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MYRTUS COMMUNIS COMO ALTERNATIVA NATURAL SOBRE CEPAS
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MYRTUS COMMUNIS AS A NATURAL ALTERNATIVE ON STRAINS OF ORAL
MICROORGANISMS: STREPTOCOCCUS MUTANS AND STREPTOCOCCUS
SANGUIS
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RESUMEN

Objetivos. La caries dental por su etiologia multifactorial despierta un constante interés en buscar nuevos métodos que controlen
los factores causantes de esta enfermedad, entre ellos los microorganismos, donde destacan Streptococcus mutans y Streptococ-
cus sanguis. Se propuso, determinar la eficacia in vitro del arrayan, obtenidos mediante proceso acuoso y oleoso, sobre cepas de
Streptococcus mutans y Streptococcus sanguis. Materiales y métodos. Se evalué la concentracion minima bactericida para cada
extracto, y la actividad antibacteriana mediante conteo de halos de inhibicién, usando como control positivo la clorhexidina al 0,12%
y como control negativo agua destilada. Las pruebas microbiolégicas fueron ejecutadas siguiendo parametros validados previa-
mente y por personas capacitadas en su ejecucion, los resultados obtenidos fueron analizados mediante la prueba de ANOVA que
estimé una significancia de p=0. Resultados. Se encontré que todos los grupos eran diferentes entre si, siendo el extracto oleoso
el que presentd mejores resultados en comparacién con la clorhexidina. El extracto acuoso por otro lado no fue capaz de producir
ningun efecto sobre las bacterias en mencién. Conclusiones. El extracto oleoso de arrayan es eficaz sobre las cepas evaluadas.
KIRU. 2016; 13(1):45-50.
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ABSTRACT

Objectives. Tooth decay, due to their multifactorial etiology, spark constant interest in finding new methods for controlling the causal
factors of this illness. Some of the major causes are Streptococcus mutans and Streptococcus sanguis. Therefore, it was proposed
to determine the effectiveness in vitro of myrtle obtained through a watery and oily process on Streptococcus mutans and Strepto-
coccus sanguis strains. Materials and methods. The minimal bactericidal concentration for each extract was determined, and the
bactericidal activity through a inhibition halo count, using 0,12% chlorhexidine as a positive control and distilled water as a negative
control. The microbiological tests were executed following parameters previously validated by persons trained in performing them.
The results obtained were analyzed through the ANOVA test, which estimated a significance of p=0, Se encontré que todos los gru-
pos eran diferentes entre si, siendo el extracto oleoso el que presentd mejores resultados en comparacion con la clorhexidina. Re-
sults. It was determined that all the groups are different from one another, since the oily extraction presented better results compared
to chlorhexidine, the aqueous extract on the other hand was not able to produce any effect on the bacteria mentioned. Conclusions.
The myrtle’s oily extract is effective on strains tested. KIRU. 2016; 13(1):45-50.
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INTRODUCCION

La caries dental es definida como una enfermedad in-
fecciosa, transmisible, compleja y multifactorial," que
provoca alteraciones en los tejidos duros de las piezas
dentarias desencadenando una desintegracion molecu-
lar, localizada y progresiva que se manifiesta por una pér-
dida de tejido de forma irreversible. 2
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Considerando que la caries esta estrechamente relaciona-
da a microrganismos, entre ellos Streptococcus mutans y
Streptococcus sanguis,® que desarrollados en un medio
ambiente adecuado provocan la pérdida de iones calcio y
fosfato de la hidroxiapatita por accién del acido producido
por las bacterias de la placa, sobre la superficie del diente. *
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De esta manera la placa bacteriana contiene un grupo de
bacterias que habitan en la cavidad oral, asociadas en
una estructura compleja que toma el nombre de biofilm,
donde se encuentran alrededor de 500 y 700 especies,
entre las que destacan los del género Streptococcus.®

Streptococcus mutans es una de las principales bac-
terias que da origen al proceso carioso,® ademas esta
bacteria es conocida como patdégeno causal de bacte-
remias y endocarditis infecciosa.” En tanto que Strepto-
coccus sanguis, se encuentra principalmente en la placa
dental que puede colonizar las caries dentales, también
se encuentra a menudo en el torrente sanguineo permi-
tiendo habitar en las valvulas del corazén que causan la
endocarditis bacteriana, y por sus caracteristicas estos
estreptococos necesitan uno del otro en algun momento
durante su adhesion a la placa bacteriana.?

La busqueda de sustancias que permitan por remocion
de residuos alimenticios, la disminucién en el grosor de
la placa precursora de estos procesos, se ha constitui-
do en una busqueda continua, encontrandose sustan-
cias tipo clorhexidina con propiedades antimicrobianas
que actian como coadyuvantes en la higiene dental,
surgiendo asi la importancia de evaluar las propiedades
quimicas de ciertas plantas, como una alternativa natural
contra los microorganismos desencadenantes de esta
patologia, que por sus ventajas y bajo costo puede pre-
sentarse como una conveniente opcién de uso,®’ y que
conjuntamente con el cepillado dental y el uso de la seda
han sido establecidos tradicionalmente como métodos
parciales en la descomposicién de biofilm'™.

La fitoterapia conocida como medicina no convencional,
fue definida como el conjunto de practicas al servicio de
la salud," mediante el empleo de extractos fitoquimicos
que son sustancias preparadas por distintos métodos,
que cuentan como ingredientes principales a las plantas
medicinales,'? aprovechando sus principios activos.

Myrtus communis conocido como arrayan, es un arbusto
que pertenece a la familia Myrtaceae,' encontrada en
algunos lugares de latinoamérica entre ellos Ecuador,
Colombia, Costa Rica, Panam3, Peru y Venezuela. Sus
propiedades aromaticas se deben a los principios acti-
vos, componentes descubiertos en sus hojas '°, donde
aceites esenciales, taninos, triterpenos y algunos tipos
de glucésidos como los flavonoides han sido encontra-
dos en cantidades importantes'®, componentes que a su
vez, le otorgan propiedades antisépticas y antimicrobia-
nas en especial para bacterias gram positivas, convir-
tiendo al arrayan como un elemento adecuado en el con-
trol de problemas respiratorios, disenteria, estomatitis,
faringitis, psoriasis, herpes.'”

Asi mismo el tamizaje fitoquimico del extracto acuoso
de las hojas de Arrayan permitié6 encontrar coumarinas,
grasas, triterpenos y/o esteroides, todos estos principios
activos son los que le darian también a este extracto su
capacidad antimicrobiana.'®

Myrtus communis como alternativa natural sobre cepas de microorganismos bucales

Tradicionalmente la clorhexidina se muestra como una
sustancia altamente antibacteriana con accién anti placa
que permite controlar la placa residual, por su alta efica-
cia para eliminar microorganismos; con sustantividad que
permite a las sustancias adherirse a ciertas partes de la
cavidad bucal para liberarse paulatinamente y mejorar la
duracién del efecto; una toxicidad baja, para mantenerse
durante suficiente tiempo en la cavidad bucal sin afectar
a las estructuras de la boca,'® encontrada en colutorios
cuyo principio activo de digluconato de clorhexidina en
una concentracion de 0,12%, permite disminuir la placa
bacteriana debido a su alta sustantividad que mantiene
almacenada la clorhexidina en la cavidad bucal por va-
rias horas, sin embargo presenta algunas efectos colate-
rales que se presentan por su uso prolongado como la
tincién marrén oscuro de las piezas dentales y materia-
les de restauracion, alteracion del gusto, aumento en la
formacion de calculo supragingival y en algunos casos
erosion de la mucosa dependiente de la concentracion.?®

En los ultimos afios, se ha desarrollado un gran interés
por usar la medicina natural, encontrandose grandes
ventajas con el empleo de las plantas como sus capaci-
dades medicinales, biologicas y su facil acceso, siendo
idéneas para la elaboracion de medicamentos esta ten-
dencia viene desplazando el uso de sustancias sintéticas
por sus efectos nocivos que pueden causar en la salud.®

Estos conocimientos llevan a proponernos verificar me-
diante un estudio microbiolégico, las propiedades del
arrayan, como planta empleada en el control de bac-
terias especificamente sobre Streptococcus mutans vy
Streptococcus sanguis causantes de afecciones bucales
como la caries dental, para lo cual se pretende mediante
medicion de halos de inhibicidn establecer el efecto an-
timicrobiano del extracto acuoso y oleoso del arrayan.

MATERIALES Y METODOS

Se planteé un estudio de tipo experimental, in vitro,
transversal y comparativo, evaluando el extracto de ar-
rayan obtenido mediante proceso oleoso y acuoso en
el Laboratorio de Ingenieria Quimica de la Universidad
Central del Ecuador, para lo cual siguiendo una meto-
dologia pre establecida? con algunas modificaciones, se
establecieron 30 unidades experimentales en cajas Pe-
tri con Agar Mueller Hinton suplementado con 5%
de sangre de cordero.

La obtencién de los extractos oleoso y acuoso del arra-
yan fue realizada en el Laboratorio de Quimica Organica
de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Central del Ecuador, Material vegetal (hojas) sin signos
de envejecimiento y deterioro para la obtencién de los
extractos acuoso y oleoso, obteniéndose 10 diluciones
como se mencionan en la tabla 1 y recomendado en la
literatura existente?!, diluciones que fueron testadas so-
bre cepas puras ATCC de Streptococcus mutans (ATCC
25175) y Streptococcus sanguis (ATCC 10556), adquiri-
das en MEDIBAC, manejadas y activadas previo a las
pruebas con medios de cultivo.
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Tabla 1. Diluciones de extractos.

DILUCION % EXTRACTO OLEOSO % EXTRACTO ACUOSO
1 100 100
2 50 50
3 25 25
4 12,5 12,5
5 6,25 6,25
6 3,13 3,13
7 1,56 1,56
8 0,78 0,78
9 0,39 0,39
10 0,19 0,19

Fuente: Maldonado M. y Dacarro C.??

Para la obtencion del extracto acuoso de Myrtus com-
munis se inicioé con la recoleccion y lavado de 50 gr. de
hojas verdes, que sufrieron un proceso de secado en una
habitacion oscura, ventilada, removiendo periédicamen-
te las hojas para lograr un secado homogéneo, luego se
cortaron en pedazos de 0,5 cm y se depositaron en un
vaso de precipitacion, donde se mezclaron con 200ml de
agua destilada estéril por 48 h, tras lo cual fueron tritura-
das durante 30 segundos filtrando la solucién dos veces
a través de papel de filtro N° 1, la solucion obtenida fue
considerada como estandar (100%) y fue conservada en
refrigeracién a 4° C hasta su uso.

Para la obtencion del extracto oleoso de Myrtus commu-
nis se recolectaron 500 gr. de hojas frescas de arrayan,
que fueron sometidas al método de arrastre por vapor
de agua, que consistié en cortar los 500 gr. de material
vegetal fresco en trozos de 0,5 mm que posteriormente
fueron colocados en un balén de 1 litro y posteriormente
pasados a otro balén de la misma capacidad volumétrica
puestos a ebullicién en 850 ml de agua destilada pro-
vocando vapores de agua, que fueron recibidos por el
balén que contenia la muestra vegetal, desencadenando
el arrastre de vapores mixtos, agua y aceite esencial, que
pasaron a un condensador conectado a un envase esté-
ril, donde el destilado present6 una capa aceitosa en la
superficie que por las diferencias de densidad, facilité su
separacion mediante el uso de pipetas a un envase os-
curo que fue almacenado a temperatura ambiente hasta
su utilizacion.

Para las pruebas de antibiograma se realizaron 15 culti-
vos con los extractos, para cada microorganismo, com-
parado con clorhexidina al 0,12% como control positivo
y agua destilada estéril como control negativo. Las ce-
pas puras de Streptococcus sanguis (ATCC 10556) y de
Streptococcus mutans (ATCC 25175), una vez adquiridas
fueron activadas, y colocadas en el caldo de cultivo pre-
parado determinandose la CMI (Concentracién minima
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inhibitoria) de cada extracto mediante el método de dilu-
cion en medio liquido.

El caldo de cultivo fue preparado con 30 ml TSB (Tryptic
Soy Broth) + 2 ml tween 20, distribuido en 1 ml del cal-
do de cultivo en 20 tubos tapados para posteriormente
esterilizarlos a 121° C por 15 minutos. Separados en se-
ries de 10 tubos debidamente identificados para cada
extracto de arrayan, siguiendo una serie de progresion
aritmética de transferencia de ml de extracto.

La activacion de las cepas ATCC, se realiz6é en el La-
boratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Central del Ecuador, llevan-
dose a una concentracién bacteriana de 1 x 108 UFC/ml,
suspendiendo a varias colonias en solucién salina hasta
lograr una turbidez visible igual a la densidad correspon-
diente al 0,5 de la escala de Mcfarland.

En los tubos del caldo de cultivo con las diferentes concen-
traciones de aceite se inocularon 1 000 pl de Streptococcus
mutans y 100 pl de Streptococcus sanguis que fueron incu-
bados a 37° C por 48 horas, posteriormente sembrados en
agar sangre e incubados por 48 horas las dos cepas eva-
luadas, para determinar la concentracion minima bacterici-
da (C.M.B.), cumplido el tiempo establecido se determiné la
CMB de cada extracto y para cada microorganismo.

Una vez definidas la CMB para Streptococcus sanguis
que fue de 3,13 % y para Streptococcus mutans que
fue de 6,25% se prepararon nuevamente los inéculos
de las bacterias con la metodologia antes mencio-
nada, realizandose la siembra en Agar Mueller Hin-
ton adicionado con sangre al 2% dejandola secar las
placas por 5 minutos. El extracto acuoso del arrayan
quedo excluido de las unidades de analisis, luego de
la determinacién de la C.M.B., debido a que se obser-
vo crecimiento indiscriminado en todas las cajas Petri
empleadas tanto para Streptococcus mutans como
para Streptococcus sanguis.
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Con respecto al extracto oleoso obtenido se prepararon
las diluciones requeridas (Streptococcus sanguis: 3,13 %
y Streptococcus mutans: 6,25%), que son las concentra-
ciones en las cuales dejaron de crecer las bacterias, luego
con una pipeta se impregné discos de papel de filtro
Whatman de 5 mm estériles, con cada una de las sus-
tancias a investigar cada uno impregnado con 20 pl del ex-
tracto oleoso del arrayan, 20 pl de clorhexidina al 0,12% y
otro con agua destilada estéril que sirvieron como control
positivo y negativo respectivamente, posteriormente con
pinzas estériles, se colocaron los tres discos de papel fil-
tro en cada caja Petri, tanto para Streptococcus mutans
como para Streptococcus sanguis.

Se dejaron reposar las placas por 15 minutos a temperatura
ambiente y luego se incubaron por 48 h a 37 °C tanto para
Streptococcus mutans como para Streptococcus sanguis.
Posteriormente se midieron los halos de inhibicién median-
te una regla calibrada y se anotaron. Este procedimiento se
realizé en 15 placas de agar por cada estreptococo.

RESULTADOS

Fue evaluado el arrayan en sus dos extractos, acuoso
y oleoso, a diez concentraciones por cada extracto y
para cada microorganismo, determinandose la C.M.B.
determinandose para el extracto oleoso de arrayan para
Streptococcus mutans en 6,25% y en 3,125% para
Streptococcus sanguis, mientras que la C.M.B. para el
extracto acuoso de arrayan para Streptococcus mutans
y para Streptococcus sanguis fue nulo.

Con estos resultados, se evaluaron a través de la me-
dicion de halos de inhibicion la capacidad de tres solu-
ciones, extracto oleoso de arrayan a una concentracion
de 3,125% para Streptococcus sanguis y 6,25% para
Streptococcus mutans, clorhexidina al 0,12% y agua
destilada, determinandose que los diametros de los ha-
los para Streptococcus mutans son menores a los obte-
nidos en Streptococcus sanguis.

Para el extracto oleoso de arrayan frente a Streptococ-
cus sanguis se registré un valor medio del halo de inhi-
bicién de 22,5 mm, muy superior a los obtenidos con
la clorhexidina que fue de 13,3 mm y obviamente mejor
que el control negativo, en el que no se registré halo de
inhibicion, estos resultados fueron evaluados estadisti-
camente mediante la prueba de ANOVA que estim6 una
significancia p=0, que determina que la diferencia en el
valor medio del halo de inhibicién es significativa entre
los tres grupos frente a Streptococcus sanguis.

Para el extracto oleoso de arrayan frente a Streptococ-
cus mutans se registré un valor medio del halo de inhi-
bicién de 17 mm, muy superior a los obtenidos con la
clorhexidina que fue de 13,4 mm y mejor que el control
negativo, en el que no se registrd halo de inhibicion, va-
lores que estadisticamente fueron evaluados mediante la
prueba de ANOVA estimando una significancia p = 0, que
determina que la diferencia en el valor medio del halo de
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inhibicion es significativa entre los tres grupos frente a
Streptococcus mutans.

Empleando escala elaborada y probada previamente??
para demostrar la susceptibilidad que tienen los mi-
croorganismos a diversos aceites esenciales, se de-
terminaron tablas de actividad antimicrobiana basada
en porcentajes en funcion al diametro del halo de in-
hibiciéon de crecimiento bacteriano, donde se realiz6 la
valoracién del nivel de sensibilidad frente a Streptococ-
cus sanguis, determinandose que 73,3% de las mues-
tras con extracto oleoso de arrayan fueron sumamente
sensibles con un halo mayor a 20mm, en tanto que la
clorhexidina presenté un 93,3% de muestras con sen-
sibilidad al limite con un halo entre 8 y 14 mm y apenas
6,7% de sensibilidad media.

Para la valoracién del nivel de sensibilidad frente a
Streptococcus mutans, se determin6é que 100% de las
muestras con extracto oleoso de arrayan fueron de sen-
sibilidad media, en tanto que la clorhexidina present6 un
86,7% de muestras con sensibilidad al limite y apenas
13,3% de sensibilidad media.

DISCUSION

La caries es una enfermedad diseminada y estudiada
alrededor de todo el mundo, donde la interaccién de
multiples factores permite su origen'. Uno de los gran-
des factores es la presencia de la placa dental, que
desarrolla las condiciones idoneas para el crecimiento
de microorganismos precursores de caries, entre ellos
Streptococcus sanguis, que al ser uno de los primeros
colonizadores creara el ambiente ideal para la anida-
cion de Streptococcus mutans, principal microorganis-
mo causante de caries®, existen diferentes sustancias
quimicas capaces de controlar la actividad microbiana,
actuando sobre la pared celular de las bacterias o impi-
diendo que se adhieran a la superficie dental, como es
el caso de la clorhexidina®®, que justamente fue usada
en nuestro estudio como control positivo, al ser con-
siderada hoy en dia el “gold estandar” para control
de antimicrobianos bucales® sin embargo los efectos
secundarios que esta sustancia produce al ser usada
como colutorio a largo plazo, ha permitido despertar el
interés en producir sustancias para el control de la pla-
ca a base de sustancias naturales.

La busqueda por un elemento natural que permita actuar
sobre cepas de microrganismos con minimos efectos
colaterales, llevan a considerar la evaluacion del arrayan
tomando como base estudios previos?', quienes com-
probaron que el extracto oleoso del arrayan presenta un
amplio espectro de accién antibacteriano, sobre bac-
terias causantes de enfermedades bucales entre ellas
Streptococcus mutans, empleando para ello un extracto
hexanico de la planta. Las dificultades en obtener este
tipo de extracto llevaron a plantear en la presente investi-
gacion, el uso de un extracto acuoso y oleoso de arrayan
con diferentes disoluciones en tween 20 y su capacidad
antibacteriana.
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Aparentemente la infinidad de métodos para obtener
extractos de plantas, difiere de las propiedades de la
misma, influyendo por ende en los resultados, por eso
si bien el estudio buscé en primer momento determinar
el efecto antimicrobiano del extracto acuoso y oleoso de
arrayan, los resultados revelaron que el extracto acuo-
so no fue capaz de inhibir el crecimiento bacteriano a
ninguna concentracién, en tanto que el extracto oleoso
mostro gran actividad antibacteriana, a concentraciones
de 6,25 ppm para Streptococcus mutans y de 3,25 ppm
para Streptococcus sanguis, resultados que difieren con
estudios reportados®® donde fueron empleados extrac-
tos etandlico, hexanico y acuoso, encontrando que el
extracto acuoso del arrayan presentd una actividad in-
hibitoria leve sobre Streptococcus mutans; en contraste
con el extracto etandlico que evidencio los mejores re-
sultados sobre las bacterias evaluadas.

Los metabolitos secundarios presentes en el arrayan jue-
gan un papel importante en la accion bioldgica de esta
planta sobre patégenos? causantes de enfermedades
bucofaringeas, demostrando mediante pruebas fitoqui-
micas la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos y
saponinas?', a este hecho se suma la accion de ciertos
metabolitos, azucares reductores, principios amargos,
catequinas, triterpenos-esteroles, quinonas, antocianidi-
nas y aceites esenciales también reportadas.

Los principios activos del arrayan le otorgan a esta plan-
ta su caracteristica antimicrobiana,'® que fue comproba-
da en este estudio, mediante el extracto oleoso, donde el
halo de inhibicién para Streptococcus sanguis tuvo una
medida representativa de 22,5 mm en comparacién con
el control positivo de clorhexidina que presento un halo
de inhibicién de 13,3 mm, en tanto que para Streptococ-
cus mutans, se obtuvieron halos de inhibiciéon de 17,0
mm superando también al control positivo clorhexidina,
demostrando una alta sensibilidad de las bacterias al
contacto del arrayan en extracto oleoso sobre bacterias
gram positivas, coincidiendo con otros autores?*.

El uso ancestral del arrayan evidencia su eficacia en
cuanto a su actividad antifungica® y antimicrobiana, lo
que le hace merezca ser considerada en futuras inves-
tigaciones, abriendo con este estudio nuevas lineas de
investigacion y la posibilidad de en un futuro poder ob-
tener un enjuague o gel de arrayan a una concentracion
adecuada que permita obtener una actividad antimicro-
biana sobre las bacterias bucales con un minimo o nin-
gun efecto negativo, de la misma manera la asociacion
del arrayan con otras sustancias es una condicion que
merece ser considerada y discutida buscando la mejor
manera de inhibir la actividad bacteriana.

CONCLUSIONES

En las condiciones que este estudio fue ejecutado pode-
mos concluir que las colonias de Streptococcus mutans
y de Streptococcus sanguis, fueron sensibles ante el ex-
tracto oleoso del arrayan en una concentracion de 6,25
(ppm) ante el Streptococcus mutans y de 3,125 (ppm)
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ante el Streptococcus sanguis. El extracto acuoso del
arrayan sin embargo, no presenté efecto alguno sobre
colonias de Streptococcus mutans ni sobre colonias de
Streptococcus sanguis.
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