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Resumen

Introduccion: La caries dental es un problema grave de salud publica; ya que la
mayor parte de la poblacion en nuestro pais la padece, en ella influyen diversos
factores; principalmente la mala higiene y el alto consumo de carbohidratos que
ayudan a la colonizacién de microorganismos. El Streptococcus mutans es el
principal responsable del proceso de desmineralizacion dental ya que produce
polisacaridos extracelulares tomando como base la sacarosa, sin embargo, se
puede prevenir desde el hogar, con habitos de higiene; como el uso de hilo dental,
una buena técnica de cepillado, el uso de enjuagues dentales'y pastas que
contengan ingredientes activos que ayuden a crear un afecto antimicrobiano.

Objetivo: Valorar los diferentes ingredientes activos presentes en las pastas
dentales, para determinar cual logra un mejor afecto. antimicrobiano contra el
Streptococcus mutans y asi utilizarlas para disminuir el riesgo a caries.

Material y métodos: Disefio experimental in vitro, en 10 cajas Petri con agar
TYS20B inoculadas con Streptococcus mutans, con sensidiscos impregnados; cada
uno, con pasta dental la cual contiene aloe vera, nano particulas de plata, quitosan
o flaor. Control positivo clorhexidina al 0.12% y agua bidestilada como control
negativo. Variables cuantitativas, continua y se utilizé el software IMAGEJ para
medir en mm los halos de inhibicion. Se realiza un analisis estadistico descriptivo.
mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov determinando una distribucién normal, los
datos se sometieron a la prueba ANOVA y Tukey. Obteniendo como diferencia
estadisticamente significativa p < 0.0001.

Resultados: Al medir los halos de inhibicion de cada caja Petri que previamente
fueron inoculados con Streptococcus mutans, pudimos obtener como resultado que
los sensidiscos impregnados con pasta dental la cual contenia aloe vera fueron los
gue crearon mayor halo de inhibicién seguidos de los sensidiscos impregnados con
pasta dental con nano particulas de plata.

Conclusiones: Las pastas dentales que contienen algunos otros ingredientes
activos independientemente a las que conocemos comunmente que contienen fldor,
son eficaces ya que nos ayudan a inhibir el efecto antimicrobiano del Streptococcus
mutans; el principal microorganismo involucrado en la patologia de la caries.

Palabras clave: Streptococcus mutans, caries, pasta dental.



Summary

Dental caries is a serious public health problem since most of the population in our
country suffers from it, various factors influence it; mainly poor hygiene and high
consumption of carbohydrates that help the colonization of microorganisms.
Streptococcus mutans is the main responsible for the dental demineralization
process since it produces extracellular polysaccharides based on sucrose, however,
it can be prevented from home with hygiene habits, such as the use of dental floss,
a good brushing technique, the use of tooth rinses and pastes that contain active
ingredients that help create an antimicrobial effect.

Objetive: Evaluate the different active ingredients present' in toothpastes, to
determine which one achieves a better antimicrobial effect against Streptococcus
mutans and thus use them to reduce the risk of cavities.

Materials and methods: In vitro experimental design, in 10 Petri dishes with
TYS20B agar inoculated with Streptococcus mutans, impregnated sensidisks were
placed; each one, with toothpaste which contains aloe vera, nano silver particles,
chitosan or fluoride. Chlorhexidine 0.12% positive control and double distilled water
as negative control. Petri dishes that did not show alterations in their shape were
included and those that presented fractures, irregularities in their surface or any
alteration during the process were excluded. Quantitative variables, continuous and
the IMAGEJ software was used to measure the inhibition halos in mm. A descriptive
statistical analysis is carried out.

Results: By measuring the inhibition halos of each Petri dish that were previously
inoculated with Streptococcus mutans, we were able to obtain as a result that the
sensidisks impregnated with toothpaste which contained aloe vera were the ones
that created the greatest inhibition halo, followed by sensidisks impregnated with
toothpaste with nano silver particles.

Conclusions: Toothpastes that contain some other active ingredients,
independently of those that we commonly know to contain fluoride, are effective as
they help us to inhibit the antimicrobial effect of Streptococcus mutans; the main
microorganism involved in caries pathology.

Key words: Streptococcus mutans, tooth decay, toothpaste.
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l. Introduccioén

La salud oral es de suma importancia para el desarrollo optimo del ser
humano, ya que la boca es la principal entrada al cuerpo; mediante ella podemos
desarrollar diversas funciones como; respirar, hablar, masticar entre otras. Es por
eso que acudir a citas consecutivas con el dentista nos ayudara a mantener una
buena salud bucodental y libre de caries, puesto que esta enfermedad es la principal
causante de la perdida de algun 6rgano dental, cuando esto sucede la armonia que

existe en la cavidad oral se altera.

La caries dental aparece en la superficie dental como una lesion blanca
debido a un proceso de desmineralizacibn que es ocasionado por ciertos
microorganismos que se alimentan de los residuos de alimentos ricos en
carbohidratos que dejamos al no realizar-una correcta técnica de cepillado; uno de
ellos y el principal causante es el Streptococcus mutans el cual produce
polisacaridos extracelulares mediante la sacarosa por medio de dos enzimas la
glucosiltransferasa y la fructosiltransferasa. El Streptococcus mutans es una
bacteria de tipo anaerobica facultativa; esto quiere decir que logra un desarrollo

optimo en presencia de oxigeno, pero también puede lograrlo si no existe.

La cantidad de productos dentales como hilo dental, enjuagues y pastas
gue existe en el mercado es muy diversa ya que la poblacién asi lo demanda, por
lo tanto, para una oportunidad de vida saludable, los productos naturales de higiene
bucodental que existen son recomendables para usarlos de manera cotidiana, sin
embargo, es importante saber si los ingredientes activos que contienen las pastas
dentales tienen un efecto antimicrobiano eficaz. Sabemos que el cepillado por si
solo es capaz de remover de manera mecanica todos los restos de alimentos, solo
si se hace de manera correcta. La mayoria de la poblacion no destina ni el tiempo
ni forma adecuada de hacerlo; es por eso que agregar pasta dental nos ayuda a
proteger los dientes, puesto que sus ingredientes logran neutralizar el ph; de esta

manera las bacterias no puedan tener un medio oral 6éptimo para desarrollarse.



Los ingredientes de las pastas dentales brindan un efecto anticariogénico,
por lo tanto, deben de ser incluidos para el control de la placa en nifios, ya que en
ellos la remocion mecénica de los alimentos es dificil, debido a su poca destreza en
los movimientos motrices. Regularmente la formulacion de dentifricos contiene una
combinacion de fluoruros y detergentes, principalmente el dodecil sulfato de sodio
que sirve para mejorar el cepillado y, por lo tanto, prevenir enfermedades. Sin
embargo, en la mayoria de los individuos, el cepillado por si solo es inadecuado
para eliminar la placa dentobacteriana hasta el punto de prevenir el desarrollo de

enfermedades como la caries.

Existe una sociedad creciente con deseo de encontrar y confiar en los
compuestos naturales para cuidar su salud y la de sus hijos; ya que la difusiéon de
agentes patdégenos ha creado resistencia a los medicamentos y esto significa una
amenaza; es por eso que nos preguntamos cual pasta dental es mas eficiente ante

la eliminacion de microorganismos productores de caries.

Los ingredientes activos que elegimos para nuestro estudio son: aloevera,
nano particulas de plata, quitosan y flor. Evaluamos el halo de inhibicién que crean
contra Streptococcus mutans haciendo una investigacion exhaustiva y nuestro

propio estudio.



JUSTIFICACION.

Le permitira al clinico corroborar que el efecto antimicrobiano de las pastas
dentales con otros ingredientes activos; aparte del fldor, son eficaces para la
eliminacién del Streptococcus mutans como coadyuvantes del cepillado dental, esto
le permitird al odontdlogo y al paciente tener méas opciones acordes a sus
necesidades y gustos.



Il. Antecedentes

La cavidad bucal es la principal via de acceso al organismo; si la
alimentacion e higiene oral no son las correctas, el estado de salud en general se
vera afectado. Los cuidados orales se pueden realizar desde casa, es por eso que
en el mercado existen infinidad de productos, los cuales tiene diferentes
compuestos e ingredientes activos con el fin principal de disminuir la reproduccion
de microorganismos patdgenos productores de Aacidos, que ayudan a la
desmineralizacion, como lo es el Streptococcus mutans, el principal responsable de

la caries.

Sondi y Salopek-Sondi (2004) hablaron sobre actividad antimicrobiana de
las nanoparticulas de Ag en las bacterias gramnegativas, esto dependié de la
concentracion de nanoparticulas de Ag y se asocio con la formacién de "picaduras”
en la pared celular de las bacterias. Luego, las nanoparticulas de Ag acumuladas
en la membrana bacteriana causaron la permeabilidad y muerte celular. Sin
embargo, dado que esos estudios incluyeron iones Ag con carga positiva y
nanoparticulas de Ag con carga negativa, no es suficiente para explicar el

mecanismo antimicrobiano de carga positiva de los iones Ag.

Dilip et-al (2008) realizo un estudio preliminar in vitro comparando tres
dentifricos y demostré que el gel dental de aloe vera fue tan efectivo como dos
pastas dentales populares en el mercado para controlar los diversos
microrganismos utilizados en su estudio. Ademas, demostré que el gel tiene un
efecto antibacteriano superior contra Steptococcus mitis a pesar de la ausencia de
fluoruro adicional. Sin embargo, para garantizar sus resultados y la efectividad de
los productos para el cuidado de los dientes, se deben realizar ensayos clinicos

adicionales a largo plazo que incorporen mas aislamientos de muestras clinicas.

Tsai y Su (2009) han verificado que la actividad antimicrobiana del

quitosano esta directamente relacionada con la absorcion del polisacéarido en la



bacteria, lo que causara alteraciones en la estructura de la pared celular, en

consecuencia, en la permeabilidad de la membrana celular.

Prabhu y Poulose (2012) han revisado la eficacia y la utilidad de las
nanoparticulas de plata (Ag) en las industrias del area de la salud. EI mecanismo de
los efectos inhibitorios de los iones Ag sobre los microorganismos es parcialmente
conocido. Algunos estudios han informado que la carga positiva en el ion es crucial
para su actividad antimicrobiana a través de la atraccion electrostética entre la
membrana de carga negativa del microorganismo y las nanoparticulas cargadas

positivamente.

Chi et al (2014) realizo un estudio en donde se inform6 que el método
tradicional de cepillarse los dientes con una pasta dental con xilitol / fluoruro suave
no se considera mas influyente en la disminucion de la caries del nivel del
Streptococcus mutans en comparacion. con el uso de pasta dental con fluoruro
solamente en nifios con mayor riesgo. Se ha demostrado en varios estudios in vitro
y en los estudios realizados en animales que el fluoruro es efectivo en la pasta dental

con xilitol / fluoruro contra Streptococcus mutans.

Santos et al. (2014) evaluaron el efecto antimicrobiano y actividad citotoxica
del fluoruro de nanoparticulas de plata contra Streptococcus mutans en
comparacion con la clorhexidina y la diamina de plata fluoruro. Se descubrié que el
NSF es bacteriostatico y compuesto bactericida y los valores de MIC y MBC para
las cepas ATCC (25,175) fueron 33.54 1452 mg / mL y 50.32 mg /mL,
respectivamente. La diferencia entre los valores de MIC (p = 0.032) y el MBC (p =

0.035) de las sustancias analizadas fueron evaluados por significacién estadistica.

Por otro lado, Randall et al (2015) declaré que las pastas dentales fluoradas
y otros componentes de las pastas dentales como el triclosan y el laurilsulfato de

sodio produjeron actividad antibacteriana contra Steptococcus mutans.



Kurian and Geetha (2015) mencionan que el recuento bacteriano es una de
las principales razones para el comienzo de la caries dental. La sacarosa es
utilizada por Streptococcus mutans que producen un polisacarido adhesivo,
extracelular, a base de dextrano que les permite cohesionarse, formando placa
dentobacteriana, al utilizar pasta de dientes a base de hiervas y una pasta de
dientes a base de fluoruro se utilizé para su estudio. El efecto de estas dos pastas
de dientes en el Streptococcus mutans fueron estudiados por la técnica de difusion
de agar agar y los resultados se compararon entre oS misSmos grupos.

Galillet y Rouanet (2015) indicaron que las nanoparticulas de Ag en la pasta
de dientes y otros productos pueden estar asociadas con el desarrollo de
inflamaciones del tracto gastrointestinal. Sin embargo, debido a que la pasta dental
estd indicada para uso topico en lugar de-sistémico y también en pequefias

cantidades, las reacciones adversas son poco probables.

Villalobos et al. (2018) observaron una reduccion significativa en la placa y
gingivitis después de uso de enjuagues bucales de 30 dias con aloe vera asociado
con el cepillado de dientes. Ademas, de Oliveira et al (2019) encontraron que tanto
el dentifrico que contenia Aloe vera como el dentifrico que contenia fluoruro
produjeron una reduccion significativa de la placa dentobacteriana y la gingivitis,
pero no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ellos.
Aunque se ha demostrado claramente que el control mecanico de la placa dental

retrasa el avance de la gingivitis y la enfermedad periodontal.



I1l. Fundamentacion tedrica

El Streptococcus mutans produce polisacéridos extracelulares a partir de la
sacarosa a causa de dos enzimas: la glucosiltransferasa (GTF) y  la
fructosiltransferasa (FTF). La GTF sintetiza glucano mediante la glucosa, y la FTF,

fructano a partir de la fructosa (Loesche, 1986).

Las pastas dentales estan hechas mediante una combinacion de fluoruros
y detergentes, principalmente dodecil sulfato de sodio que mejoran la eficacia del
cepillado y, por lo tanto, previenen enfermedades. Sin embargo, en la mayoria de
las personas, el cepillado por si solo es inadecuado para eliminar la biopelicula oral
hasta el punto de prevenir el desarrollo de enfermedades como la caries (Davies,
2008).

La Barbadensis miller o cominmente conocida como aloe vera, es un
remedio casero conveniente que se puede usar como agente humectante y para
tratar guemaduras menores y abrasiones en la piel. Es una planta tipo cactus, pero
pertenece a la familia de los lirios. Hay méas de 300 variedades de la planta de aloe,
pero la variedad de Aloe barbadensis exhibe las mejores propiedades medicinales.
El uso moderno del aloe vera se documenté por primera vez en la década de 1930

para curar las quemaduras por radiacion (Crewe, 1939).

La eficacia del Aloe barbadensis miller aumenta cuando la planta se
cosecha después de tres afios de desarrollo, pero su potencia nutritiva disminuye

después de 12 afios de crecimiento (Korkmaz et al., 2019).

El gel de aloe perdera su potencia completa si se expone a la luz solar
durante mas de dos horas, ya que facilmente se oxida; en consecuencia, es
necesario estabilizarlo bajo estandares farmacéuticos para un uso inmediato y una
vida util mas larga. Organizaciones sin fines de lucro como el International Aloe

Science Council han establecido estandares para la aprobacion del aloe vera y



otorgan su sello de calidad para los productos de aloe. Dichos productos son mas
beneficiosos, ya que el sello se otorga solo a aquellos productos con beneficios

terapéuticos establecidos (Dintenfass and Sharp,1969).

El quitosano es un compuesto natural derivado del biopolisacarido quitina'y
tiene una estructura de carbohidrato policationico. La quitina es el .segundo
biopolimero mas abundante en la naturaleza y se puede encontrar en conchas de
crustaceos, exoesqueletos de artrépodos y las cuticulas de los insectos. El
guitosano tiene muchas propiedades, entre las que se encuentran la actividad

antimicrobiana y la no toxicidad (Kittur et al., 2005).

Se obtiene de la desacetilacion alcalina de la quitina, no existe una
nomenclatura que garantice definitivamente una diferencia entre quitina y quitosano,
el término quitosano generalmente representa copolimeros catidnicos que consisten
en 2-amino-2-desoxi-p-D-glucosa (60-100%) y 2-acetamino -2-desoxi-B-D glucosido
(0-50%), unidos juntos por enlaces (1 — 4). 14-17 El quitosano es el derivado
principal de la quitina. Desacetilacion en la que el grado medio de desacetilacion

gue representa el porcentaje de grupos NH 2 libres es superior al 60% (M, 2017).

El grado promedio de acetilacion de quitosano es una medida del nimero
promedio de 2 acetamida-2-dexosi-D-glucopiranosa y unidades de 2-amino-2-
desoxi-D-glucopiranosa. El porcentaje relativo de estas unidades tienen una
influencia directa sobre la solubilidad del quitosano y es un parametro importante
que determina el grado promedio de acetilacién o indirectamente el grado promedio
de desacetilacion, de esta manera representa la concentracion de grupos amino,
ademas de ejercer una gran influencia en las propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas (M, 2017).

Los grupos amino del quitosano son mas reactivos con respecto a los

grupos acetamido de quitina. El par de electrones libres de nitrégeno en los grupos



amino son responsables de la adsorcion de los cationes metalicos. ElI grado
promedio de desacetilacion determina la fraccion de amino grupos que estan
disponibles para la interaccion con metales. La protonacion de grupos amino en
soluciones &cidas es responsable de la electrostatica atraccién de aniones (Kmiec,
2017).

A diferencia de la quitina, el quitosano es soluble en medio acido diluido, el
cual forma un polimero catiénico que confiere propiedades especiales diferenciadas
con respecto a las fibras vegetales (Kmiec, 2017).

Los iones de plata (Ag + / Ag ++) son reconocidos generalmente como el
agente bioactivo, suministrado para diversas aplicaciones clinicas que contienen
plata formulaciones que comprenden sales de plata, 6xido de plata, plata metalica,

guelatos de plata y particulas de plata (Panpaliya et al., 2019).

Los compuestos a base de plata se han usado ampliamente en muchos
aplicaciones bactericidas debido a su fuerte toxicidad a un amplio gama de

microorganismos (Morones et al., 2005).

lones de plata y./ o nanoparticulas modulan el perfil de fosfotirosina de
péptidos bacterianos 'putativos que afectan la sefial bacteriana transduccion e
inhibicién del crecimiento del organismo y lisis celular (Garcia-Contreras et al.,
2011).

La plata tiene una alta afinidad quimica por los compuestos que contienen
nitrégeno, azufre y fésforo, por lo que se ha sugerido que el poder inhibidor de los
iones de plata se debe a su interaccion con los grupos tiol de proteinas y la porcion

de fosfolipidos de la membrana bacteriana (Liza Barreto et al., 2005).

Cuando se forma en nanopatrticulas, la plata interactia mas intensamente con otras
moléculas organicas e inorganicas debido a su mayor area superficial y actia sobre

la membrana bacteriana para alterar su permeabilidad, causando su ruptura. Dentro



de la célula, la plata interactta con los acidos nucleicos para evitar la replicacion de

las células (Liza Barreto et al., 2005).
La plata induce principalmente la desnaturalizacion y la oxidacion de la

pared celular, lo que provoca la ruptura de organulos celulares internos provocando

la muerte de las bacterias (Lara et al., 2010).

10



IV. Hipdétesis

Hipotesis de trabajo
Las pastas dentales con nano particulas de plata como ingrediente activo producen
mayor halo de inhibicidbn en cajas Petri inoculadas con Streptococcus mutans en

comparacion con la aplicacion de pastas con Aloe Vera, Quitosano y fluoruro.
Hipodtesis nula Las pastas dentales con fluoruro como ingrediente activo producen

mayor halo de inhibicion en cajas Petri inoculadas con Streptococcus mutans en

comparacion con la aplicacion de pastas con Aloe Vera, Quitosano y fluoruro.

11



V. Objetivos
V.1 Objetivo general

Determinar que pasta dental con ingrediente activo: Aloe vera, Nano particulas de
plata, Quitosano o fluoruro produce mayor halo de inhibicibn en cajas Petri
inoculadas con Streptococcus Mutans in vitro.

V.2 Objetivos especificos

1. Medir el halo de inhibicibn en cajas Petri inoculadas con Streptococcus
Mutans posterior a la aplicacion de pasta dental con Aloe Vera como
ingrediente activo después de 24 hrs.

2. Medir el halo de inhibicibn en cajas Petri inoculadas con Streptococcus
Mutans posterior a la aplicacién de pasta dental con Nanoparticulas de plata
como ingrediente activo después de 24 hrs.

3. Medir el halo de inhibicibn en cajas Petri inoculadas con Streptococcus
Mutans posterior a laaplicacion de pasta dental con Quitosano como
ingrediente activo después de 24 hrs.

4. Medir el halo de inhibicion en cajas Petri inoculadas con Streptococcus
Mutans posterior a la aplicacion de pasta dental con fluoruro como
ingrediente activo después de 24 hrs.

Comparar la medida de los halos de inhibicion en cajas Petri inoculadas con
Streptococcus Mutans después de la aplicacion de pasta dental con Aloe vera, Nano

particulas de plata, Quitosano y flior como ingredientes activos después de 24hrs.

12



VI. Material y métodos
VI.1 Tipo de investigacion
Experimental in vitro
V1.2 Poblacién o unidad de analisis
Cultivos en cajas Petri con agar TYS20B inoculadas con Streptococcus mutans.
VI.3 Muestra y tipo de muestra

10 cajas Petri con agar TYS20B inoculadas con Streptococcus mutans.
Pozos con pasta dental con aloe vera, Nano particulas de plata, quitosano y fluoruro

como ingrediente activo en 10 cajas Petri inoculadas con Streptococcus mutans.

Grupo control positivo: 10 pozos con pasta dental con clorhexidina al 0.12% en cajas
Petri inoculadas con Streptococcus mutans.

Grupo control negativo: 30 pozos conagua bidestilada en cajas Petri inoculadas con

Streptococcus mutans

VI1.3.1 Criterios de seleccién

Cajas Petri con agar TYS20B inoculadas con Streptococcus mutans sin
alteraciones.

Criterios de exclusion: Cajas Petri con agar TYS20B con fracturas e irregularidades
en su superficie.

Criterios de eliminacion: Cajas Petri con agar TYS20B que sufran algin accidente

0 se contamine el medio de cultivo, durante el proceso.
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VI.3.2 Variables estudiadas

Variable dependiente.

Variable Definicion Definicion Tipo de Escala de Unidad de
conceptual operacional variable medicién medida
Zona Midiendo | Cuantitativa | Continua | milimetros
Halo de formada en mm. el
inhibicion de alrededor halo de
Streptococcus | de un pozo | inhibicién
mutans con pasta
dental que
inhibe y
detiene el
crecimiento
bacteriano
Variable Definicién Definiciéon Tipo de Escala Unidad
conceptual operaciona | variable de de
I medicio medida
n
Pasta Pasta dental libre | evaluada Cuantitativ | Continu | milimetro
dental con | de fluoruro que | en a a S
aloe vera se utiliza como | intervalos
como coadyuvante en | de tiempo
ingredient la higiene oral | de 24
e activo.. | con propiedades, | horas.
Analgésicas,
antibacterianas,
antigungicas y
antivirales, no
toxico.
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Pasta Es una pasta evaluada Cuantitativ | Continu | milimetro
dental con | dental utilizada | en a a S
quitosano como intervalos

como coadyuvante en | de tiempo
ingredient la higiene oral; | de 24

e activo. derivada de un | horas.
polisacéarido

natural no toxico,
biocompatible,
biodegradable

con propiedades
antibacterianas.

evaluada

Pasta Pasta dental con | en Cuantitativ | Continu | milimetro
dental con | propiedades intervalos | a a S

nano antibacterianas, | de tiempo
particulas | utilizada como de 24

de plata | coadyuvante en | horas.
como la higiene oral.
ingredient | Dentro de la
e activo. | célula, la plata
interactta con los
acidos nucleicos
para evitar la
replicacion
celular.
Pasta dental que | evaluada

Pasta contiene fldor | en Cuantitativ | Continu | milimetro
dental con| que actia como | intervalos |a a S

fluoruro auxiliar quimico | de tiempo

como en la prevencion | de 24
ingredient de la caries horas.

e activo. dental.
Actla en el
proceso de

desmineralizacio
ny
remineralizacion
del esmalte
reduciendo la
solubilidad
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VI.4 Técnicas e instrumentos

Se midi6 el halo de inhibicion con el software “IMAGEJ” el cual arrojo una medida
en milimetros, posteriormente se hizo la recoleccion de datos mediante tablas de
Excel y un analisis estadistico mediante un software especifico llamado SPSS;
como ultimo paso se grafico para obtener valores que se evaluaron en nuestro

estudio.

VI.5 Procedimientos
Preparacion de agar TYS20B

Se contacto a proveedores especificos de pastas dentales, ingredientes
para medio de cultivo Agar TYS20B (figura 1) bacterias y cajas Petri, al revisarse
estuvieron en condiciones Optimas, completamente selladas.

b)

&
o
lmuaa'l' i

=
S
<
,¢

Figura 1: Materiales adquiridos con distibuidor.

Se preparo el agar para el cual se necesité seguir las indicaciones del
fabricante, dosificando 10 gr de Agar TRYS20B, 2.5 gr de extracto de levadura, 50
gr de sucrosa y 250 ml de agua bidestilada (figura 2a), posterior a esto se coloco en
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un recipiente con las medidas sefialadas y se puso en un agitador magnético el cual

calienta y diluye la solucion (figura 2b).

b)

Figura 2: preparacion de agar TYS20R

La solucion se coloca en la autoclave para esterilizarse durante 15 min a
121 C°, (figura 3) una vez esterilizados los medios de cultivo con agar, se enfri el
recipiente en el chorro de agua teniendo cuidado de no mojar la boca de los frascos.
Se agrega 61 pL la bacitracina

Figura 3: autoclave

Se limpié la superficie de trabajo con alcohol (figura 4a) se prendi6 el
mechero y se trabaj6 cerca de la flama, aproximadamente entre 10-15 cm en el area
aséptica. Para verter el medio en las cajas Petri, se abrio la botella y las cajas en
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condiciones asépticas y se vertio aproximadamente 30mL de medio por caja (figura
4b), se tapo y dejo solidificar. Se realizaron pruebas de contaminacién para
comprobar la esterilizacion y manipulacion correcta de los medios de cultivo

preparados:

a. Se colocaron las cajas de Petri en posicion invertida en la incubadora a 350C
durante 24 a 48 horas.
b. Se revisaron las cajas para detectar la presencia de contaminantes: con la

aparicion de colonias en la superficie de los medios soélidos.

Al finalizar el tiempo de esterilizacion, se apag6 el boton de encendido y se
dejo enfriar hasta que la presion haya bajado totalmente. La aguja del manometro
indico cero. Se abrio la autoclave, verificando previamente que estuviera apagada,
se abrié la valvula de presion completamente y luego las llaves de seguridad.

Se utilizaron guantes de asbesto para introducir o sacar el material de la autoclave.

El interior, la tapa, asi como las paredes de la autoclave, estan calientes.

b)

Figura 4. mesa de trabajo donde se vertio el agar
en las cajas Petri de manera aséptica
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Inoculacion de agar con Streptococcus mutans

Se aseo el area de trabajo antes y después de la sesién de laboratorio con
solucién sanitizante. Se tomaron las bacterias con una probeta (figura 5a) y se
inoculo el agar con Steptococcus mutans mediante técnica de estrias. Nos
colocamos en un lugar iluminado, evitando corrientes de aire, cerca de la flama del
mechero. Esté flama crea a su alrededor una atmésfera estéril y ademés se utilizé
para esterilizar o flamear el material usado durante la siembra.

Las cajas Petri se manipularon semiabiertas, siempre orientando la abertura
hacia la llama del mechero en zona aséptica. Las tapas de las placas de Petri nunca
se colocaron sobre la mesa de trabajo.

Se tomo la placa Petri con la mano izquierda por la base con los dedos
medio a mefiique y la tapa con los dedos pulgar e indice (figura 5b). Se abrio la
placa cerca del mechero. Se esterilizo el asa de siembra a través de la flama y se
dej6 enfriar por unos segundos. Se.tomo una muestra de cultivo liquido diluido con
ayuda del asa de siembra. Se extendi6 a partir de un punto en la periferia de una
placa de medio solido en tres sectores de la placa formando estrias o lineas sobre
la superficie, siguiendo un patrén definido. El asa de siembra se esterilizo y enfrid
en el agar entre cada sector. Este proceso se repitié6 dos veces mas para tener un

triplicado.

Figura 5: inoculacion de agar con bacterias
(Steptococcus mutans)
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Se marcaron las cajas Petri con un marcador indeleble y con las iniciales de
cada pasta para no confundirlo y las pastas dentales se colocaron directamente en
los sensidiscos (figura 62)

a) Sensidisco impregnado con pasta de aloe vera.

b) Sensidisco impregnado con pasta de nanoparticulas de plata.

c) Sensidisco impregnado con pasta de quitosano.

d) Sensidisco impregnado con pasta de fltor.

e) Sensidisco impregnado con clorhexidina al 2 % (control positivo).

f) Sensidisco impregnado con solucion fisioldgica (como control negativo).

Se coloco el sensidisco impregnado con la pasta dental correspondiente
sobre el agar inoculado con Streptococcus mutans, 5 sensidiscos por caja Petri y
se dejo actuar durante 24hrs a 37° en una cadmara de incubacion (figura 6b)

b)

Figura 6: colocacion de sensidiscos sobre agar inoculado
con Streptococcus mutans.

Medicion de halos de inhibicion
1.-Se midieron los halos de inhibicion de los sensidiscos en cajas Petri que

contenian pasta dental con aloe vera mediante Software “Imagej”.
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2.-Se midieron los halos de inhibicion de los sensidiscos en caja Petri que contenian
pasta dental con nanoparticulas de plata mediante Software “Imagej”.

3.-Se midieron los halos de inhibiciébn de los sensidiscos en cajas Petri que
contenian pasta dental con quitosano mediante Software “Imagej”.

4.-Se midieron los halos de inhibicién de los sensidisco en cajas Petri que contenian
pastas dentales con flior mediante Software “Image;j”.

5.- Se midieron los halos de inhibicibn de los sensidiscos en cajas Petri que
contenian Clorhexidina al 2% mediante software “Imagej” el cual se consideré como
control positivo del estudio.

6.-Se midieron los halos de inhibicion de los sensidiscos en cajas Petri que
contenian solucion fisiolégica mediante Software “Imagej” el cual se consider6 como
control negativo del estudio.

7.- Se compararon las medidas de los halos de inhibicion de cada sensidisco en

cajas Petri.

Figura 7: Halo de inhibicién posterior a colocacién de
sensidiscos con pastas dentales
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VI.5.1 Andlisis estadistico

1.-Se hizo la recoleccién de datos en Tablas de Excel.

2.- Se realizo un analisis estadistico mediante software SPSS (V.25) y fabricacion
de graficas.

3.- El valor de p fue significativo en las pastas con quitosan y las pastas con flaor
que fueron evaluadas, obteniendo una diferencia estadisticamente significativa P
0.0001.

Se realizé la prueba Post Hoc de Tukey.

VI.5.2 Consideraciones éticas

Todas las practicas del laboratorio de Microbiologia General | en las que se
trabaja con microorganismos generan Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos
(R.P.B.1.), estos residuos son aquellos materiales generados que contengan
agentes biologico-infecciosos 0 sus productos (como los cultivos de
microorganismos) y que pueden causar efectos nocivos a la salud y al ambiente.
Los R.P.B.I. deberan ser tratados, con base en lo que establece la Norma Oficial
Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSAI-2002 y el MANUAL DE
PROCEDIMIENTOS EN MANEJO DE R.P.B.l. Los residuos peligrosos biolégico-
infecciosos deberan ser tratados.
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VIl. Resultados

Se realizo la recopilacion de datos, en donde se midié en milimetros cada
halo de inhibicion que se cre6 alrededor de los sensidiscos impregnados con pastas
dentales cada una con su ingrediente activo a evaluar, posterior a esto se hizo una

recopilacion de todos los datos (tabla no.1)

Tablano.l1  Didmetro de la zona de inhibicidn (en milimetros)

N Cajas 1AloeVera 2Nano Plata 3Quitosan 4Fluoruro 5Control
1 15.89 15.69 8.44 13.45 8.1
2 15.02 16.48 8.23 13.52 8.23
3 16.2 16.6 8.05 13.23 8.53
4 15.7 15.2 8.13 13.38 8.22
5 15.61 14.54 8.06 12.35 8.37
6 15.23 15.68 8.12 13.15 8.64
7 15.44 15.2 9.11 13.35 8.27
8 16.12 16.15 9.02 13.3 8.3
9 15.41 15.1 8.16 12.95 8.42
10 16.22 15.21 8.32 13.6 8.55

La puntuacion media mas alta se registro en las pastas de aloe vera,
seguida de las pastas con nanoparticulas de plata, las pastas con fltor y al final
las pastas de guitosan. (Tabla no. 2- figura. A)

Tabla no. 2 puntuacién media

Valores medios de los diametros de las zonas de
inhibicion con la Desviacion estandar

Pasta Medias (mm) ‘ Desv. Estandar
Aloe Vera 15.68 0.4181
Nano Plata 15.59 0.6612
Quitosan 8.364 0.3887
Fluorada 13.23 0.3606
Control 8.36 0.1709
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18
16

15.684

Diametros de las medias de la
zona de inhibicion

15.585

14
12
10

o N b O

Aloe Vera

Se utilizo la prueba T para datos no apareados para la comparacién entre

muestras emparejadas de pastas.

Nano Plata

8.364

Quitosan

Figura A

13.228

8.363

Fluoruro Control

La diferencia de puntuacién media calculada fue de 0.24. con valor de p< 0.0001

Este resultado sugiere que hubo una estadistica significativa entre muestras

emparejadas del grupo 1y 2 (Tabla no.3- Figura. B)

Tabla no. 3 diferencias entre en Grupo 1y Grupo 3 con respecto a la medida principal.

Estadisticas de
muestras
emparejadas Grupo 1-2
Media N | Desv. Estandar t p
Par 1 Nano plata 15.585 10 0.66122 42.0 <0.0001
Aloevera 15.684 10 0.41812 30.6
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La diferencia de puntuacion media calculada fue de 0.66. con valor de p< 0.0001

Este resultado sugiere que hubo una estadistica significativa entre muestras

emparejadas del grupo 1y 3 (Tabla no.4- Figura. C)

Tabla no. 4 diferencias entre en Grupo 1 y Grupo 3 con respecto a la medida principal.

Estadisticas de
muestras
emparejadas Grupo 1-3
Media N | Desv. Estandar t p
Par 2 Nano plata 15.585 10 0.66122 42.0 <0.0001
Quitosan 8.36 10 0.74451 30.6

La diferencia de puntuacion media calculada fue de 0.30 con valor de p< 0.0001

Este resultado sugiere que hubo una estadistica significativa entre muestras

emparejadas del grupo 1y 4 (Tabla no.5- Figura. D)

Tabla no. 5 diferencias entre en Grupo 1y Grupo 4 con respecto a la medida principal.

Estadisticas de
muestras
emparejadas Grupo 1-4
Media N Desv. Estandar t p
Par3 Nano plata 15.585 10 0.66122 42.0 | <0.0001
Fluoruro 13.22 10 0.36061 13.24

La diferencia de puntuacién media calculada fue de 0.49 con valor de p< 0.0001

Este resultado sugiere que hubo una estadistica significativa entre muestras

emparejadas del grupo 1y grupo control (Tabla no.6)
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Tabla no. 6 Diferencias entre el Grupo 1 y Grupo control con respecto a la medida principal.

Estadisticas de

muestras Grupo 1-

emparejadas control

Media N Desv. Estandar t p
Par 3 Nano plata 15.585 10 0.66122 42.0 [<0.0001
Control 8.3631 10 0.17088 33.436
Medias entre el Grupo 1y Grupo 2 Medias entre Grupo 1y Grupo 3
15.7 16
15.68 14
15.66 12
15.64 10
15.62 g
15.6 6
15.58
1554 2
1552 0
Aloe Vera Nano Plata Nano Plata Quitosan
Figura. B Figura. C

Medias entre’'Grupo 1y Grupo 4

16
155
15
145
14
135
. -
125

12
Nano Plata Fluoruro

Figura. D
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VIII. Discusioén

La buena higiene es la clave del éxito para evitar enfermedades
bucodentales. La placa dental es el principal causante de un desequilibrio a nivel
oral ya que se caracteriza por adherirse a la superficie del diente, en donde se alojan

diversos microorganismos patdgenos y precursores de la caries.

El Streptococcus mutans es el principal odontopatogeno en la etiologia de
la caries, es por eso que se elegio como organismo de prueba en el estudio. La
colonizacion de este microorganismo se da a la aparicion del primer érgano dental
en boca, si coloniza en las partes mas ocultas como en fosetas y fisuras; entonces
el problema de desmineralizacion puede ser inevitable. La comprension de como se
maneja este microorganismo sugiere intervenir al momento de su desarrollo
mediante el cepillado dental y asi disminuir-la incidencia de caries dental en la

mayoria de la poblacién.

En 2008 Dilip et al realizaron un estudio preliminar in vitro en donde se
compararon tres pastas dentales y demostraron que el gel dental de aloe vera fue
tan efectivo como dos pastas dentales comercialmente populares para controlar

todos los diversos microrganismos utilizados en su estudio.

Todas las pastas dentales que se probaron (Grupol, 2, 3 y el control
positivo) mostraron halo de inhibicion mayor a 2mm lo cual es considerado positivo,
al contrario del control negativo con agua bidestilada que no mostro halo de

inhibicion.

Al seleccionar los dentifricos que se utilizaron en la investigacion se
corroboro que su formulacion e ingredientes fueran lo mas similares posibles para
gue no existieran alteraciones y asi evitar cualquier desviacion de la accién

antimicrobiana pretendida de los ingredientes activos que se probaron. Las pastas
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dentales de aloe vera, nano particulas de plata, quitosan no contenian fltor. Por lo

tanto, la evaluacion del efecto antimicrobiano se considera mas preciso.

Los datos del presente estudio afirman que las pastas que contienen aloe
vera (Grupo 1) son las que lograron mayor halo de inhibicion contra los
microrganismos de prueba, en este caso el Steptococcus mutans. El promedio del
diametro del halo de inhibiciébn fue de 15.68 mm. Esto podria deberse a las
antraquinonas las cuales son los principales compuestos quimicos del aloe vera que
actian directamente sobre las bacterias impidiendo la adsorcion y replicacion
Reynolds, (2004).

Villalobos et al. (2018) observaron una reduccion significativa en la placa y
gingivitis después del uso de enjuagues bucales de aloe vera posterior a 30 dias
asociado con el cepillado de dientes. Ademas, de Oliveira et al (2019) encontraron
que tanto el dentifrico que contenia aloe vera como el dentifrico que contenia
fluoruro produjeron una reduccién significativa de la placa dentobacteriana y la

gingivitis

Las pastas que contienen nano particulas de plata (Grupo 2) son las que
siguen con un promedio de 15.58 mm en el halo de inhibicién del S. mutan el cual
se debe a la carga positiva del ion Ag que actia directamente sobre la membrana
celular de la bacteria. Sondi y Salopek-Sondi (2004) explicaron que existe
acumulacion de nanoparticulas de Ag en la pared celular de as bacterias causando
muerte celular. Al evaluar cualquier dentifrico se debe tener en cuentas sus efectos
adversos. Gaillet y Rouanet indicaron que las nanoparticulas de Ag en la pasta de
dientes y otros productos pueden tener relacion con el desarrollo de inflamacion del
tracto digestivo. Sin embargo, la pasta dental esta indicada para uso tépico en lugar
de sistémico y en pequefas cantidades por lo tanto las reacciones adversas son

muy poco probables.
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Junto al quitosan, el grupo 3 mostro el menor efecto antibacteriano contra
Streptococcus mutans mostrando un promedio de 8.36 mm en el halo de inhibicién
en comparacién con las otras pastas, pero aun mostrando una ventaja en
comparacion del grupo control (grupo 5). La posible explicacion del efecto bajo en
este ingrediente activo puede ser la interaccion quimica que existe entre-el
quitosano y un detergente formador de anionicos, ya que el quitosano en si es un
es un compuesto multicationico. Tsai y Su en 2009 estudiaron la actividad
antimicrobiana del quitosano y concluyeron que esta directamente relacionada con
la absorcion del polisacarido en la bacteria, lo que causara. alteraciones en la
estructura de la pared celular, en consecuencia, en la permeabilidad de la

membrana celular.

El grupo 4 representa a las pastas con fldor las cuales crearon un efecto
antimicrobiano con un promedio de 13.22mm de halo de inhibicion; el dentifrico que
se utilizo tiene una concentracion de fluoruro de sodio 1100 (ppm) como ingrediente
activo. En los productos de salud oral, los fluoruros son el ingrediente activo que se
utiliza de manera mas abundante ya que su capacidad de inhibir o hasta revertir el
inicio de la caries dental ha sido documentado. En estudios realizados con
anterioridad, Jenkins afirmé que los productos de higiene oral que contienen flaor
han demostrado reducir la caries entre un 30% y un 70% en comparacion a los

productos que no lo contienen.
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IX. Conclusiones

Este estudio comparativo in vitro evaluo el efecto antimicrobiano de pastas
con aloe vera, nano particulas de plata, quitosan y flior contra el Streptococcus
mutans a través de sensidiscos impregnados con pastas dentales, por lo tanto, se

concluyo que:

-Se encontr6 que todos los grupos experimentales probados tienen una

eficacia antibacteriana contra Streptococcus mutans.

-La pasta con aloe vera tuvo la mayor eficacia antibacteriana contra S.
mutans seguido de pasta dental con nano particulas de plata, flior y quitosano;
respetando ese orden.

-El control positivo con clorhexidina mostro una inhibicion bacteriana

significativa.

-El control negativo (agua bidestilada) mostro un halo de inhibicion negativo

ya que no creo halo de inhibicion.
IX. Propuestas

Se recomienda seguir haciendo mas estudios con los mismos ingredientes
activos, pero con otras marcas de pasta dental que contengan ingredientes
coadyuvantes similares para verificar si el efecto antimicrobiano depende de la
concentracion que maneje cada marca comercial o de alguna variante en los

ingredientes extras que contengan.
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XI. Anexos

X1.1 Hoja de recoleccion de datos

Streptococcus mutans
Cajas Pasta Pasta Pasta

Aloevera Plata Quitosan

Promedio
Desviacion
estandar

Rango
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XI.2 Instrumentos

Cajas Petri (Senna®, 60 x 15, producto previamente estéril)
Agar TYS20B

Levadura

Sucrosa

Bacitracina

Clorhexidina al 2%

Pasta dental con Aloe vera (Forever Brigth®)
Pasta dental con Quitosano (ConyBio plus ®)
Pasta con Nano Particulas de plata ( NanoSilver®)
10 Pasta dental con Fluoruro (Oral B pro salud®)
11.Agua bidestilada estéril

12.Matraz Erlenmeyer

13.Hisopos estériles

14. Agua bidestilada

15.Espatula

16.Loseta de vidrio

17.Guantes y cubrebocas

18.Lentes de proteccion

19. Micropipeta

20.Puntas de micropipeta

21.Plumén indeleble

22.Béscula analitica

23.Incubadora

24.Auto clave

25.Cepas inoculadas de Streptococcus mutans
26.Asa bacteriolégica

27.Mechero bunsen

28.Cuchara dosificadora

29.Campos estériles

30.Bata de algodon

31.Papel

32.Parrilla eléctrica

33.Papel filtro estéril

34.Regla
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35.Pinzas curacion estéril
36.Papel parafilm “M”
37.Camara de anaerobios
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