia triphylla e Matricaria chamonilla
nas concentracoes de 25%, 50%, 75% e 100% respectivamente. Clorexidina 0,12% e agua
destilada como um controle negativo, avaliando os halos de inibicdo em 24 h e 48 h.
Resultados: o melhor efeito inibitorio ocorreu com o tratamento com extrato etandlico
100% de Matricaria chamonilla em 24 horas, com 12,53mm de halo inibitério em relagao ao
tratamento com extrato etano6lico 100% de Aloysia triphylla em 24 horas cujo halo inibit6rio
foi de 11,48 mm. O menor efeito do halo de inibicao ocorreu com o tratamento de infusao de
25% de Aloysia triphylla em 48 horas com 6,24 mm de halo inibitério. Conclusoées: todos
os tratamentos tém um efeito inibitorio in vitro na Prevotella intermedia, quanto maior a
concentracao, maior a eficacia. Da mesma forma, os tratamentos com extrato etanolico e
infusdo de Matricaria chamonilla apresentam maior efeito inibitério em relacao aos
tratamentos correspondentes de Aloysia triphylla, tanto em 24 como em 48 horas. E,
finalmente, o efeito inibitério de todos os tratamentos diminui ap6s 48 horas.
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INTRODUCCION

Las enfermedades periodontales comprenden un grupo de estados inflamatorios de los
tejidos del soporte dentario inducidos por bacterias; provocando destruccion del hueso
alveolar, ligamento periodontal y encia® 2. Este padecimiento se caracteriza por ser una
enfermedad infecciosa, indolora y lentamente progresiva. Considerada como la segunda
causa asociada a la pérdida dental y un problema de salud publica, ya que presenta una alta
prevalencia y distribucién a nivel mundial3. 4. Segtin la OMS las enfermedades periodontales
afectan cada vez con mayor frecuencia a los paises en desarrollo, y en especial a las
comunidades mas pobress. Las manifestaciones clinicas de la enfermedad periodontal son
producto de una compleja interaccion entre el agente causal (bacterias especificas de la placa
dental) y los tejidos del huésped. La placa dental estd compuesta sobre todo por
microorganismos. En el plano microscopico, la formacion de la placa dental representa una
sucesion ecologica muy ordenada y previsible, en la cual Prevotella intermedia (bacilo,
gramnegativo, anaerobio estricto) es colonizador secundario en la fase de colonizaciéon
secundaria y maduracion de la placat 6. Es parte de las bacterias que reside en mayores
proporciones en estas placas 7. El habitad primario de Prevotella intermedia es el surco
gingival y la bolsa periodontal 8. Es el agente etiol6gico principal de las enfermedades
periodontales9- 0. Ha sido aislada en jovenes con periodontitis cronica 8. Y asociada con la
progresion de la gingivitis ulceronecrotizante aguda:.

El tratamiento de la enfermedad periodontal sigue orientado a eliminar mecénicamente la
placa bacteriana que la causa, sin embargo el tratamiento mecanico convencional no suele
erradicar todas las bacterias periodontopatégenass 9. Por lo que también se utilizan
sustancias antisépticas o antibifticas, mediante enjuagues bucales, por ejemplo la
clorhexidina que permiten reducir o retardar la formacién de la placa bacteriana, al interferir
en la adherencia de las bacterias a la superficie dental, alterar el metabolismo bacteriano o
evitar la proliferacion bacteriana, eliminando la placa ya establecida o alterando su
patogenicidad213,

En el &mbito odontoldgico, el importante crecimiento mundial de la fitoterapia en programas
preventivos y curativos ha estimulado la investigacion, con el fin de avalar la actividad
antimicrobiana de infusiones, extractos y aceites esenciales de plantas, para asi coadyuvar en
el control de la placa bacteriana4. El hombre utiliza las plantas con fines medicinales desde
tiempos prehistoricos?s. Y en el Pert representan aun la principal herramienta terapéutica en
medicina tradicional¢. Las propiedades antibacterianas de Matricaria chamonilla, sobre
Prevotella intermedia han sido investigadas mediante aceite esencial, demostrandose su
accion en el control de la placa dental'7. Por otro lado, se ha demostrado que el aceite esencial
de Aloysia triphylla presenta importante actividad antibacteriana contra Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella
neumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes, Klebsiella ozaenae, Enterococcus
sp, Bacillus subtilis y Candida albicans?.
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CAPITULO III
Efecto del extracto etandlico e infusion de la Aloysia triphylla y Matricaria chamonilla en cepas
de Prevotella intermedia

Teniendo en cuenta la elevada prevalencia de la enfermedad periodontal y el costo beneficio
que representa para la poblacion (comunidades y zonas rurales), esta investigacion tuvo como
objetivo principal evaluar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico e infusién de
Aloysia triphylla vs Matricaria chamonilla sobre las cepas de Prevotella intermedia a las 24
y 48 horas. Especificamente se buscé 1) Comparar el efecto inhibitorio in vitro, sobre
Prevotella intermedia de los extractos etandlicos al 25 %, 50%. 75% y 100% de Aloysia
triphylla y Matricaria chamonilla a las 24 y 48 horas. 2) Comparar el efecto inhibitorio in
vitro sobre Prevotella intermedia, de las infusiones al 25 %, 50%. 75% y 100% de Aloysia
triphylla y Matricaria chamonilla a las 24 y 48 horas.

METODO

Se realiz6 un estudio del nivel de investigacion explicativo, experimental, prospectivo,
longitudinal y analitico. El cual se ejecut6 en el laboratorio de microbiologia de la facultad de
ciencias biolégicas de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno-Peru. Siguiendo las
normas técnicas para el proceso de obtencion de la bacteria indicadora.

Obtencidn de la bacteria indicadora

Se aisl6 las cepas de Prevotella intermedia, de pacientes con diagnostico de periodontitis
cronica, que acudieron a una clinica particular Odontolégica de la ciudad de Puno. Se elimino
la biopelicula supragingival, se froto la superficie dentaria con gasa estéril, se aisl6 el sector
con rollos de algodén estéril y se tomo la muestra de la biopelicula subgingival con puntas de
conos de papel estéril (nimero 40) el cual fue insertado durante 30 segundos en la bolsa
periodontal. Posteriormente se coloc6 la muestra en el tubo con caldo peptonado. Las cepas
fueron homogenizadas en cuatro tubos de ensayo, los cuales contenian caldo nutritivo,
obteniéndose una dilucién de 3 ml por cada tubo, estos se llevaron a la incubadora por 24
horas a 37°C. Posteriormente se prepard el medio selectivo Mueller hinton + peptona,
agregando 5% de sangre para que el microorganismo se desarrolle y multiplique en
condiciones 6ptimas.

El aislamiento de las cepas se realizé mediante la siembra por trasplante en el cual el material
contiene una sola especie bacteriana, con la finalidad de conservar el microorganismo
renovando su medio de cultivo para conocer sus propiedades biologicas y bioquimicas. Se
incub6 a 37°C por 48 horas. Posteriormente se observo el desarrollo del microorganismo. Se
realiz6 el reconocimiento microscopico y pruebas bioquimicas: Coloraciéon Gram y prueba a
indol.

Soluciones usadas

El extracto etandlico e infusién fueron procesadas en la facultad de Ciencias Agrarias de
biologicas de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno-Per.

Se obtuvo Matricaria chamonilla del mercado Uni6on y dignidad de la ciudad de Puno y
Aloysia triphylla del mercado Avelino Caceres de la ciudad de Arequipa. Para el
procesamiento se deshidraté y pulverizo las hojas de Aloysia triphylla y las flores de
Matricaria chamonilla. Para la obtencién del extracto etandlico se macerd en un recipiente
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ambar en una solucién de 30% de agua destilada y 70% de alcohol etilico, por 6 dias, con
agitacion por 5 minutos diariamente. Para la obtencion de las infusiones se pes6 100gr de la
muestra pulverizada de ambas plantas y se dejé en ebullicién en 100ml de agua destilada por
5 minutos. Todas las soluciones se ajustaron con agua destilada a concentraciones de 100%,
75%,50% y 25%. Y fueron almacenadas en un ambiente aséptico hasta su uso en el analisis
microbiolégico de sensibilidad.

Prueba de susceptibilidad microbiana por el método de difusion en agar

Se preparo6 agar Mueller Hinton, se distribuy6 en 32 placas Petri. Posteriormente se preparé
el estandar 0,5 Mc Farland para inocular en la superficie de la placa con agar sangre con la
suspension estriando con el hisopo en tres direcciones para asegurar una distribucién
uniforme del in6culo. A continuacion, se distribuy6 siete discos uniformemente en cada placa
luego se suministr6 10ul, con una pipeta automatica, los tratamientos respectivos. Las placas
se incubaron en la jarra de anaerobios por 24 y 48 horas, luego se examiné cada placa y se
midi6 los didmetros de los halos de inhibicién usando el calibrador Vernier digital. Se
registro, codifico y clasifico los datos observados en la ficha de recoleccion de datos.

Analisis estadistico

Se utiliz6 la prueba de t para calcular la diferencia entre la media de los promedios de halo de
inhibicién de los diferentes tratamientos. Se emple6 la prueba de DUNCAN entre los grupos
de estudio, para establecer si hay diferencias significativas entre los tiempos y tratamientos.
Se utiliz6 el Analisis de varianza ANDEVA para evaluar si existe diferencia estadisticamente
significativa entre los promedios de halo inhibicién, un valor de p < 0.05 fue considerado
estadisticamente significativo.

RESULTADOS

A las 24 horas el mayor promedio de halo inhibitorio se registrd con el extracto etanolico de
Matricaria chamonilla al 100% con 12.53mm, a las concentraciones del 75% ,50% y 25% se
registr6 un promedio de 10.70mm, 9.43mm y 8.43mm respectivamente. Con el extracto
etanolico de Aloysia triphylla se registraron menores promedios: 11.48mm, 9.96mm,
8.62mm y 7.73mm a las concentraciones del 100%, 75%, 50% y 25% respectivamente (véase
figura 1). Por otro lado, los resultados con las infusiones a las concentraciones del 100%, 75%
,50% y 25% para Matricaria chamonilla fueron: 10.42mm, 9.42mm, 8.48mm, 7.62mm
respectivamente. Correspondientemente para Aloysia triphylla los promedios fueron
menores: 9.35mm, 8.36mm, 7.42mm y 6.80mm (véase figura 2).

Los halos de inhibicién disminuyeron a las 48 horas para todos los tratamientos,
registrandose para el extracto etandlico de Matricaria chamonilla al 100%, 75%, 50% y 25%:
9.78mm, 8.48mm, 8.18mm y 7.62mm respectivamente. Y para Aloysia triphylla: 9.10mm,
8.50mm, 7.66mm y 7.09mm a las concentraciones del 100%, 75%, 50% y 25% (véase figura
3). Con respecto a las infusiones los resultados para Matricaria chamonilla al 100%, 75%,
50% y 25% fueron: 8.61mm, 7.68mm, 7.05mm y 6.38mm respectivamente. Y para Aloysia
triphylla: 7.96mm, 7.32mm, 6.70mm y 6.24mm a las concentraciones del 100%, 75%, 50% y
25% (véase figura 4).
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Las cepas expuestas al control positivo (clorhexidina al 0,12%) mostraron un halo de
inhibicion de 16.49mm a las 24 horas y 16.10mm a las 48 horas. En cuanto al control negativo
(agua destilada) omm tanto a las 24 y 48 horas.

Figura 1. Comparacioén de medias con la prueba estadistica de Duncan del efecto inhibitorio
in vitro de los extractos etanolicos de Aloysia triphylla y Matricaria chamonilla al 25%, 50%.
75% y 100%, sobre Prevotella intermedia, mediante el halo de inhibicion, a las 24 horas.
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Figura 2. Comparacion de medias con la prueba estadistica de Duncan del efecto inhibitorio
in vitro de las infusiones de Aloysia triphylla y Matricaria chamonilla al 25%, 50%. 75% y
100% sobre las cepas de Prevotella intermedia, mediante el halo de inhibicién a las 24 horas.
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Figura 3. Comparacion de medias con la prueba estadistica de Duncan del efecto inhibitorio
in vitro de los extractos etanolicos de Aloysia triphylla y Matricaria chamonilla al 25%, 50%.
75% y 100%, sobre Prevotella intermedia, mediante el halo de inhibicion, a las 48 horas.
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Figura 4. Comparaciéon de medias con la prueba estadistica de Duncan del efecto inhibitorio
in vitro de las infusiones al 25%, 50%. 75% y 100% de Aloysia triphylla y Matricaria
chamonilla sobre las cepas de Prevotella intermedia, mediante el halo de inhibicion a las 48
horas.
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DISCUSION

Las plantas medicinales representan el anico recurso terapéutico disponible para los sectores
mas desfavorecidos. Segtn la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion (FAO), se calcula que las dos terceras partes de la
poblacion mundial, recurren al uso de las plantas medicinales:8.

La presente investigacion evalu6 el efecto inhibitorio del extracto etanoélico e infusion al 25%,

50%, 75% y 100% de Matricaria chamonilla vs Aloysia triphilla sobre Prevotella intermedia,

microorganismo de importancia en los procesos periodontales. Determinandose que los
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tratamientos con extracto etanolico e infusion de Matricaria chamonilla tiene mayor efecto
inhibitorio en relacién a los tratamientos correspondientes de Aloysia triphilla tanto a las 24
como a las 48 horas. El mejor efecto inhibidor se dio con el tratamiento de extracto etandlico
de Matricaria chamonilla al 100% a las 24 horas con un promedio de halo de inhibicion de
12.53mm. Resultados similares, considerada en funcion al diAmetro del halo de inhibicion del
crecimiento del microorganismo, a los reportados por Santamaria (2017) quien concluy6 que
el aceite esencial de manzanilla al 100%, inhibe el crecimiento bacteriano in vitro sobre
Prevotella intermedia, con un halo de inhibicion promedio de 15mm?7. Probablemente
porque para la elaboracion del aceite esencial y el extracto etanolico se utilizaron los capitulos
florales que es la parte principal de Matricaria chamonilla, donde podemos encontrar la
mayoria de sus compuestos quimicos como: cumarinas, acidos fendlicos, lactonas
sequiterpenicas y flavonoides®9. Los cuales tienen actividad antimicrobiana2°. Asi mismo se
concuerda con el estudio realizado por Bharath N, Sowmya NK, Mehta (2017), quienes
concluyeron que el extracto puro de café verde en grano tiene actividad antimicrobiana sobre
Prevotella intermedia?'. Probablemente porque el grano de café contiene acido cafeico,
acidos organicos no volatiles que inhiben el crecimiento de algunos microorganismos
grampositivos y gramnegativos2!, sustancia que también se encuentra en Matricaria
chamonilla *9.En relacion al efecto inhibitorio in vitro con el extracto etanoélico de Aloysia
triphylla al 100%, que tuvo como promedio de halo de inhibicién de 11.48mm, se concuerda
con la investigacion realizada por Reafio (2014) que determiné que el extracto de Aloysia
Triphylla a la concentracion de 10 mg/ml, tiene actividad antibacteriana sobre
Staphylococcus aureus (con 15.11mm de halo de inhibicién)6. Probablemente porque en
ambos estudios se utilizaron las hojas, las cuales segtn las investigaciones son ricas en citral
(geranial y neral) compuesto quimico que tiene la propiedad de ser antibacterial!$. 22.23. En
cuanto al tratamiento con infusiones de Matricaria chamonilla y Aloysia triphylla, los
resultados coinciden con la investigacion de Medina A, Chang D y Elena D. quienes
concluyeron que la infusion de manzanilla al 20% disminuy6 el 84.83% (16,432 UFC) de la
poblacion bacteriana de los pacientes tratados y a su vez elimin6 la placa bacteriana24. Esto
se puede fundamentar por el hecho de que en la manzanilla se han identificado 36
flavonoides?5, asi mismo Aloysia triphylla contiene basicamente flavonoides2¢ los cuales
tienen actividad frente a los microorganismos2°. Comparando el efecto inhibitorio in vitro del
extracto etanolico e infusidon de manzanilla y tiquil tiquil en sus concentraciones de 25%, 50%,
75% y 100%, se observo mayor efectividad a las 24 horas; los resultados coinciden con la
investigacion realizada por Cano y Quispe (2017) quienes concluyeron que la infusiéon de Tara
(Caesalpinia spinosa) in vitro tiene un efecto inhibitorio sobre las cepas de Streptococos
mutans, en sus concentraciones de 50%, 75% y 100% y que los grupos experimentales son
mas efectivos a las 24 horas que a las 48 horas27. Probablemente porque las infusiones se las
puede conservar unas doce horas28. Ademas, que muchos principios activos son termolébiles
y el aumento de la temperatura también puede causar la pérdida de sustancias volatiles29.

Se observo en la presente investigacion, que los resultados con el tratamiento de infusiéon de
manzanilla, fueron diferentes a los reportados por la investigacion de Talavera (2013) que
evalu6 el efecto antibacteriano in vitro de infusion al 2%, 4%, 8% Matricaria chamomilla
sobre Streptococcus mutans cuyos resultados no mostraron efecto antibacteriano in vitrose.
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Probablemente porque los compuestos fendlicos responsables de la actividad antibacteriana
de manzanilla se encuentran presentes, pero no en las concentraciones adecuadas3°. Ademas,
en las infusiones se libera solamente un 10 a 15% del aceite esencial, el cual contiene
azuleno. Asi también con el estudio realizado por Gonzalez (2016) que analiz6 el efecto
antimicrobiano de la infusién de manzanilla sobre el Actinomyces Odontolyticus y el
Actinomyces Viscosus en 4 periodos de tiempo por 24 horas, registrandose medidas de 11y
12 mm a las 6 horas, y medidas de 0 mm a las 12-18-24 horas. Demostrandose asi que la
infusion de manzanilla es efectiva para el control microbiano bucal-dental, y que su uso
preferencial es entre 4 a 6 horas3'. Esta diferencia se puede atribuir a variacion en la
composicion quimica, la cual esta influenciada por las condiciones del medio ambiente donde
se cultiva la planta, por otra parte, difieren en algunos casos las metodologias utilizadas para
determinar la actividad antibacterianas32.

El efecto antiséptico de Matricaria chamonilla es causado por la presencia de derivados
terpénicos como: matricina, camazuleno, a-bisabolol y los 6xidos a y 3 del a-bisabolol9. Y
Aloysia triphylla posee propiedades antibacterianas, por la presencia de neral y
geranial’8.Por el efecto inhibitorio observadas en este estudio de Matricaria chamonilla y
Aloysia triphylla los tratamientos se puede utilizar como coadyuvante para el tratamiento de
la enfermedad periodontal, por tanto, es una alternativa natural como antiséptico oral;
ademas es de facil acceso, por su valor econ6mico, en las distintas comunidades del pais.

CONCLUSIONES

Todos los tratamientos tienen efecto inhibitorio in vitro sobre Prevotella intermedia, a mayor
concentracion del tratamiento, mayor efectividad. Y el efecto inhibitorio de todos los
tratamientos disminuye a las 48 horas.

El extracto etandlico de Matricaria chamonilla tiene mayor efecto inhibitorio, sobre las cepas
de Prevotella intermedia, que el extracto de Aloysia triphylla a las 24 y 48 horas.

Las infusiones de Matricaria chamonilla tienen mayor efecto inhibitorio, sobre las cepas de
Prevotella intermedia, que las infusiones de Aloysia triphylla a las 24 y 48 horas.
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