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RESUMEN

La generacion de microorganismos resistentes a antimicrobianos se ha convertido en un
problema de salud publica a nivel mundial y ha establecido un desafio importante para
la comunidad cientifica de todo el mundo. El proceso de resistencia a antimicrobianos
se puede originar por una incorrecta seleccion del medicamento, tratamientos
incompletos, automedicacion e infecciones crénicas o donde participan diferentes tipos

de microorganismos.

El objetivo de nuestro trabajo fue comprobar si aceites esenciales de diversas plantas
(Eucalyptus sp., Melaleuca alternifolia, Rosmarinus officinales y Citrus bergamia)
inhiben el crecimiento de microorganismos patégenos de relevancia médica y

odontoldgica (Escherichia coli, Candida albicans y Streptococcus mutans).

Para lograr nuestro objetivo, obtuvimos los aceites esenciales de Eucalyptus sp. y
Rosmarinus officinalis mediante hidrodestilacion a partir de hojas frescas de las
respectivas plantas, mientras que para Bergamota y Melaleuca se us6 el aceite esencial
comercial. Los microorganismos de estudio fueron: Candida albicans ATCC 40028,
Escherichia coli (Invitrogen Cat. C600003) y Streptococcus mutans ATCC 2517. Las
pruebas de inhibicién del crecimiento se realizaron por triplicado en ocasiones distintas
mediante cultivo en medio liquido y seguimiento del crecimiento de los microorganismos
mediante espectrofotometria de luz visible. Los grupos controles consistieron del
microorganismo Unicamente en el medio de cultivo y a los grupos experimentales se les

adiciono al inicio del experimento el aceite esencial.

Se determinaron las cinéticas de crecimiento de las tres cepas de microorganismos en
condiciones control y las concentraciones minimas inhibitorias los aceites esenciales
para cada microorganismo. Los aceites esenciales de Melaleuca alternifolia,
Rosmarinus officinalis y Citrus Bergamia presentaron el mejor efecto de inhibicién del

crecimiento en los tres microorganismos.

Basandonos en nuestros resultados podemos concluir que el uso de aceites esenciales
puede ser una alternativa terapéutica y profilactica en casos donde los antimicrobianos

clasicos han perdido su efectividad.

Palabras clave: Streptococcus mutans, Escherichia coli, Candida albicans, aceites

esenciales de plantas, inhibicion microbiana.



ABSTRACT

The generation of antimicrobial resistant microorganisms has become a worldwide public
health problem and has established an important scientific challenge. The process of
antimicrobial resistance can be originated by an incorrect selection of the drug,
incomplete treatments, self-medication, chronic infections and infections where different

types of microorganisms participate.

The objective of our work was to demonstrate if essential oils from various plants
(Eucalyptus sp., Melaleuca alternifolia, Rosmarinus officinalis and Citrus bergamia)
inhibit the growth of pathogenic microorganisms with medical and dental relevance
(Escherichia coli, Candida albicans and Streptococcus mutans).

To achieve our objective, we obtained the essential oils of Eucalyptus, Rosmarinus and
Bergamot by hydrodestilation from fresh leaves of the respective plants, while a
commercial oil was used for Melaleuca. Microorganisms in our experiments were:
Candida albicans ATCC 40028, Escherichia coli (Invitrogen Cat. C600003) and
Streptococcus mutans ATCC 2517. Growth inhibition tests were performed by triplicate
on different occasions by liquid culture medium and monitoring the growth of
microorganisms used optical density by visible light spectrophotometry. The control
groups consisted of microorganism only in the culture medium and the essential oil was

added to the experimental groups at the beginning of the experiment.

The growth kinetics of the three strains under control conditions and the minimum
inhibitory concentrations for essential oils were determined. The essential oils of
Melaleuca, Rosmarinus and C. bergamia had the best growth inhibition effect in the

three microorganisms.

Based on our results we can conclude that the use of essential oils can be a therapeutic
and prophylactic alternative in cases where classic antimicrobials have lost their

effectiveness.

Key words: Streptococcus mutans, Escherichia coli, Candida albicans, essential oils,

microorganisms inhibition.



1. INTRODUCCION

1.1.Resistencia antimicrobiana

La generacion de microorganismos resistentes a antimicrobianos se ha convertido
en un desafio importante para la comunidad cientifica de todo el mundo. Motivada
por la gravedad de tal situacion, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) llevé
a cabo la publicacion del informe Resistencia a los antimicrobianos: Vigilancia de
informes globales. Dicho informe describe como la resistencia a los
antimicrobianos desarrollada por los principales microorganismos patdgenos para
el ser humano representa un claro riesgo para la salud en el contexto

internacional.!

En el informe se describen los protocolos de vigilancia y las recomendaciones de
la OMS en el estudio de enfermedades. Ademas, se ha creado una red de
hospitales y laboratorios cuya funcién es proporcionar datos sobre distribucion de
serotipos y antimicrobianos con susceptibilidad hacia diferentes microorganismos,
asi como la informacién epidemiol6gica para estimar la carga de estas

enfermedades y el desarrollo de tratamientos cada vez mas eficientes. !

No solamente se describe en el informe la resistencia creciente ante
enfermedades causadas por bacterias sino también las causadas por hongos
como la candidiasis, aspergilosis, histoplasmosis y dermatofitosis. En algunos
paises, los datos recientes tienen un cambio marcado en los organismos causales
de candidemia hacia especies de Candida sp, que tienen aumento de la
resistencia a los azoles como el fluconazol, el farmaco antimicético estandar de

eleccién en muchos paises y a los antifingicos conocidos como equinocandinas.*

El incremento de la resistencia microbiana por la presion selectiva que representa
la utilizacién de antibidticos a gran escala, sobre todo en los hogares, ha permitido
cepas con mecanismos de resistencia que, en muchas ocasiones, dejan
practicamente sin alternativas de tratamiento, ademas se puede presentar
multirresistencia en gran numero de microorganismos. La resistencia a los

antimicrobianos reduce las posibilidades de tratamiento eficaz de enfermedades,


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/antimicrobial-resistance

prolonga el tiempo de agonia de los enfermos y los obliga a utilizar medicamentos
costosos, ademas de alargar el tiempo de hospitalizacion y aumentar el riesgo de

mortalidad.?

Otros de los factores mas importantes por los que se ha llegado a la alarmante
situacion actual: empleo de antibidticos sin prescripcion médica, tiempo
inapropiado de consumo, incumplimiento de los horarios de administracion e infra
dosificacion. Por otro lado, muchos de nuestros médicos los prescriben
innecesariamente, especialmente en patologias de via aérea superior, de
etiologia viral en la mayoria de los casos o inclusive en cuadros alérgicos. Segun
estudios sobre consumo de antibiéticos, los cuadros de via aérea superior son las

patologias en las que se emplean antibiéticos innecesarios con mayor frecuencia.?

1.1.1.Mecanismos de resistencia

Las bacterias pueden presentar resistencia a los antibioticos como resultado de
mutaciones cromosomales e intercambio de material genético de otras bacterias
o fagos (virus que utilizan bacterias para su desarrollo y reproduccion), a traves

de mecanismos como: 3

1. Transformacion: Transferencia o incorporacién por una bacteria, de ADN

libre extracelular procedente de la lisis de otras bacterias.

2. Transduccion: Transferencia de ADN plasmidico de una bacteria a otra

mediante un bacteriéfago (virus que infecta bacterias).

3. Transposicién: Movimiento de una seccién de ADN (transposon) que puede
contener genes para la resistencia a diferentes antibidticos y otros

genes casettes unidos en equipo para expresion de un promotor en particular.

4. Conjugacion: Intercambio de material genético entre dos bacterias (donante y

receptor), a través de una “hebra” sexual o contacto fisico entre ambas.

La resistencia de los microorganismos puede ser natural o intrinseca y adquirida,
debe ser analizada desde varios puntos de Vvista (farmacocinético,

farmacodinamico, poblacional, molecular y clinico). La resistencia natural o



intrinseca es una propiedad especifica de las bacterias, su aparicién es anterior
al uso de los antibioticos y tiene la caracteristica de ser inherente a una especie
en particular.® La resistencia adquirida es un verdadero cambio en la
composicion genética de la bacteria y constituye un verdadero problema en la
clinica. Existe un fenomeno conocido como tolerancia, considerado como un tipo
de resistencia adquirida, aun cuando el microorganismo siga siendo sensible al

medicamento.3

Los siguientes son los principales mecanismos de resistencia desarrollados por

las bacterias: 3

1.Bombas de flujo o expulsion del antibiotico del interior de la célula
bacteriana: Transporta al antimicrobiano hacia el exterior de la célula sin
modificaciones, pero sin accion antimicrobiana. Para ello, la bacteria
dispone de bombas de expulsion dependientes de energia, que pueden

comportarse como sistemas de eliminacion de uno o varios antibiéticos.

2.Modificacion o inactivacion del antibiotico mediante enzimas
hidroliticas: Es el mecanismo mas comun de resistencia adquirida y esta
determinado en gran medida por la produccion de enzimas que hidrolizan
al antimicrobiano. El ejemplo mas representativo son las betalactamasas,
enzimas que inactivan el antibiético al hidrolizar el anillo betalactamico de
la molécula. Otra clase importante de antibioticos que son destruidos por
enzimas son los aminoglucésidos. Clases de betalactamasas: Clase A
Penicilinasas, Clase B betalactamasas, Clase C Cefalosporinas y Clase D

Oxacilinas.

3.Bloqueo de la penetracion del antibacteriano mediante modificacion
del sitio activo: La alteracion o modificacion del sitio de union del
antimicrobiano se traduce en una pérdida de la afinidad y por ende le
impide ejercer su accion. La modificacibn de un aminoacido genera un
blanco diferente y asi disminuye la afinidad de wunién por el

antimicrobiano. Hay dos tipos de modificacion del sitio activo:



- Modificacion de PBP (penicilin-binding-protein): complejo enzimatico
gue permite la sintesis del peptidoglicano, compuesto de pared celular
de bacterias principalmente Gram positivas, si se produce la mutacion
del sitio de unién al antimicrobiano como los betalactamicos, estos no
pueden actuar y se genera resistencia.

- Modificacion ribosomal: los genes erm A y erm B modifican el sitio
activo del ribosoma mediante metilacion, mecanismo importante en la

resistencia a macrolidos.

4.Alteracién o disminucion de la permeabilidad de la membrana celular
bacteriana: Cambios en el diametro y/o nimero de porinas pueden
bloquear el ingreso del antimicrobiano a la bacteria, de esta manera el
antibiotico no puede penetrar la superficie bacteriana y alcanzar el nucleo
celular, esta es la forma mas frecuente de resistencia natural. Es un
mecanismo importante en las bacterias Gram negativas, pues poseen
canales proteicos denominados porinas que permiten o impiden el paso

de moléculas hidrofébicas.

5.Biopeliculas: Los microorganismos que forman biopeliculas estan
protegidas de la luz ultravioleta, la deshidratacion, la accion de los
antibidticos, los mecanismos de defensa del organismo como la
fagocitosis y otras amenazas ambientales. La resistencia antimicrobiana a
los antibiéticos dentro de la biopelicula se debe a multiples mecanismos,

gue pueden incluso actuar de forma sinérgica.

6.Sobre-expresion del sitio blanco: Este mecanismo solamente se ha
descrito en aislados clinicos de micobacterias. La duplicacién génica a las
mutaciones de los promotores implicados en la transcripcion de estos
genes, son probablemente el mecanismo responsable. La disminucién o
inactivacion del antimicrobiano consiste en una serie de cambios
estructurales y mecanismos desarrollados por las bacterias para evadir la
accion que ejercen sobre ellas los antibiéticos, con lo que disminuyen las

opciones farmacoldgicas para el tratamiento de los pacientes, generando



resultados no satisfactorios en el tratamiento de las enfermedades
infecciosas, y aumentando los dias de hospitalizacion y mortalidad.

1.2. Aceites esenciales de plantas y sus componentes

Ante la problemética de resistencia antimicrobiana, se han propuesto algunas
alternativas prometedoras como son los aceites esenciales (EO) de diversas
plantas que pueden ser usadas como antimicrobianos. Dichos aceites tienen un
gran potencial para aumentar la eficacia de la terapia antifungica / antibacteriana
proporcionando un amplio rango de accién.* Muchas plantas tienen propiedades
antimicrobianas que estan relacionadas por sus componentes quimicos entre los
gue se incluyen: alcaloides, terpenos, polisacaridos, ésteres, cetonas y

quinonas.*

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles
producidos por plantas aromaticas y extraidas por destilacion o presion. Se
conocen mas de 3000 aceites esenciales, de los cuales aproximadamente 300
son comercialmente relevantes como perfumes, cosmeéticos, productos de
limpieza, alimentos y productos farmacéuticos.®

Un progreso notable en el desarrollo de métodos analiticos ha contribuido a
una caracterizacion precisa y mas confiable de los aceites esenciales. Los
compuestos volatiles de origen terpenoide, principalmente monoterpenos y
sesquiterpenos, se han identificado como hidrocarburos y sus derivados
oxigenados en forma de alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, éteres,
peréxidos y fenoles. Ademas, también estan presentes compuestos no
terpenoides, a saber: fenilpropanoides, acidos grasos y sus ésteres y mas
raramente, compuestos que contienen nitrégeno y azufre. Numerosos
parametros (factores fisiol6gicos, ambientales y genéticos) influyen en la

composicion del aceite esencial.®



1.2.1.Melaleuca alternifolia

La Melaleuca alternifolia pertenece a la familia Myrtaceae, esta planta se describe
como una especie de matorral y se puede encontrar principalmente en
Sudamérica, el oeste de India y Australia. 4 En Australia esta planta es conocida
como arbol de té (Tea Tree Oil “TTO”) y se ha utilizado ampliamente en la
medicina popular por los aborigenes. Algunas actividades biolégicas de M.

alternifolia incluyen accién antibacteriana, antiviral y antifingica.*

TTO esta compuesto de hidrocarburos terpénicos, principalmente monoterpenos,
sesquiterpenos y sus alcoholes asociados.® Se han examinado muestras de TTO
por cromatografia de gases y espectrometria de masas-cromatografia de gases,
dando como resultado aproximadamente 100 componentes con concentraciones

diferentes. &

Su aceite esencial se puede obtener a partir de la hidrodestilacion de sus hojas y
la composicion quimica varia segun el método de la extraccion y la region del
cultivo.* En general este aceite es una mezcla compleja de monoterpenos y
terpenoides (50% oxigenados y 50% de hidrocarburos) y aproximadamente otras
100 sustancias.* Entre estas sustancias, el terpinen-4-ol es el compuesto primario
y esta reportado como el ingrediente activo responsable de las propiedades

terapéuticas antimicrobianas.

1.2.2.Eucalyptus sp.

Otra planta que ha demostrado accion biolégica antimicrobiana es el eucalipto
(Eucalyptus). Su aceite esencial posee un amplio espectro antimicrobiano,
fungicida, herbicidas, acaricida y nematicida.’

Se puede obtener de varias partes diferentes de la planta, sin embargo, la mayor

concentracion de aceite esencial de Eucalyptus se ha encontrado en las hojas.’

Los compuestos dominantes en el aceite incluyen a los terpenos 1,8-cineol,
limoneno, p-cimeno, y-—terpineno, o-—pineno, o—terpineol, canfeno, linalol vy

ocimeno.’ La acciéon antimicrobiana de este aceite es bien conocida y se ha



reportado que extractos de Eucalyptus como E. citriodora, E. globulus y E.
staigeriana tienen una accion antimicrobiana clara contra muchos tipos de

microorganismos patgenos.’

El eucalipto corresponde a uno de los principales géneros de la familia Myrtaceae,
nativo de Australia y cultivado en todo el mundo. Los eucaliptos tienen hojas
perennes que son olorosas debido a la presencia de aceites esenciales que se
producen y almacenan en las células secretoras. Estos aceites son aromaticos,
picantes e incoloras o de color amarillo péalido, aunque hay estudios que han

informado que el color es parduzco o verdoso.®
1.2.3.Citrus bergamia

La Bergamota es una planta perteneciente a la familia Rutaceae, definida como
un hibrido de naranja amarga y limén. Es una planta endémica de la region de
Calabria (Italia). La fruta de bergamota se usa principalmente para la extraccion
de su aceite esencial (aceite esencial de bergamota: BEO) que se obtienen

raspando y presionando en frio la cascara de la fruta.®

BEO contiene varias moléculas bioactivas con posibles beneficios para la
salud. Se compone de una fraccidn volatil (93—-96% del total) y no volatil (4-7%
del total).® El primero esta representado principalmente por los hidrocarburos
monoterpenos y sesquiterpénicos, y sus derivados oxigenados, junto con
aldehidos alifaticos, alcoholes y ésteres. Incluyen monoterpeno limoneno (25—
53%) y grandes cantidades de compuestos oxigenados, como linalool (2—20%),
acetato de linalilo (15-40%), y-terpinene y B-pineno. La fraccion no volatil (4—7%
del total) contiene pigmentos, ceras, cumarinas y psoralenos (como 5-
metoxipsoraleno, también conocido como bergapten o 5-MOP, contenidos en

aproximadamente 0.2%), asi como bergamottina ([5-geraniloxipsoraleno]) °
1.2.4.Rosmarinus officinalis

La planta Rosmarinus officinalis “Romero” pertenece a la familia Lamiaceae esta
planta también es ampliamente utilizada por las poblaciones indigenas, donde
crece de forma silvestre, en paises de clima templado de la region mediterranea,

como Portugal. Varios estudios informan la presencia de una amplia variedad de



compuestos como terpenos, iridoides, flavonoides y compuestos fendlicos en

estas plantas.*?

La familia Lamiaceae incluye especies de plantas que contienen grandes
cantidades de acidos fendlicos, como el acido rosmarinico, que tienen
propiedades antibacterianas, antivirales, antioxidantes y antiinflamatorias. Los
métodos de extraccion se aplican a las porciones mas activas de la planta
(hojas, raices, tallos o flores). 1°

Los principales componentes del aceite esencial de romero son alcanfor (5.0—
21%), 1,8-cineol (15-55%), a-pineno (9.0-26%), borneol (1.5-5.0%), canfeno
(2.5 —12%), B-pineno (2.0-9.0%) y limoneno (1.5-5.0%) en proporciones que
varian segun la etapa vegetativa y las condiciones bioclimaticas.'° Los métodos
de extraccion mas utilizados para obtener los compuestos bioactivos de R.
officinalis son maceracion, hidrodestilacion, destilacion y Soxhlet por extraccion

de fluidosupercritico.*°

1.3. Microorganismos de importancia meédica y odontoldgica

(Candida albicans, Streptococcus mutans y Escherichia coli)

1.3.1.Candida albicans

Se encuentra entre las especies de hongos mas prevalentes de la microbiota
humana y coloniza asintoméaticamente a individuos sanos, sin embargo también
es un patdégeno oportunista que puede causar infecciones graves y en ocasiones
fatales.!* El impacto médico de C. albicans generalmente depende de su
capacidad para formar biopeliculas, que son comunidades muy compactas de
células que se adhieren a las superficies, como tejidos y dispositivos médicos
implantados. Las biopeliculas de C. albicans estan altamente estructuradas,
contienen células en forma de levadura, células pseudohifas y células hifales

rodeadas por una matriz extracelular.?

C. albicans es altamente polimorfo, su flexibilidad fenotipica es un importante
factor de virulencia que ayuda en su invasion de los tejidos. La diseminacion de

todo el hospedero y la supervivencia también ayuda a modular la respuesta



inmunitaria del huésped y contrarrestar la vigilancia inmunitaria. Estos
microorganismos son flexibles metabdlicamente y pueden utilizar diferentes
fuentes de nutrientes.!! La formacion de biopeliculas de C. albicans se ha dividido

en cuatro etapas principales: adherencia, proliferacion, maduracién y dispersién. 1!

Algunos antimicrobianos utilizados para el tratamiento de infecciones micéticas
por C. albicans son miconazol y clotrimazol (t6picos) y ketoconazol, itraconazol,
fluconazol y variconazol (sistémicos).'? El fluconazol (FCZ), por sus ventajas
farmacocinéticas en relacion con su posologia, asi como su disponibilidad en el
mercado y su facil uso tan generalizado se ha desarrollado en estas levaduras el
riesgo potencial de resistencia principalmente en paises con condiciones de
extrema pobreza.’* En México, aunque no se han cuantificado los casos de
resistencia en hospitales de atencion general y de especialidades, se ha
observado un incremento importante en el nimero de pacientes con micosis que

no responden a los tratamientos.*?

Los derivados triazolicos como este antimicrobiano inhiben de forma selectiva le
enzima 14 a esterol demetilasa en la sintesis del ergosterol, que es dependiente
del citocromo p450. La deplecion del ergosterol, en conjunto con la acumulacion
de compuestos intermedios en la sintesis de este, conlleva a una pérdida de la

funcionalidad de la membrana plasmatica.'3

En el caso de los azoles los posibles mecanismos que generan resistencia son: la
modificacion del enzima blanco y la incapacidad de alcanzar concentraciones

adecuadas en el sitio de accion por la presencia de barreras de permeabilidad. 3

En las especies de Candida sp. y en muchos otros hongos, el gen ERG11 se
encarga de la sintesis de la Erg11p o la enzima 14 a demetilasa indispensable
para la sintesis del ergosterol.'® La resistencia a los azoles se ha descrito como
una disminucion de la expresion de dicha enzima o la presencia de mutaciones
especificas que la afectan en su estructura o funcién; y puede ser inducida por

regulacion negativa de su sintesis tras la exposicion prolongada al fluconazol. 2



1.3.2.Streptococcus mutans

Aunque no ha generado resistencia antimicrobiana ya que no hay un tratamiento
especifico que lo inhiba, lo mencionaremos por su gran relevancia en odontologia

y la oportunidad de descubrir su uso como un mecanismo profilactico.

Es un microorganismo Gram positivo, dispuesto en cadena, no movil, productor
rapido de acido lactico con capacidad de cambiar un medio pH 7 a pH 4.2 en 24
horas aproximadamente. Es un fermentador de glucosa, lactosa, rafinosa, manitol,
inulina y salicina con la produccion de &cido. Su habitat natural es la boca humana
y es capaz de adherirse a superficies, establecer uniones con otros estreptococos

y con bacterias de otras especies.

En el caso del Streptococcus mutans, los factores de virulencia mas involucrados

en la produccion de caries son:

1. Acidogenicidad: el estreptococo puede fermentar los azucares de la dieta para
originar principalmente acido lactico como producto final del metabolismo. Esto
hace que baje el pH y se desmineralice el esmalte dental.'®
Aciduricidad: Es la capacidad de producir &cido en un medio con pH bajo.*®

3. Acidofilicidad: S. mutans puede resistir la acidéz del medio bombeando
protones (H +) fuera de la célula.®®

4. Sintesis de glucanos y fructanos: por medio de enzimas como glucosil y
fructosiltransferasas (GTF y FTF), se producen los polimeros glucano y
fructano, a partir de la sacarosa. Los glucanos insolubles pueden ayudar a la
bacteria a adherirse al diente y ser usados como reserva de nutrientes.*® Las
glucosiltransferasas catalizan la hidrdlisis de dos moléculas de sacarosa en
sus monosacaridos constituyentes: la alfa-D-glucosa y la beta-D-fructuosa. Las
moléculas de glucosa resultantes, son polimerizadas por enlaces alfa (1-6),
alfa (1-4) o alfa (1-3) y forman los glucanos extracelulares bacterianos y se

liberan dos moléculas de fructuosa.®

De acuerdo con las caracteristicas de solubilidad de su producto, las

glucosiltransferasas se clasifican en:



e GTF-S, las que sintetizan el dextrano, un glucano que posee
predominantemente uniones lineales alfa (1-6), es soluble en agua y de
aspecto globular.

e GTF-l, sintetiza un glucano insoluble y fibrilar con predominio de

uniones alfa (1-3) y la GTF-SI, sintetiza ambos tipos de glucanos.!®

El S mutans secreta los tres tipos de glucosiltransferasas. Al producto de la GTF-
| y la GTF-SI, con predominio alfa (1-3), se le denomina mutano. Su insolubilidad
en agua, viscosidad y aspecto fibrilar, lo involucra en los fendmenos de
adherencia, agregacion y acumulacién bacteriana en la placa dental. De esta
manera la capacidad de producir mutano, esta involucrada en su actividad

cariogénica®®
5. Produccion de dextranasa.

Las Dbacterias tienen la posibilidad de sintetizar y liberar enzimas
glucanohidrolasas, como la dextranasa y la mutanasa. Estas se disponen en la
superficie de las células bacterianas en contacto con el glucano, lo hidrolizan y

facilitan asi el paso de los productos de la hidrélisis hacia el interior de esta.'®

Por tanto, los glucanos extracelulares pueden ser utilizados por las bacterias
como fuente de energia. Ademas de movilizar reservas de energia, esta enzima
puede regular la actividad de las glucosiltranferasas removiendo productos

finales de glucano.®®

1.3.3.Escherichia coli

Escherichia coli se clasifica como una bacteria Gram negativa en forma de bastén
en la familia Enterobacteriaceae. La bacteria habita principalmente en el tracto
intestinal inferior de animales de sangre caliente, incluidos los humanos, y a
menudo se descarga al medio ambiente a través de heces o efluentes de aguas

residuales.16

La presencia de E. coli en aguas ambientales ha sido considerada durante mucho

tiempo como un indicador de la reciente contaminaciéon fecal. Sin embargo,



numerosos estudios recientes han informado que algunas cepas
especificas pueden sobrevivir durante largos periodos de tiempo y potencialmente

reproducirse en entornos extraintestinales.'6

E. coli es un microrganismo responsable de infecciones en humanos y animales,
cuya variabilidad genética le permite crecer en diversos nichos ecolégicos. Es
reconocida como una de las causas bacterianas mas frecuentes de infecciones,
enfermedades diarreicas transmitidas por alimentos e infecciones
extraintestinales.!’ Es una de las especies bacterianas mas versatiles y la
diversidad de sus estilos de vida se logra a través de un alto grado de plasticidad
genomica, a través de la pérdida, ganancia o transferencia de genes. En los
ultimos afos ha existido un niamero creciente de informes sobre la adquisicion de

resistencia a los antimicrobianos.’

Dado que esta bacteria reside en los intestinos de los animales de sangre
caliente, esta sujeto a frecuentes encuentros con antibidticos lo que le
proporciona una alta presion de seleccion que conduce a la resistencia contra los
antibidticos consumidos por su huésped.’® Los grupos filogenéticos exhiben
diferentes niveles de resistencia a los antibioticos, independientemente de la
adquisicion de resistencia, lo que indica que el fondo genético de E. coli también

afecta su patrén de resistencia a los antibiéticos. 16

Los ambientes naturales, tales como agua, los suelos y plantas de tratamiento de
aguas residuales, se han considerado para ser reactores bacterianos genéticos,
en el que los intercambios genéticos activos se producen rutinariamente entre
diferentes bacterias, similar a la que se producen en el intestino. 1 Los genes que
codifican la resistencia a los antibioticos se asocian frecuentemente con
elementos genéticos moviles, como plasmidos y transposones, que pueden

intercambiarse entre bacterias que pertenecen a diferentes linajes filogenéticos.®

La afectacion de esta bacteria en vias urinarias permitié obtener resultados en un
estudio al respecto de su resistencia ante algunos tratamientos. E. coli ha sido la
bacteria mas frecuentemente aislada durante estos afios, suponiendo el 61,08%

del total de urocultivos positivos enviados desde atencién primaria.*® De forma
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global, ha habido un aumento de la resistencia de los aislamientos de E. coli a
todos los antimicrobianos estudiados. Aun asi, la resistencia se ha mantenido por
debajo del 4% frente a fosfomicina y nitrofurantoina y por debajo del 10% en

cefalosporinas de segunda y tercera generacion.!®

La resistencia frente a amoxicilina-clavulanico ha ido aumentando en estos afios
hasta alcanzar el 21,5% en 2013, siendo este antibiético el Unico que ha
presentado un incremento estadisticamente significativo. Los maximos niveles de
resistencia (superior al 30%) se encontraron en los antibiéticos administrados via
oral y frecuentemente indicados en infecciones urinarias no complicadas:

trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacino y ampicilina.*®



2. ANTECEDENTES

2.1.Hallazgos sobre Melaleuca alternifolia

Segun Calo et al. (2015), la actividad antimicrobiana de los terpenos del TTO se
asocia con la hidrofobicidad en la que los terpenos interactian con los lipidos de
la membrana celular del microorganismo, cambiando la permeabilidad de la
membrana'® Los principales resultados de la permeabilidad de la membrana es la
modificacién de la fuerza motriz protdénica, que conduce a un déficit en la
produccién de energia celular causada por la disminucién en la generacion de
Adenosin Trifosfato (ATP) vy lisis celulares debido a fugas o coagulacion del

citoplasma.?%21

Segun Pachava et al (2015), usando TTO al 15% incluido en material de rebase
suave para dentadura durante el mezclado del mismo, disminuyo de manera
significativa el crecimiento de C. albicans a los dias 1, 30 y 60 empleando cultivos

de agar dextrosa y mediciones de halos de inhibicién.??

Sharma y Hegde (2014) En su estudio in vitro buscdé comparar la actividad
antifangica del aceite de Melaleuca alternifolia y el fluconazol mezclado con un
acondicionador de tejidos. Al probar varias concentraciones de fluconazol y aceite
de Melaleuca en Visco-gel, se determiné la concentracidon minima mas efectiva de
cada agente antifungico contra Candida albicans. La concentracidon minima mas
efectiva de fluconazol en Visco-gel, fue del 5%, tomando el resultado con
mediciones a las 24 horas y el dia 7, mientras se realizaba el monitoreo todos los
dias. Del mismo modo, se encontro la concentracion minima mas efectiva de

aceite de Melaleuca en Visco-gel del 30%. 3

Se concluy6 que el treinta por ciento de aceite de Melaleuca era el mas efectivo (p
<0.001), superior al 5% de fluconazol en Visco-gel, ya que conservé una actividad
antifangica sustancial, el fluconazol perdié su efecto completamente como lo
demostré el nuevo crecimiento de C. albicans en el dia 7, mientras que el aceite

de Melaleuca habia retenido su accién antifungica.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/hydrophobicity
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/proton-motive-force
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lysis

2.2. Hallazgos sobre Eucaliptus sp.

Un trabajo de investigacion realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Altiplano (UNAP)
durante los meses de diciembre a abril del 2017, determiné el efecto inhibitorio del
aceite esencial del Eucalyptus globulus sobre Streptococcus mutans y el hongo
Candida albicans. Por lo que se compar6 el efecto inhibidor en diferentes
concentraciones de 25%, 50%,75% y 100% respectivamente.?*

El resultado obtenido fue que el aceite esencial tiene actividad inhibitoria para
Streptococcus mutans con un promedio de halo de inhibicion 11.85 mm para una
concentracion del 25%, 13.3 mm para una concentracion del 50%,13.97 mm para
una concentracion del 75% y 15.54 mm para una concentracion del 100%. La
actividad antifungica para Candida albicans se dio con un promedio de 9.34 mm
para una concentracion del 25%,10.41 mm para una concentracion del 50%,11.39
mm para una concentracion del 75% y 12.45 mm para una concentracion del
100%.%*

Esto demuestra que a mayor concentracion existe un mayor halo inhibitorio, por lo
gue el aceite esencial del Eucalyptus globulus presenta efecto inhibitorio sobre la
cepa de la bacteria Streptococcus mutans y la levadura Candida albicans de
modo que puede ser usado como un agente en el control de la caries dental y

candidiasis oral.?*
2.3. Hallazgos sobre Citrus bergamia

Se ha informado que el aceite esencial de bergamota (BEO) tiene actividad
antibacteriana y antifangica contra Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Listeria

monocytogenes y Staphylococcus aureus.®

La actividad in vitro de BEO contra especies de Candida sugiere el papel
potencial de BEO en el tratamiento tépico de las infecciones por Candida.
Ademas, se ha investigado la efectividad in vitro del aceite y los vapores de

bergamota y sus componentes contra los patégenos comunes transmitidos por los



alimentos, y se ha revelado que el linalool es el componente antibacteriano mas

efectivo.®

En otra investigacion donde el objetivo fue evaluar las propiedades
antimicrobianas de las fracciones de bergamota ricas en flavonoides e investigar
la influencia de la desglicosilacion enzimatica en su actividad antibacteriana
contra bacterias Gram negativas, bacterias Gram positivas y levaduras, se
crearon cuatro fracciones liquidas para cada fraccionamiento etandlico secuencial
de la cascara con dos alcohol etilico (EtOH) al 70% v / v seguido de dos EtOH al
100% v / v las extracciones se denominaron 70 E1, 70 E2, 100 E1 y 100 E2.

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de las fracciones de bergamota
(70 E1, 70 E2, 100 E1 y 100 E2) y los compuestos flavonoides puros se
determinaron utilizando una Bioscreen C (Labsystems, Helsinki, Finlandia). Los
organismos de prueba se cultivaron durante 16 h en medios apropiados y la
densidad optica a 600 nm (OD eo0) Se ajustd a 0, por dilucion en medios
frescos.’? Todos los ensayos se realizaron por duplicado y el crecimiento en
presencia de etanol actu6 como control. Para mejorar potencialmente la actividad
antimicrobiana, la fraccion 70 E1 (0,5 g) se incub6 con 10 U de actividad
equivalente de poligalacturonasa (PGasa) de la pectinasa 62L, durante 2 h en una
incubadora con agitacion (37 ° C, 100 rev min 1) en un volumen final de 50 ml. La

actividad de PGasa se determiné contra 1% (p / v) de pectina de piel de naranja.®

Los resultados de los controles negativos que contienen etanol (maximo 1% v / v)
indican la ausencia total de inhibicion de todas las cepas analizadas. Escherichia
coli fue la cepa mas sensible (inhibicion completa lograda con una concentracion
de 200 g ml 100 E1). Como se esperaba, las propiedades antimicrobianas
de 70 E1 aumentaron después del tratamiento con pectinasa 62L debido a la
conversion de glucoésidos flavonoides en sus aglicones mas lipofilicos vy

biol6gicamente activos. °
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2.4. Hallazgos sobre Rosmarinus officinalis

Se reportdé un estudio donde se evaluaron las actividades biolégicas de su
extracto como el efecto antimicrobiano sobre las biopelulas mono vy
polimicrobianas, la citotoxicidad, la capacidad antiinflamatoria y la genotoxiciad.
Las biopeliculas monomicrobianas de Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans y Pseudomonas aeruginosa y las
biopeliculas polimicrobianas compuestas de C. albicans con cada bacteria, se
formaron en microplacas durante 48 hrs, se expusieron durante 5 min a R.
officinalis extracto (200 mg / ml). Los datos fueron analizados por la prueba
ANOVA. Se observaron reducciones significativas en las unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC / ml) en todas las biopeliculas. Con respecto a las
células, se observd que las concentraciones < 50 mg / ml proporcionaron una
viabilidad celular superior al 50%. La produccién de citocinas proinflamatorias en
los grupos tratados fue similar o inferior en comparacién con el grupo control. Se
demostré que el extracto de R. officinalis era efectivo en biopeliculas mono y
polimicrobianas; también proporcioné una viabilidad celular superior al 50% (a <

50 mg / ml), mostro efecto antiinflamatorio y no fue genotéxico.?®

El extracto de Rosmarinus officinalis contribuyé efectivamente al control
in vitro de especies importantes de microorganismos como Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutansy
Pseudomonas aeruginosa en biopeliculas mono y polimicrobianos que son
responsables de varias infecciones en la cavidad oral como en otras regiones del
cuerpo.Ademas, esteextracto promovid también la viabilidad celular por encima
del 50% a concentraciones < 50 mg / ml, excelente efecto antiinflamatorio, que
muestra inhibicion o reduccion de la sintesis de citocinas proinflamatorias, siendo
ademas no genotoxico para las lineas celulares estudiadas. Por lo tanto, este
extracto puede ser un agente terapéutico prometedor que se puede agregar en
algunas formulaciones médicas y dentales, como pastas dentales, enjuagues
bucales, irrigacion de conductos radiculares, unguentos, jabones, para controlar
microorganismos patdégenos y biopeliculas, con efecto antiinflamatorio y ausencia

de efectos citotéxicos y genotdxicos.?®



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La generacion de microorganismos patdgenos que han desarrollado resistencia a
los antimicrobianos se ha convertido en un problema de salud publica a nivel
mundial. La Organizacion Mundial de Salud se ha pronunciado sobre este
problema y estima que la salud de millones de personas en todo el mundo se va a

ver comprometida por no contar con tratamientos antimicrobianos efectivos.

Para contrarrestar dicha problemética, constantemente se desarrollan nuevas
generaciones de tratamientos antimicrobianos de disefio quimico. Su proceso de
desarrollo conlleva la inversién de altas sumas de dinero, tiempo y eventualmente,
por el mal uso de estos se generaran nuevas cepas de microorganismos

resistentes.

Analizando el conjunto de todos los antecedentes, se hace notar la importancia
para la salud que multiples especies de microorganismos, causantes de
patologias en el humano, han desarrollado resistencia a los antimicrobianos de
primera eleccion. Por lo tanto, es de interés la investigacion de aceites esenciales
de plantas que han demostrado accion antimicrobiana y que pueden ser

empleados para el control de microorganismos de interés médico y odontologico.

4. JUSTIFICACION

La creciente problematica encontrada en diversas investigaciones acerca de la
resistencia de microorganismos ante las terapias antimicrobianas convencionales
y su riesgo a la salud global, nos lleva a la necesidad de buscar alternativas que
sean novedosas, de facil obtencién, econémicas y principalmente efectivas para
combatir las infecciones que ya no han podido ser controladas por medicamentos
convencionales. La alternativa que consideramos en este trabajo son aceites
esenciales extraidos de plantas: Eucalyptus sp, Melaleuca alternifolia, Citrus
bergamia y Rosmarinus officinalis ya que han demostrado una accion efectiva
contra diversas especies de microorganismos, siendo de nuestro interés principal
probar su efectividad contra microorganismos de interés médico y odontolégico

como Candida albicans, Streptococcus mutans y Escherichia coli. Nuestros



resultados pueden derivar en el planteamiento de alternativas efectivas para el
control de dichos microorganismos que ayuden en el tratamiento de infecciones
complejas o servir como profilacticos naturales que eventualmente no permitan el

desarrollo de resistencia a antimicrobianos convencionales.

5. HIPOTESIS

Los aceites esenciales de Eucalypto, Melaleuca alternifolia, Citrus bergamia y
Rosmarinus officinalis inhiben el crecimiento de Escherichia coli, Streptococcus

mutans y Candida albicans in vitro.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

e Determinar si los aceites esenciales de Eucalypto, Melaleuca
alternifolia,Citrus bergamia y Rosmarinus officinalis inhiben el crecimiento

in vitro de Candida albicans, Streptococcus mutans y Escherichia coli.

6.2. Objetivos especificos

e Extraer mediante hidrodestilacion el aceite esencial de Eucalypto sp. y
Rosmarinus officinalis a partir de hojas frescas de las respectivas plantas.

e Obtener los aceites esenciales comerciales de origen organico de Citrus
bergamia y Melaleuca alternifolia.

e Realizar las cinéticas de crecimiento de los microorganismos Escherichia
coli, Streptococcus mutans y Candida albicans mediante
espectrofotometria de luz visible

e Utilizar dos concentraciones (0.2% y 0.5%) de los aceites esenciales en los

cultivos de microorganismos y comparar su efecto inhibitorio.



7. MATERIALES

7.1.Recursos materiales para el cultivo de microorganismos
Matraz Erlenmeyer de diferentes voliumenes
Incubadora orbital con control de temperatura
Tubos Falcon de 15 y 50 ml
Tubos Eppendorf de 1.5 ml
Autoclave
Micropipetas 10 ul, 20 ul y 200 ul
Campana de flujo laminar
Medio Luria Bertani
Medio Dextrosa Sabouraud

Medio Soya tripticasa

7.2. Recursos para la extraccion de aceites esenciales
Equipo de destilacion por arrastre de vapor con serpentin refrigerado
Mechero de gas
Matraz Kitasato
Bomba peristaltica
Microcentrifuga
Micropipetas
Embolo de separacion

Tubos Eppendorf de 1.5ml

7.3. Recursos para las pruebas de inhibicion microbiana
Espectrofotometro de luz visible Du 640 (Beckman)
Celdas para espectrofotometro de 1cm de paso 6ptico
Agua bidestilada y medios de cultivo estériles
Aceites esenciales de Romero y Eucalipto (obtencion en el laboratorio), de
Bergamota marca Avant aromatherapy (México) y Arbol de té marca

Aromaterapia Esencial S.A de C.V.



Recursos humanos:

Tutor de tesis.
Tesista calibrada para el uso de los equipos de laboratorio y pruebas

microbiolégicas



8. DESARROLLO EXPERIMENTAL

8.1. Extraccién de los aceites esenciales

Se seleccionaron 600 gramos de biomasa (hojas frescas de la planta, sin ramas)
y se lavaron con agua purificada para eliminar polvo y contaminantes
macroscopicos. En el Laboratorio de Biologia Periodontal de la Facultad de
Odontologia (Division de estudios de Posgrado e Investigacidn) la biomasa se
colocé en un matraz Kitasato de 1000 ml y se adicionaron 250 ml de agua
bidestilada estéril. EI matraz se conectdé a un sistema de hidrodestilacion por
arrastre de vapor de serpentin con camisa externa de refrigeracion por agua fria
proporcionado por una bomba peristéltica a un flujo constante de 10 ml por

minuto.

La biomasa se mantuvo a 90°C usando un mechero de gas durante 45 minutos y
el hidrodestilado se almacend en un tubo Falcon de 50 ml a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Transcurrido este periodo de tiempo se separo el
aceite esencial con el uso de una micropipeta tomandolo de la parte superior del
hidrodestilado del tubo Falcon.

Los aceites se almacenaron en tubos Eppendorf en obscuridad y en un lugar

fresco hasta el momento de su uso.

8.2.Cultivo de los Microorganismos

Escherichia coli BL21 DES.

La cepa fue obtenida de Invitrogen (Cat. C600003, Carlsbad US). Se realizé un
cultivo inicial de 20 ml en medio Luria Bertani, el cual se mantuvo en agitacién a
200 rpm a 37°C. Después de una noche de crecimiento del cultivo inicial se
colectaron las células por centrifugacion a 7,500 rpm durante 20 minutos para
separar la biomasa y esta se resuspendié en medio LB estéril para obtener un
stock del microorganismo a una densidad Optica de 1 a 600nm. Las células se

conservaron en glicerol a -80°C hasta su uso.



Candida albicans ATTC 40028

La cepa fue donada por el Area de Investigacion en Virologia y Micologia del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). Se realiz6 un cultivo
inicial de 20 ml en medio caldo dextrosa Sabouraud (CDS). Después de una
noche de crecimiento del cultivo inicial se colectaron las células a 7,500 rpm
para separar la biomasa y fueron resuspendidas en medio CDS estéril para
obtener un stock del microorganismo a una densidad 6ptica de 1 a 600nm. Las

células se conservaron en glicerol a -80°C hasta su uso.

Streptococcus mutans ATCC 2517

Se realiz6 un cultivo inicial de 20 ml en medio caldo de soya tripticasa y después
de una noche de crecimiento del cultivo en agitacion, este se centrifugo a 7,500
rpm para separar la biomasa y se resuspendio en caldo de soya tripticasa (CST)
estéril para obtener un stock del microorganismo a una densidad de 1 a 600nm.

Las células se conservaron en glicerol a -80°C hasta su uso.

8.3. Procedimiento general del ensayo para el control positivo

Se prepararon y esterilizaron los medios de cultivo para cada microorganismo
(LB para E. coli, CDS para C. albicans y CST para S. mutans). Con los medios
listos y bajo condiciones estériles se agregaron 10 ml en tubos Falcén estériles
de 15 ml.

De cada stock de microorganismo previamente homogenizado se agregaron 10
ul a los 10 ml de medio respectivo y en los tubos de E. coli y S. mutans se
agregaron 100 pg/ml de ampicilina mientras que en el tubo con C. albicans se
agregaron 30ug /ml de fluconazol. En este momento se tomo la lectura inicial en
el espectrofotdmetro (tiempo cero). Los tubos con los cultivos permanecieron a
37°C en agitacion constante de 230 rpm durante 24 hrs. Cada hora durante 6 hrs
y después a las 8, 20, 22 y 24 hrs, se tomd una muestra de cada cultivo para

obtener su densidad Optica con el espectrofotometro.



8.4. Procedimiento general del ensayo de inhibicion de

microorganismos

Se prepararon y esterilizaron los medios de cultivo para cada microorganismo
(LB para E. coli, CDS para C. albicans y CST para S. mutans). Con los medios
listos y bajo condiciones estériles se agregaron 10 ml en tubos Falcon estériles
de 15ml.

De cada stock de microorganismo previamente homogenizado se agregaron 10
ul a los 10 ml de medio respectivo y el volumen deseado de aceite esencial. En
este momento se tomo la lectura inicial en el espectrofotdmetro (tiempo cero).
Los tubos con los cultivos permanecieron en incubacion a 37°C en agitacion
constante a 230rpm durante 24 horas. Cada hora durante 6 hrs y después a las
8, 20, 22 y 24 hrs, se tomd una muestra de cada cultivo para obtener su
densidad ¢ptica con el espectrofotometro.

Como control de crecimiento se utilizaron los tubos con medio y el inoculo de
cada microorganismo sin la adicion de aceites, estos cultivos se utilizaron para
determinar las cinéticas de crecimiento de los microorganismos de estudio. Se
tomaron mediciones con el espectrofotdmetro cada hora durante 6 horas y a las
8, 20, 22 y 24 hrs, usando las mismas condiciones de crecimiento antes

sefaladas.

Los grupos experimentales consistieron en tubos Falcon con 10 ml de medio
estéril mas 10 pl del stock del respectivo microorganismo mas 20 o 50 ul de
aceite esencial (concentracion final 0.2 y 0.5% respectivamente). Se tomaron
lecturas con espectrofotometro en los mismos tiempos que los grupos control y

bajo las mismas condiciones de crecimiento que los grupos control.



8.5.Formacion de grupos de estudio

En un tubo falcén se colocaron 10 ml de medio LB, utilizado como blanco para la
calibracién del espectrofotometro. En un segundo tubo se colocaron 10 ml de
medio LB y 10 pul del stock de E. coli utilizado para medir la cinética de
crecimiento del microorganismo. En los siguientes 8 tubos se colocaron 10 ml de
medio LB, 10 pl del stock y 20 ul y 50 ul de cada uno de los aceites (Melaleuca
alternifolia, Eucalyptus sp., Citrus bergamia y Rosmarinus officinalis)

respectivamente.

De esta manera también se formaron los grupos de estudio de S. mutans

utilizando medio CST y C. albicans con medio CDS.

8.6. Analisis estadistico

Las pruebas se realizaron por triplicado en diferentes ocasiones, la lectura se
llevd a cabo por medio del espectrofotdmetro. Los datos de la absorbancia
(crecimiento de los cultivos) fueron graficados (tiempo contra absorbancia)
comparando los mismos tiempos de grupo control contra los experimentales
utilizando el analisis estadistico de ANOVA de dos vias con correccion de
Bonferroni para determinar si existian diferencias significativas entre los grupos
experimentales con su respectivo control de crecimiento y entre los diferentes

aceites esenciales.



9. RESULTADOS

9.1.Extraccion de los aceites esenciales.

A partir de la destilacién por arrastre de vapor se obtuvieron en el caso de
Rosmarinus oficcinalis 35 ml de hidrato (agua de arrastre del aceite esencial) y
1.2 ml de aceite esencial. Para el Eucalyptus sp. se obtuvo 42 ml de hidrato y 1.8

ml de aceite esencial.

Los aceites de Melaleuca alternifolia y Citrus bergamia fueron obtenidos
comercialmente de Aromaterapia Esencial S.A de C.V. y Avant aromatherapy
(México), respectivamente. Se indica por parte del fabricante que su extraccion
es a base de arrastre de vapor usando hojas de las respectivas plantas y se

asegura una pureza del 100% sin la adicion de ningun solvente o esencia.

9.2. Pruebas de inhibicion microbiana mediante aceites esenciales.

A continuacion, se presenta la cinética de crecimiento de los microorganismos
gue se cultivaron en los medios control (LB para E. coli, CDS para C. albicans y

CST para S. mutans. Sin la adicion de aceite esencial).



Escherichia coli (Cinética de Crecimiento)

Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
Cinética E. coli | Cinética E. coli | Cinética E. coli
0 0.0986 0.1002 0.1003 0.0997 0.0006
1 0.1576 0.1600 0.1420 0.1532 0.0056
2 0.2236 0.2120 0.2816 0.2391 0.0215
3 0.3554 0.3430 0.3670 0.3551 0.0069
4 0.4262 0.3910 0.4220 0.4131 0.0111
5 0.4667 0.4540 0.5010 0.4739 0.0140
6 0.5154 0.5091 0.6254 0.5499 0.0378
8 0.6141 0.6110 0.7441 0.6564 0.0439
20 0.8001 0.8210 0.8350 0.8187 0.0101
22 0.8132 0.8321 0.8390 0.8281 0.0077
24 0.8216 0.8312 0.8480 0.8336 0.0077

Tabla 1. Cinética de crecimiento de E. coli del grupo control, se muestran las absorbancias
de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su error stn.

S. mutans (Cinética de Crecimiento)

Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.0507 0.0823 0.0799 0.0710 0.0102
1 0.0740 0.0814 0.0870 0.0808 0.0038
2 0.1201 0.1210 0.1241 0.1217 0.0012
3 0.2396 0.2016 0.1826 0.2079 0.0168
4 0.3562 0.3220 0.2462 0.3081 0.0325
5 0.4981 0.4441 0.3041 0.4154 0.0578
6 0.4795 0.5650 0.3560 0.4668 0.0607
8 0.5298 0.7180 0.4380 0.5619 0.0824
20 0.8699 0.9190 0.8190 0.8693 0.0289
22 0.8656 0.9060 0.8360 0.8692 0.0203
24 0.8216 0.9020 0.8244 0.8493 0.0263

Tabla 2. Cinética de crecimiento de S. mutans del grupo control, se muestran las
absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su error stn.



C. albicans (Cinética de Crecimiento)

Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.0920 0.1098 0.1030 0.1016 0.0052
1 0.0918 0.0916 0.1433 0.1089 0.0172
2 0.1590 0.1890 0.2550 0.2010 0.0284
3 0.2524 0.2794 0.3660 0.2993 0.0343
4 0.3748 0.3780 0.4250 0.3926 0.0162
5 0.4964 0.4214 0.5430 0.4869 0.0354
6 0.5936 0.5650 0.6880 0.6155 0.0372
8 0.6810 0.7211 0.8044 0.7355 0.0363
20 0.8299 0.8990 0.9030 0.8773 0.0237
22 0.8772 0.8820 0.9340 0.8977 0.0182
24 0.8974 0.9010 0.9940 0.9308 0.0316

Tabla 3. Cinética de crecimiento de C. albicans del grupo control, se muestran las
absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su error stn.

CINETICA DE CRECIMIENTO DE LOS TRES
MICROORGANISMOS

0 1 2 3 - 5 6 8 20 22 24

HRS

—e— Cinética E. coli === Cinética S.mutans Cinética C.albicans

Fig. 1. En esta grafica se muestra el crecimiento logaritmico de cada uno de los
microorganismos cada hora durante 8 horas y a las 20, 22 y 24 hrs por medio del
espectrofotdmetro con una longitud de onda de 600nm. La absorbancia maxima de E.
coli fue de 0.8336 a las 24 hrs, S. mutans de 0.8693 a las 20 hrs y C. albicans de 0.9308

alas 24 hrs.
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A continuacion, se presenta la cinética de crecimiento de los microorganismos que se
cultivaron en los medios control (LB para E. coli, CST para S. mutans.) + ampicilina
100pg/ml y CDS para C. albicans + Fluconazol 30 pg/ml.

E.coli + ampicilina 100ug/ml (Control positivo)

Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.0110 0.0098 0.0113 0.0107 0.0004
1 0.0011 0.0123 0.0007 0.0047 0.0038
2 0.0028 0.0096 0.0098 0.0074 0.0023
3 0.0156 0.0381 0.0146 0.0228 0.0077
4 0.0032 0.0445 0.0132 0.0203 0.0124
5 0.0236 0.0365 0.0238 0.0280 0.0043
6 0.0451 0.0452 0.0459 0.0454 0.0003
8 0.0447 0.0578 0.0437 0.0489 0.0045
20 0.0685 0.0599 0.0615 0.0633 0.0026
22 0.0872 0.0625 0.0566 0.0688 0.0094
24 0.0102 0.0056 0.0126 0.0095 0.0021

Tabla 4. Cinética de crecimiento de E.coli + ampicilina 100ug/ml, se muestran las
absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su error stn.



S. mutans + ampicilina 100pg/ml

Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.0864 0.0901 0.0877 0.0881 0.0011
1 0.0871 0.0877 0.0855 0.0868 0.0007
2 0.0825 0.0855 0.0874 0.0851 0.0014
3 0.0745 0.0751 0.0725 0.0740 0.0008
4 0.0711 0.0688 0.0632 0.0677 0.0023
5 0.0685 0.0687 0.0688 0.0687 0.0001
6 0.0455 0.0466 0.0412 0.0444 0.0016
8 0.0532 0.0521 0.0523 0.0525 0.0003
20 0.0455 0.0421 0.0402 0.0426 0.0016
22 0.0598 0.0455 0.0358 0.0470 0.0070
24 0.0751 0.0621 0.0451 0.0608 0.0087

Tabla 5. Cinética de crecimiento de S. mutans + ampicilina 100ug/ml, se muestran las
absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su error stn.

C. albicans + Fluconazol 30ug/ml

Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.0901 0.0942 0.0902 0.0915 0.0014
1 0.0921 0.0933 0.0925 0.0926 0.0004
2 0.0913 0.0922 0.0912 0.0916 0.0003
3 0.0785 0.0825 0.0802 0.0804 0.0012
4 0.0512 0.0619 0.0611 0.0581 0.0034
5 0.0365 0.0354 0.0322 0.0347 0.0013
6 0.0450 0.0399 0.0358 0.0402 0.0027
8 0.0301 0.0385 0.0329 0.0338 0.0025
20 0.0323 0.0327 0.0311 0.0320 0.0005
22 0.0512 0.0321 0.0299 0.0377 0.0068
24 0.0812 0.0256 0.0217 0.0428 0.0192

Tabla 6. Cinética de crecimiento de C.albicans + Fluconazol 30ug/ml, se muestran las
absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su error stn.
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CONTROL POSITIVO DE LOS TRES
MICROORGANISMOS
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Fig. 2. En esta gréfica se muestra la inhibicion de los microorganismos. E. coli y S.
mutans con ampicilina 100pg/ml y C. albicans con fluconazol 30ug/ml. La absorbancia
maxima de E. coli fue de 0.0688 a las 22 hrs, de S. mutans 0.0608 a las 24 hrs y de C.
albicans 0.0926 a la hora, medido por medio del espectrofotdmetro con una longitud de

onda de 600nm, lo que demuestra que los antimicrobianos no permitieron su crecimiento.

A continuacion, se presenta la cinética de crecimiento de los microorganismos que se
cultivaron en los medios control (LB para E. coli, CDS para C. albicans y CST para S.

mutans), asi como la cinética de crecimiento con los experimentales.
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Echerichia coli + Eucalyptus sp. 0.2%

Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.0930 0.1032 0.1032 0.0998 0.0034
1 0.0677 0.0820 0.0820 0.0772 0.0048
2 0.0761 0.0911 0.0911 0.0861 0.0050
3 0.0530 0.0763 0.0763 0.0685 0.0078
4 0.0677 0.0687 0.0687 0.0684 0.0003
5 0.0550 0.0615 0.0615 0.0593 0.0022
6 0.0712 0.0820 0.0820 0.0784 0.0036
8 0.0971 0.0871 0.0871 0.0904 0.0033
20 0.3061 0.4110 0.4110 0.3760 0.0350
22 0.3676 0.3960 0.3960 0.3865 0.0095
24 0.3801 0.3862 0.3862 0.3842 0.0020

Tabla 7. Cinética de crecimiento de E. coli + 0.2% de aceite esencial de Eucalyptus sp., se
muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su
error stn.

Escherichia coli + Eucalyptus sp. 0.5%

Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.0944 0.0966 0.0982 0.0964 0.0011
1 0.0622 0.1022 0.1320 0.0988 0.0202
2 0.0791 0.1100 0.1610 0.1167 0.0239
3 0.0581 0.1610 0.1810 0.1334 0.0381
4 0.0621 0.0821 0.2010 0.1151 0.0434
5 0.0559 0.0881 0.2059 0.1166 0.0456
6 0.0634 0.1022 0.2340 0.1332 0.0516
8 0.0844 0.1510 0.2440 0.1598 0.0463
20 0.2131 0.3110 0.3150 0.2797 0.0333
22 0.2440 0.3440 0.3140 0.3007 0.0296
24 0.2957 0.3157 0.3410 0.3175 0.0131

Tabla 8. Cinética de crecimiento de E. coli + 0.5% de aceite esencial de Eucalyptus sp, se
muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su
error stn.



Experimental E. coli- Eucalyptus sp.(0.2% y 0.5%)
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Fig. 3. En esta gréfica se muestra la cinética de crecimiento de E.coli mostrando su
absorbancia maxima de 0.8336 a las 24 hrs, medida por medio del espectrofotometro
con una longitud de onda de 600nm. También podemos observar el crecimiento de E. coli
aplicandole 0.2% de aceite esencial de Eucalyptus sp., con el cual su absorbancia
maxima fue de 0.3865 a las 24 hrs, lo cual indica que hubo una reduccion en el
crecimiento del 54%. Aplicando el 0.5% de Eucalyptus sp la absorbancia maxima fue de
0.3175 a las 24 hrs, esto indica un 62% de inhibicion. Durante las primeras 8hrs la

concentracion con mejor inhibicién fue 0.2%, después de esta hora pierde efecto, pero sin

tener un crecimiento como el control.

37



Escherichia coli + Rosmarinus officinalis 0.2%

Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.1001 0.0942 0.1011 0.0985 0.0022
1 0.0631 0.0811 0.1130 0.0857 0.0146
2 0.0679 0.0789 0.1049 0.0839 0.0110
3 0.0482 0.0770 0.1320 0.0857 0.0246
4 0.0454 0.0880 0.1480 0.0938 0.0298
5 0.0410 0.0901 0.2110 0.1140 0.0505
6 0.0622 0.0820 0.1920 0.1121 0.0404
8 0.0601 0.1330 0.2001 0.1311 0.0404
20 0.3611 0.4210 0.3210 0.3677 0.0291
22 0.3511 0.4430 0.3810 0.3917 0.0271
24 0.3771 0.4110 0.4210 0.4030 0.0133

Tabla 9. Cinética de crecimiento de E. coli + 0.2% de aceite esencial de
muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su

R. officinalis, se

error stn.
Escherichia coli + Rosmarinus officinalis 0.5%
Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.0993 0.1023 0.1023 0.1013 0.0010
1 0.0508 0.082 0.1098 0.0809 0.0170
2 0.0593 0.063 0.093 0.0718 0.0107
3 0.0515 0.0524 0.0925 0.0655 0.0135
4 0.0433 0.066 0.0823 0.0639 0.0113
5 0.039 0.0531 0.0866 0.0596 0.0141
6 0.0516 0.0526 0.0766 0.0603 0.0082
8 0.0489 0.0322 0.0699 0.0503 0.0109
20 0.0402 0.0406 0.0312 0.0373 0.0031
22 0.0411 0.041 0.0401 0.0407 0.0003
24 0.0428 0.058 0.0299 0.0436 0.0081

Tabla 10. Cinética de crecimiento de E. coli + 0.5% de aceite esencial de R. officinalis, se
muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su

error stn.
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Experimental E. coli- Rosmarinus officinalis (0.2% y 0.5%)
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Fig. 4. En esta gréafica se muestra la cinética de crecimiento de E.coli mostrando su
absorbancia maxima de 0.8336 a las 24 hrs, medida por medio del espectrofotometro
con una longitud de onda de 600nm. También podemos observar el crecimiento de E.
coli aplicandole 0.2% de aceite esencial de R. officinalis, con el cual su absorbancia
maxima fue de 0.4030 a las 24 hrs, lo cual indica que hubo una reduccién en el
crecimiento del 52%. Aplicando el 0.5% de R. officinalis la absorbancia méaxima fue de
0.0603 a las 6 hrs, esto indica un 88% de inhibicion. Durante las primeras 8 hrs ambas
concentraciones tuvieron una inhibicién similar, sin embargo 0.02 después de este
tiempo permiti6 nuevamente el crecimiento del microorganismo, aunque continué por

debajo del control.
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Escherichia coli + Citrus bergamia 0.2%

Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.0989 0.1087 0.11 0.1059 0.0035
1 0.0766 0.0726 0.166 0.1051 0.0305
2 0.0774 0.0764 0.0724 0.0754 0.0015
3 0.0492 0.0495 0.0932 0.0640 0.0146
4 0.0622 0.0632 0.0912 0.0722 0.0095
5 0.0532 0.0662 0.0932 0.0709 0.0118
6 0.0874 0.0734 0.0884 0.0831 0.0048
8 0.0614 0.0414 0.0714 0.0581 0.0088
20 0.0571 0.0541 0.0564 0.0559 0.0009
22 0.0509 0.0555 0.0449 0.0504 0.0031
24 0.0517 0.0417 0.0432 0.0455 0.0031

Tabla 11. Cinética de crecimiento de E. coli + 0.2% de aceite esencial de C. bergamia, se
muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su
error stn.

Escherichia coli + Citrus bergamia 0.5%

Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.102 0.0937 0.1230 0.1062 0.0087
1 0.0689 0.0790 0.0819 0.0766 0.0039
2 0.0703 0.0763 0.0903 0.0790 0.0059
3 0.0648 0.0642 0.0998 0.0763 0.0118
4 0.0625 0.0650 0.0895 0.0723 0.0086
5 0.0580 0.0680 0.0620 0.0627 0.0029
6 0.0910 0.0410 0.0760 0.0693 0.0148
8 0.0811 0.0211 0.0611 0.0544 0.0176
20 0.0323 0.033 0.0423 0.0359 0.0032
22 0.0499 0.0491 0.0509 0.0500 0.0005
24 0.0353 0.0333 0.0288 0.0325 0.0019

Tabla 12. Cinética de crecimiento de E. coli + 0.5% de aceite esencial de C. bergamia, se
muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su
error stn.

40



Experimental E. coli- Citrus bergamia (0.2% y 0.5%)
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Fig. 5. En esta gréfica se muestra la cinética de crecimiento de E.coli mostrando su
absorbancia maxima de 0.8336 a las 24 hrs, medida por medio del espectrofotdmetro
con una longitud de onda de 600nm. También podemos observar el crecimiento de E. coli
aplicandole 0.2% de aceite esencial de Citrus bergamia, con el cual su absorbancia
maxima fue de 0.0831 a las 6 hrs, lo cual indica que hubo una reduccion en el
crecimiento del 87%. Aplicando el 0.5% de Citrus bergamia la absorbancia maxima fue de
0.0693 a las 6 hrs, esto indica un 87% de inhibicibn. Ambas concentraciones se

mantuvieran relativamente con el mismo efecto durante las 24 hrs.
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Escherichia coli + M. alternifolia 0.2%

Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.1014 0.1102 0.1017 0.1044 0.0029
1 0.0609 0.109 0.109 0.0930 0.0160
2 0.0484 0.044 0.134 0.0755 0.0293
3 0.0411 0.0651 0.144 0.0834 0.0311
4 0.036 0.063 0.0936 0.0642 0.0166
5 0.0363 0.0763 0.0863 0.0663 0.0153
6 0.0303 0.0603 0.0877 0.0594 0.0166
8 0.0289 0.0489 0.0769 0.0516 0.0139
20 0.0312 0.0372 0.0332 0.0339 0.0018
22 0.0299 0.0249 0.0309 0.0286 0.0019
24 0.028 0.028 0.0323 0.0294 0.0014

Tabla 13. Cinética de crecimiento de E. coli + 0.2% de aceite esencial de M. alternifolia, se
muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su

error stn.
Escherichia coli + M. alternifolia 0.5%
Tiempo EXP 1 EXP 2 EXP 3 Promedio | Error stn
0 0.1014 0.0965 0.111 0.1030 0.0043
1 0.0525 0.0925 0.075 0.0733 0.0116
2 0.0498 0.098 0.0698 0.0725 0.0140
3 0.0468 0.0768 0.0498 0.0578 0.0095
4 0.036 0.086 0.0666 0.0629 0.0146
5 0.0414 0.0614 0.0514 0.0514 0.0058
6 0.0331 0.071 0.0611 0.0551 0.0113
8 0.0301 0.051 0.0481 0.0431 0.0065
20 0.0292 0.022 0.032 0.0277 0.0030
22 0.0304 0.0384 0.0384 0.0357 0.0027
24 0.0305 0.047 0.0404 0.0393 0.0048

Tabla 14. Cinética de crecimiento de E. coli + 0.5% de aceite esencial de M. alternifolia, se
muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y su

error stn.

42




Experimental E. coli- M. alternifolia (0.2% y 0.5%)
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Fig. 6. En esta gréafica se muestra la cinética de crecimiento de E.coli mostrando su
absorbancia maxima de 0.8336 a las 24 hrs, medida por medio del espectrofotémetro
con una longitud de onda de 600nm. También podemos observar el crecimiento de E. coli
aplicandole 0.2% de aceite esencial de M. alternifolia, con el cual su absorbancia maxima
fue de 0.0629 a la hora 4, lo cual indica que hubo una reduccion en el crecimiento del
88%. Aplicando el 0.5% de M. alternifolia la absorbancia maxima fue de 0.1030 a la hora
0, esto indica un 88% de inhibicibn. Ambas concentraciones se mantuvieran

relativamente con el mismo efecto durante las 24 hrs.
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S. mutans + Eucalyptus sp. 0.2%

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.0498 0.0788 0.0855 0.0714 0.0110
1 0.0601 0.1100 0.0851 0.0851 0.0144
2 0.0534 0.1540 0.0884 0.0986 0.0295
3 0.058 0.1680 0.1218 0.1159 0.0319
4 0.0722 0.1620 0.1320 0.1221 0.0264
5 0.065 0.1860 0.1555 0.1355 0.0363
6 0.0688 0.1830 0.1885 0.1468 0.0390
8 0.0898 0.2380 0.2480 0.1919 0.0511

20 0.5034 0.5400 0.6134 0.5523 0.0323
22 0.5002 0.5020 0.5772 0.5265 0.0254
24 0.5143 0.5100 0.5440 0.5228 0.0107

Tabla 15. Cinética de crecimiento de S. mutans + 0.2% de aceite esencial de Eucalyptus sp,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y
Su error stn.

S. mutans + Eucalyptus sp. 0.5%

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.0501 0.0699 0.0798 0.0666 0.0087
1 0.0588 0.078 0.0882 0.0750 0.0086
2 0.0537 0.0717 0.077 0.0675 0.0071
3 0.0610 0.071 0.0755 0.0692 0.0043
4 0.0703 0.0743 0.0732 0.0726 0.0012
5 0.0622 0.0642 0.0812 0.0692 0.0060
6 0.0684 0.0644 0.0644 0.0657 0.0013
8 0.0617 0.0544 0.0557 0.0573 0.0022

20 0.0509 0.0340 0.0588 0.0479 0.0073
22 0.0522 0.0342 0.0565 0.0476 0.0068
24 0.0519 0.0440 0.0601 0.0520 0.0046

Tabla 16. Cinética de crecimiento de S. mutans + 0.5% de aceite esencial de Eucalyptus
sp,, se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los
tres y su error stn.
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Fig. 7. En esta grafica se muestra la cinética de crecimiento de S. mutans mostrando su
absorbancia maxima de 0.8693 a las 20 hrs, medida por medio del espectrofotdmetro
con una longitud de onda de 600nm. También podemos observar el crecimiento de S.
mutans aplicAndole 0.2% de aceite esencial de Eucalyptus sp., con el cual su
absorbancia maxima fue de 0.5523 a las 20 hrs, lo cual indica que hubo una reduccién en
el crecimiento del 37%. Aplicando el 0.5% de Eucalyptus sp. la absorbancia maxima fue
de 0.0726 a las 4 hrs, esto indica un 91% de inhibicién. Eucalyptus sp. 0.2% pierde en
mayor proporcion su inhibicion a partir de las 8 hrs, mientras que Eucalipto 0.5% se

mantiene muy por debajo durante las 24 hrs.
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S. mutans + Rosmarinus officinalis 0.2%

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.0489 0.0734 0.0890 0.0704 0.0117
1 0.0533 0.0733 0.0913 0.0726 0.0110
2 0.0548 0.0821 0.1800 0.1056 0.0380
3 0.0849 0.0927 0.1779 0.1185 0.0298
4 0.0714 0.0877 0.1540 0.1044 0.0253
5 0.0740 0.0901 0.1040 0.0894 0.0087
6 0.0632 0.0920 0.1652 0.1068 0.0304
8 0.0911 0.1220 0.2431 0.1521 0.0464

20 0.4201 0.3871 0.4031 0.4034 0.0095
22 0.4130 0.3990 0.4430 0.4183 0.0130
24 0.4164 0.4020 0.4400 0.4195 0.0111

Tabla 17. Cinética de crecimiento de S. mutans + 0.2% de aceite esencial de R. officinalis,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y
su error stn.

S. mutans + Romero 0.5 %

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.0488 0.0764 0.088 0.0711 0.0116
1 0.0511 0.0711 0.0991 0.0738 0.0139
2 0.0567 0.067 0.0877 0.0705 0.0091
3 0.0895 0.065 0.0835 0.0793 0.0074
4 0.0748 0.088 0.0698 0.0775 0.0054
5 0.071 0.0731 0.0971 0.0804 0.0084
6 0.0528 0.0678 0.0878 0.0695 0.0101
8 0.0488 0.068 0.0658 0.0609 0.0061
20 0.0391 0.0431 0.0401 0.0408 0.0012
22 0.0342 0.0442 0.0382 0.0389 0.0029
24 0.0319 0.0429 0.0288 0.0345 0.0043

Tabla 18. Cinética de crecimiento de S. mutans + 0.5% de aceite esencial de R. officinalis,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y
su error stn.
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Fig. 8. En esta grafica se muestra la cinética de crecimiento de S. mutans mostrando su
absorbancia maxima de 0.8693 a las 20 hrs, medida por medio del espectrofotometro con
una longitud de onda de 600nm. También podemos observar el crecimiento de S. mutans
aplicandole 0.2% de aceite esencial de R. officinalis, con el cual su absorbancia maxima
fue de 0.4195 a las 24 hrs, lo cual indica que hubo una reduccion en el crecimiento del
52%. Aplicando el 0.5% de R. officinalis la absorbancia maxima fue de 0.0804 a la hora 5,
esto indica un 91% de inhibicion. Romero 0.2% pierde en mayor proporcién su inhibicion
a partir de las 8 hrs, mientras que Romero 0.5% se mantiene muy por debajo hasta las 24

hrs.
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S. mutans + Citrus bergamia 0.2 %

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.0501 0.0751 0.0792 0.0681 0.0091
1 0.051 0.0851 0.0851 0.0737 0.0114
2 0.0712 0.0762 0.0862 0.0779 0.0044
3 0.0767 0.0867 0.0557 0.0730 0.0091
4 0.0655 0.0635 0.0450 0.0580 0.0065
5 0.0650 0.0534 0.0445 0.0543 0.0059
6 0.1044 0.0635 0.0514 0.0731 0.0160
8 0.0544 0.0574 0.0444 0.0521 0.0039
20 0.0377 0.0477 0.0447 0.0434 0.0030
22 0.0460 0.0467 0.0462 0.0463 0.0002
24 0.0396 0.0381 0.0400 0.0392 0.0006

Tabla 19. Cinética de crecimiento de S. mutans + 0.2% de aceite esencial de C. bergamia,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y
Su error stn.

S. mutans + Citrus bergamia 0.5 %

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.0511 0.071 0.0801 0.0674 0.0086
1 0.0498 0.084 0.0833 0.0724 0.0113
2 0.0782 0.0852 0.0824 0.0819 0.0020
3 0.0734 0.0774 0.0744 0.0751 0.0012
4 0.0632 0.0672 0.0623 0.0642 0.0015
5 0.0634 0.068 0.0644 0.0653 0.0014
6 0.0907 0.0807 0.0557 0.0757 0.0104
8 0.0747 0.0717 0.0547 0.0670 0.0062
20 0.0411 0.0631 0.0409 0.0484 0.0074
22 0.0398 0.0418 0.0428 0.0415 0.0009
24 0.0408 0.0301 0.0233 0.0314 0.0051

Tabla 20. Cinética de crecimiento de S. mutans + 0.5% de aceite esencial de C. bergamia,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y
su error stn.
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Fig. 9. En esta grafica se muestra la cinética de crecimiento de S. mutans mostrando su
absorbancia maxima de 0.8693 a las 20 hrs, medida por medio del espectrofotémetro con
una longitud de onda de 600nm. También podemos observar el crecimiento de S. mutans
aplicandole 0.2% de aceite esencial de C. bergamia, con el cual su absorbancia maxima
fue de 0.0779 a las 2 hrs, lo cual indica que hubo una reduccién en el crecimiento del
91%. Aplicando el 0.5% de C. bergamia la absorbancia maxima fue de 0.0819 a la hora 2,

esto indica un 91% de inhibicion. Ambas concentraciones tienen el mismo efecto.
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S. mutans + M. alternifolia 0.2 %

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.0600 0.0786 0.0870 0.0752 0.0080
1 0.0510 0.0710 0.0581 0.0600 0.0059
2 0.0487 0.0887 0.0807 0.0727 0.0122
3 0.0683 0.0983 0.1230 0.0965 0.0158
4 0.0601 0.0901 0.1410 0.0971 0.0236
5 0.0957 0.1357 0.2157 0.1490 0.0353
6 0.1522 0.1532 0.2320 0.1791 0.0264
8 0.1822 0.1846 0.2880 0.2183 0.0349

20 0.3982 0.3942 0.4182 0.4035 0.0074
22 0.4273 0.4273 0.4283 0.4276 0.0003
24 0.4390 0.4100 0.5001 0.4497 0.0266

Tabla 21. Cinética de crecimiento de S. mutans + 0.2% de aceite esencial de M. alternifolia,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y

Su error stn.

S. mutans + M. alternifolia 0.5 %

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.06 0.0724 0.081 0.0534 0.0061
1 0.0602 0.0752 0.0802 0.0539 0.0060
2 0.0602 0.0802 0.0802 0.0552 0.0067
3 0.0691 0.0621 0.0981 0.0573 0.0110
4 0.0601 0.0671 0.0401 0.0418 0.0081
5 0.0684 0.0584 0.0584 0.0463 0.0033
6 0.0744 0.0644 0.0664 0.0513 0.0031
8 0.0722 0.0642 0.0322 0.0422 0.0122
20 0.0289 0.0389 0.0229 0.0227 0.0047
22 0.03 0.034 0.0423 0.0266 0.0036
24 0.0303 0.04 0.032 0.0256 0.0030

Tabla 22. Cinética de crecimiento de S. mutans + 0.5% de aceite esencial de M. alternifolia,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y
su error stn.
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Fig. 10. En esta grafica se muestra la cinética de crecimiento de S. mutans mostrando su
absorbancia maxima de 0.8693 a las 20 hrs, medida por medio del espectrofotémetro con
una longitud de onda de 600nm. También podemos observar el crecimiento de S. mutans
aplicandole 0.2% de aceite esencial de M. alternifolia, con el cual su absorbancia maxima
fue de 0.0971 a las 4 hrs, lo cual indica que hubo una reduccién en el crecimiento del
89%. Aplicando el 0.5% de M. alternifolia la absorbancia méaxima fue de 0.0573 a la hora
3, esto indica un 94% de inhibiciobn. Ambas concentraciones inician con una inhibicién

muy cercana hasta la hora 3, después la concentracion 0.5% mantiene una inhibicién
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C. albicans + Eucalyptus sp. 0.2 %

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.0900 0.0954 0.106 0.0971 0.0047
1 0.0681 0.0871 0.145 0.1001 0.0231
2 0.0391 0.0791 0.1876 0.1019 0.0444
3 0.0189 0.0589 0.206 0.0946 0.0569
4 0.1409 0.0809 0.255 0.1589 0.0511
5 0.1613 0.1003 0.253 0.1715 0.0444
6 0.1703 0.1503 0.187 0.1692 0.0106
8 0.2010 0.2031 0.281 0.2284 0.0263
20 0.4988 0.528 0.398 0.4749 0.0394
22 0.5310 0.535 0.4002 0.4887 0.0443
24 0.5607 0.523 0.487 0.5236 0.0213
Tabla 23. Cinética de crecimiento de C. albicans + 0.2% de aceite esencial de
Eucalyptus sp., se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el
promedio de los tres y su error stn.
C. albicans + Eucalyptus sp. 0.5 %
Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.090 0.0922 0.0988 0.0937 0.0026
1 0.0604 0.1240 0.0974 0.0939 0.0184
2 0.0670 0.0867 0.0870 0.0802 0.0066
3 0.0175 0.0975 0.1055 0.0735 0.0281
4 0.1155 0.1750 0.1750 0.1552 0.0198
5 0.1316 0.1660 0.0760 0.1245 0.0262
6 0.1193 0.0993 0.1193 0.1126 0.0067
8 0.1022 0.0652 0.0550 0.0741 0.0143
20 0.0801 0.0732 0.0821 0.0785 0.0027
22 0.0823 0.0713 0.0866 0.0801 0.0046
24 0.0887 0.0611 0.0722 0.0740 0.0080

Tabla 24. Cinética de crecimiento de C. albicans + 0.5% de aceite esencial de Eucalyptus
sp., se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los

tres y su error stn.
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Fig. 11. En esta grafica se muestra la cinética de crecimiento de C. albicans mostrando
su absorbancia maxima de 0.9308 a las 24 hrs, medida por medio del espectrofotbmetro
con una longitud de onda de 600nm. También podemos observar el crecimiento de C.
albicans aplicandole 0.2% de aceite esencial de Eucalyptus sp., con el cual su
absorbancia maxima fue de 0.5236 a las 24 hrs, lo cual indica que hubo una reduccion en
el crecimiento del 44%. Aplicando el 0.5% de aceite esencial de Eucalyptus sp.la
absorbancia maxima fue de 0.1552 a la hora 4, esto indica un 83% de inhibicién. Ambas
concentraciones inician con una inhibicion muy cercana hasta la hora 4, después la

concentracion 0.5% mantiene su inhibicion.
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C. albicans + R. officinalis 0.2 %

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.0900 0.0987 0.0965 0.0951 0.0026
1 0.0779 0.0980 0.1200 0.0986 0.0122
2 0.04870 0.0870 0.1720 0.1026 0.0364
3 0.0393 0.0953 0.1630 0.0992 0.0358
4 0.1367 0.1570 0.1650 0.1529 0.0084
5 0.1743 0.1930 0.1950 0.1874 0.0066
6 0.1780 0.2280 0.2230 0.2097 0.0159
8 0.2156 0.2860 0.2670 0.2562 0.0210

20 0.5410 0.6610 0.6020 0.6013 0.0346
22 0.5936 0.6460 0.5440 0.5945 0.0294
24 0.5858 0.6500 0.5830 0.6063 0.0219

Tabla 25. Cinética de crecimiento de C. albicans + 0.2% de aceite esencial de R. officinalis,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y

Su error stn.

C. albicans + R. officinalis 0.5 %

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.09 0.0973 0.0998 0.0957 0.0029
1 0.0755 0.135 0.1007 0.1037 0.0172
2 0.0462 0.0562 0.0765 0.0596 0.0089
3 0.0428 0.0628 0.0877 0.0644 0.0130
4 0.1165 0.0965 0.109 0.1073 0.0058
5 0.1203 0.0603 0.0675 0.0827 0.0189
6 0.1155 0.045 0.0445 0.0683 0.0236
8 0.0977 0.057 0.044 0.0662 0.0162

20 0.0721 0.0751 0.0832 0.0768 0.0033
22 0.0933 0.133 0.083 0.1031 0.0152
24 0.0891 0.119 0.081 0.0964 0.0116

Tabla 26. Cinética de crecimiento de C. albicans + 0.5% de aceite esencial de R. officinalis,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y
su error stn.
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Fig. 12. En esta grafica se muestra la cinética de crecimiento de C. albicans mostrando

su absorbancia maxima de 0.9308 a las 24 hrs, medida por medio del espectrofotémetro

con una longitud de onda de 600nm. También podemos observar el crecimiento de C.

albicans aplicAndole 0.2% de aceite esencial de R. officinalis, con el cual su absorbancia

maxima fue de 0.6063 a las 24 hrs, lo cual indica que hubo una reduccion en el

crecimiento del 35%. Aplicando el 0.5% de aceite esencial de R. officinalis la absorbancia

maxima fue de 0.1073 a la hora 4, esto indica un 89% de inhibicion. Se muestra una

diferencia significativa entre la inhibicion de ambas concentraciones

55



C. albicans + C. bergamia 0.2 %

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.0900 0.1022 0.0976 0.0966 0.0036
1 0.0830 0.1230 0.1280 0.1113 0.0142
2 0.0559 0.1590 0.1320 0.1156 0.0309
3 0.0529 0.2290 0.2260 0.1693 0.0582
4 0.2048 0.2080 0.2870 0.2333 0.0269
5 0.2110 0.2151 0.3001 0.2421 0.0290
6 0.2301 0.2601 0.2934 0.2612 0.0183
8 0.3610 0.3121 0.3340 0.3357 0.0141

20 0.4783 0.5830 0.5010 0.5208 0.0318
22 0.5102 0.5420 0.5410 0.5311 0.0104
24 0.4938 0.5130 0.5400 0.5156 0.0134

Tabla 27. Cinética de crecimiento de C. albicans + 0.2% de aceite esencial de C. bergamia,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y
Su error stn.

C. albicans + C. bergamia 0.5 %

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.0900 0.1066 0.1029 0.0998 0.0050
1 0.0760 0.1260 0.0750 0.0923 0.0168
2 0.0473 0.0873 0.0654 0.0667 0.0116
3 0.0146 0.0946 0.0443 0.0512 0.0233
4 0.1059 0.0590 0.0552 0.0734 0.0163
5 0.2135 0.0735 0.0868 0.1246 0.0446
6 0.2021 0.1321 0.0991 0.1444 0.0304
8 0.2343 0.1330 0.1740 0.1804 0.0294

20 0.1860 0.1660 0.1860 0.1793 0.0067
22 0.1905 0.14050 0.2060 0.1790 0.0198
24 0.1994 0.1560 0.2100 0.1885 0.0165

Tabla 28. Cinética de crecimiento de C. albicans + 0.5% de aceite esencial de C. bergamia,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y
su error stn.
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Fig. 13. En esta grafica se muestra la cinética de crecimiento de C. albicans mostrando
su absorbancia maxima de 0.9308 a las 24 hrs, medida por medio del espectrofotémetro
con una longitud de onda de 600nm. También podemos observar el crecimiento de C.
albicans aplicAndole 0.2% de aceite esencial de C. bergamia, con el cual su absorbancia
maxima fue de 0.5311 a las 22 hrs, lo cual indica que hubo una reduccién en el
crecimiento del 43%. Aplicando el 0.5% de aceite esencial de C. bergamia la absorbancia
maxima fue de 0.1885 a las 24 hrs, esto indica un 80% de inhibicion. Se muestra una

diferencia significativa entre la inhibicién de ambas concentraciones

S7



C. albicans + M. alternifolia 0.2 %

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn
0 0.0900 0.0967 0.0944 0.0937 0.0020
1 0.0681 0.0810 0.0910 0.0800 0.0066
2 0.0541 0.0941 0.0750 0.0744 0.0116
3 0.0239 0.1190 0.0877 0.0769 0.0280
4 0.1545 0.1145 0.2003 0.1564 0.0248
5 0.1792 0.1392 0.2330 0.1838 0.0272
6 0.1825 0.1650 0.2610 0.2028 0.0295
8 0.2409 0.1909 0.2930 0.2416 0.0295

20 0.4604 0.4640 0.5320 0.4855 0.0233
22 0.4622 0.4820 0.5760 0.5067 0.0351
24 0.4128 0.5200 0.5010 0.4779 0.0330

Tabla 29. Cinética de crecimiento de C. albicans + 0.2% de aceite esencial de M. alternifolia,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y
su error stn.

C. albicans + M. alternifolia 0.5 %

Tiempo El E2 E3 Promedio | Error stn

0.0900 0.0954 0.0960 0.0938 0.0019

0.0541 0.120 0.1010 0.0917 0.0196

2 0.0277 0.1370 0.0855 0.0834 0.0316
3 0.0081 0.1510 0.0440 0.0677 0.0429
4 0.1507 0.1547 0.0360 0.1138 0.0389
5 0.1430 0.1630 0.0445 0.1168 0.0366
6 0.1422 0.152. 0.0563 0.1168 0.0304
8 0.1366 0.1560 0.0760 0.1229 0.0241
20 0.1002 0.2100 0.1200 0.1434 0.0338
22 0.1120 0.1720 0.1650 0.1497 0.0189
24 0.1144 0.1640 0.1420 0.1401 0.0143

Tabla 30. Cinética de crecimiento de C. albicans + 0.5% de aceite esencial de M. alternifolia,
se muestran las absorbancias de los tres experimentos, asi como el promedio de los tres y
su error stn.
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Experimental C. albicans- M. alternifolia (0.2% y 0.5%)
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Fig. 14. En esta grafica se muestra la cinética de crecimiento de C. albicans mostrando
su absorbancia méaxima de 0.9308 a las 24hrs, medida por medio del espectrofotémetro
con una longitud de onda de 600nm. También podemos observar el crecimiento de C.
albicans aplicandole 0.2% de aceite esencial de M. alternifolia, con el cual su absorbancia
maxima fue de 0.5067 a las 22 hrs, lo cual indica que hubo una reduccién en el
crecimiento del 46%. Aplicando el 0.5% de M. alternifolia la absorbancia maxima fue de
0.1497 a las 22 hrs, esto indica un 84% de inhibicion. Se muestra una diferencia entre la

inhibicion de ambas concentraciones a partir de la hora 3.
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10. ANALISIS [ESTADI'STICO CON PRUEBA ANOVA DE DOS VIAS CON
CORRECCION DE BONFERRONI.

Table Analyzed E. coli
Two-way ANOVA
Source of Variation % of total variation P value
Interaction 30.47 < 0.0001
Grupo 57.37 < 0.0001
Tiempo 9.74 < 0.0001
Source of Variation P value summary Significant?
Interaction Fokkk Yes
Grupo il Yes
Tiempo Fohkk Yes
Table Analyzed S mutans
Two-way ANOVA
Source of Variation % of total variation P value
Interaction 36.16 < 0.0001
Grupo 43.95 < 0.0001
Tiempo 17.43 < 0.0001
Source of Variation P value summary Significant?
Interaction il Yes
Grupo Frkk Yes
Tiempo Fhkk Yes
Table Analyzed C albicans
Two-way ANOVA
Source of Variation % of total variation P value
Interaction 25.76 < 0.0001
Grupo 39.22 < 0.0001
Tiempo 31.93 < 0.0001
Source of Variation P value summary Significant?
Interaction Fhxk Yes
Grupo il Yes
Tiempo Fhxk Yes
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10.1. Comparativo

E. coli
Experimental E. coli- Fucalyptus sp.(0.2% y 0.5%) Experimental £ coll- Bosmarius officinahs [0.2% v 0.5%)
. .
' 2 .
;
HRS HRS
o Cndtico L. coll = Curohprursp 02% -« Lucepiys sp O5% o Cinttics L.caV = & officinols 2% = R officioals 0.5%
Expenimental £, coX- Clitras bergamio (0,2% y 0.5%) Experimental £ cob- M. olternifotio [0.2% v 0.5%)
» o » . .
i : i
5 # E -
) o .
D . r .
Sy » ~ .
w1 v
] . ] .
-:_ ! -
HRS HRS
~®- Cndaiea £ coV - w Ctran bevgamia A28 = Girnus bevgomio 5% o Gndica G coli —w M altenlfeliz 2% = - 14, premifolo 0.5%

Figura 14. Comparativo de los perfiles de crecimiento de E. coli en condiciones control y
con la adicion de aceite de Eucalyptus sp., R. Officinalis, C. bergamia y M. alternifolia

en concentraciones de 0.2% y 0.5% respectivamente.

Se observa que para la inhibicion de este microorganismo los aceites efectivos son:
R. Officinalis en concentracion de 0.5%, C. bergamia 0.2% y 0.5%, M. alternifolia 0.2% y
0.5% (al tener la misma efectividad ambas concentraciones de estos Ultimos

aceites mencionados seleccionariamos 0.2%)
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S. mutans
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Figura 15. Comparativo de los perfiles de crecimiento de S. mutans en
condiciones control y con la adicion de aceite de Eucalyptus sp., R. Officinalis,

C. bergamia y M. alternifolia en concentraciones de 0.2% y 0.5% respectivamente.

En el comparativo podemos observar que S. mutans fue inhibido ante el uso
de Eucalyptus sp 0.5% , R. Officinalis 0.5% , C. bergamia 0.2% y 0.5% (al tener

el mismo efecto seleccionariamos 0.2% ) y M. alternifolia 0.5%.
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C. albicans
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Figura 16. Comparativo de los perfiles de crecimiento de C. albicans en
condiciones control y con la adicibn de aceite de Eucalyptus sp., R. Officinalis,
C. bergamia y M. alternifolia en concentraciones de 0.2% y 0.5% respectivamente.
Podemos observar que los cuatro aceites a una concentracion de 0.5% inhiben el

crecimiento de esta levadura.
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11. DISCUSION

En el presente estudio fue demostrada la efectividad antifingica del aceite esencial de
M. alternifolia y coincide con la investigacion realizada por Sharma y Hegde 20142° con
una concentracion mas alta (30%), probablemente debido a la combinacion del aceite
con Visco-gel utilizado como vehiculo de aplicacion, sin embargo, en ambos estudios se
demostré la inhibicion contra C. albicans.

Con respecto al Eucalipto podemos observar que en investigaciones citadas
anteriormente?* se demostré la inhibicién contra Bacillus subtilis Gram positivo,
Staphylococcus aureus y Escherichis coli. Este Gltimo microorganismo en nuestro
experimento también tuvo inhibicién con el aceite de Eucalyptus sp. en concentraciones
de 0.2% y 0.5%, sin embargo, se mostro mas efectividad y por mayor tiempo con R.
officinalis en una concentracion de 0.5%, C. bergamia en una concentracion de 0.2% y
M. alternifolia de 0.2%.

En el Laboratorio de Ciencias Biolégicas de la UNAP experimentaron con dos de los
microorganismos que utilizamos en este trabajo, S. mutans, y C. albicans de los cuales
reportaron tener efecto de inhibicion por el aceite esencial de Eucalyptus sp. en
concentraciones mayores a las nuestras (25%, 50%, 75% y 100%) y se puede
considerar que la obtencion del aceite pudo tener variaciones, desde la recoleccion de
la planta hasta el proceso de obtencion del aceite esencial, sin embargo el resultado

contra estos microorganismos en ambos estudios fue inhibitorio.

Biopeliculas monomicrobianas de C. albicans, S. aureus, Enterococcus foecalis, S.
mutans y Pseudomonas aeruginosa y las biopeliculas polimicrobianas compuestas de
C.albicans con cada una de las bacterias antes mencionadas, fueron expuestas a R.
offiinalis y se estudio la actividad antimicrobiana, antiinflamatoria y la genotoxicidad?
se demostré que puede ser un agente terapéutico prometedor y que se puede agregar
en algunas formulaciones médicas y odontolégicas, mismo propésito que se tiene
considerado en una siguiente etapa de nuestro estudio en el cual de inicio solo
coincidimos en que tiene buena efectividad antimicrobiana, ya que en este estudio no re

analizé su efecto antinflamatorio ni genotoxico.?

Los resultados de este estudio fueron mejores que en los comparativos ya que, en la

mayoria de los hallazgos de estudios similares a este, se utilizaron concentraciones



mayores para poder lograr la inhibicién de los microorganismos, y en este estudio las

concentraciones utilizadas aun siendo menores tuvieron buen efecto de inhibicion.

En la literatura existen registros de estudios realizados similares a este con aceites
esenciales de las mismas plantas que utilizamos, y no solo han demostrado su efecto
antimicrobiano, sino también se han podido observar numerosos beneficios de estos
aceites como antisépticos, antinflamatorios, analgésicos y efectivos en el proceso de
cicatrizacion. Es por ello el interés de desarrollar mas productos a base de estos aceites

para su uso principalmente en nuestras areas de interés

12.CONCLUSION

El uso de aceites esenciales Eucalyptus sp. 0.5%, R. officinalis 0.5%, C. bergamia 0.2% y
0.5% y Melaleuca alternifolia 0.5% pueden ser una alternativa terapéutica y profilactica en
casos donde los antimicrobianos clasicos han perdido su efectividad, lo cual puede

ayudar a pacientes y mejorar su calidad de vida respecto a la resistencia antimicrobiana.

Al comprobar la inhibicibn de microorganismos con aceites esenciales de plantas de
Eucalyptus sp., R. officinalis, C. bergamia y M. alternifolia podriamos considerar un uso
accesible en diversas poblaciones a este tipo de tratamientos y quiza una disminucion en
costos en la fabricacion de los mismos y de esta manera sea accesible para poblaciones

de bajos recursos.

Las opciones que podemos considerar para el uso de estos aceites esenciales son a

través de aplicaciones topicas, uso en superficies protésicas o vaporizaciones.



13.PERSPECTIVAS

Después de determinar la efectividad antimicrobiana que fue el objetivo de este estudio,
existen diferentes aspectos que se deben tomar en cuenta antes de poder considerar la

aplicacién en pacientes, como, por ejemplo:

- Via de administracion como: aplicacion tdpica, aplicacion en materiales
protésicos, administracién via oral o incluso en combinacién con algunos
otros productos como enjuagues bucales o pastas dentales.

- Citotoxicidad que puedan provocar en los tejidos adyacentes.

- Efectuar la caracterizacion del conjunto de Lipidos en los aceites
(Lipidomica) altamente recomendable para conocer la composicién quimica y
experimentar si es posible obtener un efecto mas potente. También podria

realizarse por medio de una resonancia magnética.
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