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Resumen

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano del colutorio de Camelia Sinensis (té verde) sobre
el Streptococcus mutans en placa bacteriana de nifios de un albergue infantil. Métodos: Estudio
prospectivo, cuasiexperimental simple ciego y longitudinal. La muestra estuvo formada por 16
nifios de 6 a 9 afios de edad, seleccionados de manera no probabilistica, por conveniencia, y que
cumplieron con criterios de seleccion de muestra. La muestra fue dividida en dos grupos al azar,
donde el grupo experimental se enjuag6 la boca 1 vez al dia, por 2 minutos, y bajo supervision,
con colutorios de extracto de Camelia sinensis al 10 %, y el grupo control con un colutorio
placebo de agua destilada. Las cepas de Streptococcus mutans se obtuvieron de placa dental
de piezas con caries activas, siendo cultivadas en agar sangre y agar tripticasa para el conteo
de unidades formadoras de colonias (UFC), antes y después de la aplicacion de los colutorios.
Para la interpretacion de datos se aplico la prueba Tukey y el analisis de varianzas (ANOVA),
considerandose un valor de p < 0.05. Resultados: En fase preintervencion, ambos grupos
presentaron un promedio de crecimiento de Streptococcus mutans de 6.21 x 104UFC/ml. A la
primera semana el colutorio de Camelia Sinensis present6 un efecto antibacteriano promedio de
57.87 %, y para la tercera semana un promedio de reduccion del 66.8 %. En el grupo control, los
niveles de Streptococcus mutans se mantuvieron sin diferencias estadisticamente significativas.
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Colutorio de Camelia sinensis (té verde) sobre Streptococcus mutans en placa bacteriana de escolares: Prueba
piloto

Conclusiones: Hay un efecto antibacteriano del colutorio de Camelia Sinensis al 10 %, debido
a que produjo una disminucion significativa de UFC de Streptococcus mutans.

Palabras clave: caries dental, nifios, placa dental, Streptococcus mutans, té verde
Abstract

Objective: To determine the antibacterial effect of Camelia Sinensis (green tea) mouthwash
on Streptococcus mutans in bacterial plaque of children from a children’s shelter. Methods:
Prospective, single-blind, longitudinal quasi-experimental study. The sample consisted of 16
children from 6 to 9 years of age, selected non-probabilistically and for convenience and who
met the sample selection criteria, divided into two random groups, where the experimental
group rinsed once a day. for 2 minutes and under supervision with 10% Camelia sinensis extract
mouthwash, and the control group with a placebo mouthwash of distilled water. The strains
of Streptococcus mutans were acquired from dental plaque of pieces with active caries, being
cultured on Blood agar and Trypticase agar for the colony-forming unit (CFU) count before
and after mouthwash application. For data interpretation, the TUCKEY test and the analysis of
variance (ANOVA) were applied, considering a value of p <0.05. Results: In the pre-intervention
phase, both groups had an average growth Streptococcus mutans of 6.21x 104CFU/ml. At
the first week, the Camelia Sinensis mouthwash presented an average antibacterial effect of
57.87%, and for the third week an average reduction of 66.8%. In the control group, the levels
of Streptococcus mutans remained without statistically significant differences. Conclusions:
There is an antibacterial effect of the 10% Camelia Sinensis mouthwash because it produced a
significant decrease in the CFU of Streptococcus mutans.

Keywords: children, dental caries, dental plaque, green tea, Streptococcus mutans

Introduccion

Actualmente, la caries dental sigue siendo un problema de salud publica de alta prevalencia
a nivel mundial;' mas aun en paises en vias de desarrollo, como es el caso del Pert. Segin
estudios a nivel nacional, y en base a datos emitidos por el Ministerio de Salud (MINSA), se
determiné que la prevalencia de caries dental en nifios en edad preescolar alcanza el 60 %,
mientras que en escolares y adolescentes este porcentaje aumenta en un 10 %.'? Esta afeccion es
una enfermedad que se da como consecuencia de un desbalance ecologico, entre el incremento
de la ingesta de alimentos fermentables, el biofi/m y la pérdida mineral.’?

Es indiscutible la importancia de los microorganismos bucales en el desarrollo de las principales
y mas prevalentes patologias de la cavidad bucal. El Streptococcus mutans es el microorganismo
cariogénico de mayor implicancia en la progresion de la caries,* por ende, del biofilm cariogénico
que se adhiere a las superficies dentales.” El control de la biopelicula incluye la orientacion
nutricional, técnicas biomecénicas (cepillado dental) y quimicas como el empleo de fluoruros.®
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A pesar de los continuos esfuerzos en crear agentes que permitan controlar los microorganismos
implicados, atn no se ha creado el agente ideal que logre este objetivo sin causar efectos
secundarios.

Dentro de las técnicas quimicas de eliminacion de placa se tiene el uso de los enjuagues bucales
como una medida complementaria a los métodos mecanicos de higiene bucal.” Sin embargo,
existe una continua busqueda de agentes que puedan mejorar las caracteristicas de un enjuagatorio
bucal, buscando superar los caracteres de virulencia del biofilm y evitar los agentes quimicos
antibiofilm, inclinandonos por el uso de plantas herbales como sustancia antibacteriana natural.*

Es asi que en los ultimos afios la Camelia sinensis (t¢ verde) ha sido sujeto de diversas
investigaciones; comprobandose multiples efectos terapéuticos en la salud en general, con
propiedades especificas positivas en la cavidad bucal, como la propiedad antiinflamatoria,’
quimioprotectora y cicatricial;® ademas de ser generadora de una fuerte actividad bactericida y
antibacteriana, debido a sus catequinas.”!°

Enrelacion a la accion metabolica ejercida sobre la matriz de exopolisacaridos (factor importante
de virulencia del biofilm cariogénico) del Streptococcus mutans, el té verde se encarga de
degradarla e inhibir su produccidn, alterando en el proceso parte del codigo genético que se
asocia a su metabolismo y sistemas reguladores.!!

De esta manera se han realizado diversos estudios, tanto in vitro como in vivo, evaluando los
efectos del té verde en la cavidad bucal. Entre tales investigaciones se estudio al t¢ verde en
combinacion con otras plantas,'? asi como en comparaciones con extractos de distintas materias
primas naturales'*" y con colutorios a base de agentes quimicos/bioldgicos: clorhexidina al
0.12 % y probioticos.'®!” Los resultados encontrados evidenciaron la accion antibacteriana de
la Camelia sinensis.

Este estudio tiene como objetivo principal conocer cudl es el efecto del colutorio de Camelia
sinensis (té verde) sobre el Streptococcus mutans en placa bacteriana de nifios en edad escolar.

Meétodos

El estudio fue de disefio cuasiexperimental de cegamiento simple, prospectivo de corte
longitudinal. La técnica empleada fue la observacion estructurada. El instrumento usado fue una
ficha de recoleccion de datos, el cual fue validado y calibrado por un experto (microbiologo).

La muestra estuvo conformada por 16 nifios del Albergue Infantil Virgen de la Candelaria de la
ciudad de Puno. El tipo de muestreo fue no probabilistico por conveniencia. Los nifios elegidos
tenian entre 6 a 9 afos de edad; se excluyeron aquellos nifios que recibieron tratamiento
antimicrobiano, sistémico o local, en los 30 dias previos, y que usen colutorios bucales.
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En las consideraciones éticas se tomo en cuenta el consentimiento informado de los tutores de
los nifios; los datos se manejaron anénimamente. Todos los nifios utilizaron una misma pasta
dental y fueron instruidos en una técnica de cepillado.

La muestra se dividio en dos grupos; un grupo experimental, conformado por 8 nifios (a quienes
se les aplico el colutorio con Camelia sinensis al 10 %), y un grupo control, conformado por
otros 8 nifios (a quienes se les aplicd el colutorio placebo o neutro a base de agua destilada).
Ninguno de los nifios sabia a qué grupo pertenecia.

El dia de la toma de la prueba se indic6 que los nifios no debian cepillarse los dientes.

Obtencion y elaboracion del extracto por destilacion de la Camelia sinensis

Las hojas secas de Camelia sinensis se adquirieron en su presentacion comercial: “T¢é verde
SCHAGREEN” (Alprosur); tipo granel por 5 kg, que contenia 100 % hojas de té verde
provenientes del valle Yanayaco Chico s/n, Huayopata, departamento de Cuzco, Peru.

La elaboraciéon del extracto se procesd en las instalaciones del laboratorio de suelos de la
Facultad de Ingenieria Agronéomica de la Universidad Nacional del Altiplano (UNA) en Puno.
Se aplico el método de la destilacion, utilizando 5 kg de hojas secas pesados en una balanza de
precision por 4 litros de agua destilada.

Preparacion del colutorio del extracto de té verde

Obtenido el extracto, se procedid a preparar el colutorio en una concentracion del 10 %, el cual
se obtuvo tomando como base 50 ml del extracto de té verde y mezclandose en 4500 ml de agua
destilada. Se traslado el contenido a una copa graduada hasta mezclar el volumen final, llevando
el contenido de la copa graduada a un vaso de precipitados y homogenizandolo por 10 minutos.
Inmediatamente se enfrascd en recipientes de vidrio oscuro y estéril. El colutorio neutro fue
el agua destilada, con sabor neutro. Por lo que al terminar el proceso se obtuvo dos tipos de
colutorios con la misma apariencia.

Toma de muestras pretest

Con un hisopo estéril, humedecido en caldo peptonado, se retira la placa bacteriana de la
superficie de los dientes. El hisopo se coloca en un tubo de muestra rotulado conteniendo 5 ml
del mismo caldo completamente estéril, el cual fue transportado al laboratorio de microbiologia,
en un contenedor, en un tiempo de 1 a 2 horas. En el laboratorio, en condiciones de esterilidad,
se llevo a cabo la siembra de la muestra por agotamiento en la superficie del agar tripticasa
soya y agar sangre; y luego se siguieron todos los procedimientos para identificar la bacteria
Streptococcus mutans.
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Recuento de colonias de Streptococcus mutans

Con las muestras de placa bacteriana obtenidas de los nifios, tanto del grupo experimental como
de control, se procedid a su sembrado en agar tripticasa de soya y agar sangre, con 3 repeticiones
por muestra de cada nifio.

Los medios cultivados en placa fueron incubados a una temperatura de 37 °C por 24 a 48 horas.
Se procedid con la identificacion de los aspectos culturales de la colonia para llevar a cabo su
recuento en cuadrantes.

Losresultados fueron expresados en unidades formadoras de colonia (ufc/ml). Este procedimiento
de recuento se realiz6 antes y después de la primera y tercera semana del uso de los colutorios.

Aplicacion de los colutorios

El tratamiento de los nifios del grupo experimental se da con el colutorio de extracto de Camelia
sinensis al 10 %; y los del grupo control, con el colutorio a base de agua destilada con sabor
neutro. Ambos grupos se enjuagaron diariamente, 1 vez al dia, realizando dos enjuagues
continuos durante 2 minutos; los nifios fueron monitorizados por la investigadora. Para una
adecuada toma de muestras se indico a los tutores que los nifios no debian cepillarse solo por
ese dia.

Postest

Las pruebas para el recuento de Streptococcus mutans se realizaron a la primera y tercera semana
de aplicado los colutorios, con el mismo procedimiento anterior.

Diseiio y analisis estadistico

Se emplearon pruebas estadisticas inferenciales. Se empled la prueba de Tukey, entre los
grupos de estudio, para determinar si hubo diferencias significativas. Se utilizo el analisis de
varianzas 0 ANOVA, dicha prueba permitio evaluar el efecto de las variables independientes
y una dependiente, y los efectos conjuntos de dos o mds variables, un valor de p < 0.05 fue
considerado estadisticamente significativo.

Resultados

Todos los nifios, sea del grupo experimental o control, registraron la presencia de la bacteria
Streptococcus mutans en el cultivo de agar sangre (A.S.) y agar tripticasa (T.S.A.), con un
mayor crecimiento en el agar sangre, equivalente a 6.44 X 10%, y un menor crecimiento igual a
5.89 X 10*. En cuanto al crecimiento con agar tripticasa de soya hubo un mayor crecimiento en
valor de 6.61 X 10* y un menor crecimiento igual a 5.64 X 10* (Tabla 1).
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Segun el analisis estadistico de la ¢ de Students para el crecimiento de la bacteria Streptococcus
mutans en medios de cultivo de ambos agares, en promedio, existi6 una distribucion normal y
una frecuencia de crecimiento igual entre ambos medios de cultivo.

Tabla 1

Recuento de Streptococcus mutans en placa bacteriana en ambos grupos antes de la aplicacion
de los colutorios

GRUPO EXPERIMENTAL GRUPO CONTROL
A. S. T. S.A. A. S. T.S.A.
Niflosde 6 a 9 CRECIMIENTO CRECIMIENTO CRECIMIENTO CRECIMIENTO
anos EN ufc/ml EN ufc/ml EN ufc/ml EN ufc/ml
1 6.44 X 10* 6.48 X 10* 5.96 X 10* 6.16 X 10*
2 6.21 X 10* 6.61 X 10* 6.19 X 10* 6.39 X 10*
3 5.95 X 10* 5.95 X 10* 6.42 X 10* 6.21 X 10*
4 6.37 X 10* 6.06 X 10* 5.96 X 10* 5.64 X 10*
5 6.41 X 10* 6.08 X 10* 6.24 X 10* 5.94 X 104
6 5.89 X 10* 5.89 X 10* 6.43 X 10* 6.58 X 10*
7 6.11 X 10* 6.35 X 10* 5.98 X 10* 6.08 X 10*
8 6.18 X 10* 6.12 X 10* 6.39 X 10* 6.81 X 10*
PROMEDIO 6.19 X 10¢ 6.20 X 10* 6.23 X 10* 6.20 X 10¢

Luego de la aplicacion del colutorio a base de Camelia sinensis, los resultados muestran que
el promedio de los niveles de crecimiento de la bacteria Streptococcus mutans, luego de la
primera semana de uso, fue de 2.61 X 10%; y en cuanto a la tercera semana de uso fue de
2.05 X 10%; observandose una disminucion de unidades formadoras de colonia en relacion a
antes de aplicacion del colutorio.

En el grupo control con colutorio neutro (agua destilada) se aprecia que el promedio de los
niveles de crecimiento de la bacteria Streptococcus mutans, previo a la aplicacion, fue de
6.20 X 104, a la primera semana el promedio de crecimiento fue de 6.05 X 10% y a la tercera
semana el promedio de crecimiento fue de 6.18 X 10% no habiendo diferencias significativas
entre estos valores (Tabla 2).
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Tabla 2

Recuento de Streptococcus mutans en placa bacteriana en ambos grupos, luego de la aplicacion
de los colutorios

ANTES GRUPO CONTROL GRUPO EXPERIMENTAL

SIN
N.° de TRATAMIENTO

nifos CRECIMIENTO CRECIMIENTO CRECIMIENTO CRECIMIENTO CRECIMIENTO

1. SEMANA 3.*SEMANA 1. SEMANA 3.*SEMANA

ufc/ml ufc/ml ufc/ml ufc/ml ufc/ml
1 5.96 X 10* 6.01 X 10* 6.21 X 10* 2.75 X 10* 2.09 X 10*
2 6.19 X 10* 6.28 X 10* 6.33 X 10* 2.66 X 10* 2.11 X 10*
3 6.42 X 10* 598 X 10* 6.11 X 10* 2.71 X 10* 2.12 X 10*
4 5.96 X 10* 6.06 X 10* 6.28 X 10* 2.61 X 10* 2.04 X 10*
5 6.24 X 10* 5.89 X 10* 6.39 X 10* 2.48 X 10* 1.86 X 10*
6 6.43 X 10* 6.23 X 10* 597 X 10* 2.59 X 10* 2.07 X 10*
7 5.98 X 10* 6.08 X 10* 6.19 X 104 2.45 X 10* 1.99 X 10*
8 6.39 X 10* 5.89 X 10* 5.99 X 10* 2.61 X 10* 2.11 X 10%
PROMEDIO 6.19 X 104 6.11 X 104 6.16 X 10* 2.60 X 104 2.04875 X 104

En cuanto al efecto antimicrobiano, el grupo experimental muestra el mayor porcentaje
antimicrobiano a la tercera semana de uso del colutorio (70.98 %), y el menor porcentaje
antimicrobiano a la primera semana de uso (54.45 %). En el grupo control no hubo efecto
antibacteriano (Tabla 3).
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Acorde con los resultados de la prueba estadistica Tukey, se identifico que existe una diferencia
significativa (p < 0.05) entre el grupo control sin tratamiento versus el grupo experimental con
tratamiento.

Discusion

El Streptococcus mutans es uno de los mas importantes microorganismos en la cavidad oral;
por tanto, el principal agente en las patologias bucales mas prevalentes,*>!'*!” por lo que este
estudio tuvo como objetivo determinar la efectividad antimicrobiana de un colutorio a base de
Camelia sinensis (t€ verde) sobre el recuento de Streptococcus mutans en la placa bacteriana de
escolares.

Los resultados de esta investigacion, luego del uso de tres semanas de un colutorio a base
de Camelia sinensis, mostraron una disminucion de las UFC de Streptococcus mutans en
placa bacteriana de escolares en relacion al grupo control. Estos resultados son similares a los
reportados por Salama y Alsughier,' quienes examinaron el efecto antibacteriano del extracto
de té verde en el recuento de Streptococcus mutans, teniendo como resultado una reduccion
luego de la segunda y cuarta semana del periodo experimental. La efectividad antimicrobiana
promedio fue del 57.87 % y 66.8 %, respectivamente. Esta accion antimicrobiana de la Camelia
sinensis es corroborada con los resultados reportados en otros estudios.* Sin embargo, nuestros
resultados difieren con lo reportado por Vilela,” quien compard dos enjuagues, uno con té verde
y otro con extracto de epigalocatequina-3-galato (EGCG), mostrando que el extracto de EGCG
tuvo un mayor porcentaje de reduccion microbiana de Streptococcus mutans 'y lactobacilos, en
relacion al té verde.

El método de obtencion del enjuague a base de Camelia sinensis (té verde) dejé como resultado
un extracto acuoso; tal como reporta Moataz et al.;* en cuyo estudio compararon la efectividad
entre el extracto acuoso y el extracto alcohdlico de Camelia sinensis sobre bacterias orales,
determinandose que existe una mejor accion antimicrobiana del extracto acuoso en contraste al
extracto alcohodlico; sin embargo, independientemente de su forma de obtencion, se demostréd
que el S. mutans es sensible al extracto de Camelia sinensis.

Hablando de la concentracion de Camelia sinensis en el colutorio, nos damos cuenta que
este aspecto juega un gran rol. Este estudio utiliz6 una concentracion del 10 % de Camelia
sinensis, obteniendo un efecto antibacteriano aceptable, segun muestran las cifras (Tabla
3). Sin embargo, seglin los reportes de un estudio in vitro realizado por Acosta et al.,'” se
muestra que un porcentaje al 30 % tendria mayor efectividad antibacteriana sobre Streptococcus
mutans. Considerando que a pesar de que este estudio fue realizado con un extracto acuoso,
los resultados de Cayo y Cervantes® obtuvieron un resultado inverso al emplear un enjuague
bucal con extracto etanolico de Camelia sinensis al 10 % y 20 %, estudio en el cual demuestran
que tiene una efectividad reducida en comparacién con el extracto etanolico de propdleo en las
mismas cantidades de concentraciones.
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El recojo de cepas de Streptococcus mutans es otro aspecto a evaluar. En nuestro caso, este
proceso se dio aislando placa dental de superficies dentarias con caries activas a fin de garantizar
la presencia del S. mutans. En cambio, en un estudio donde se compar6 un enjuague bucal de
probidtico y té verde sobre el pH salival, las cepas se obtuvieron de piezas con lesiones cariosas
inactivas.” A pesar de la diferencia en cuanto a la obtencion de las muestras, la determinacion de
los resultados fue similar, ya que las catequinas y el EGCG (epigalocatequina-3-galato) del té
verde fueron las que marcaron el efecto en el pH salival y el biofilm.'**'-*

Por consiguiente, los resultados encontrados en este estudio son relevantes, ya que el colutorio a
base del extracto de Camelia sinensis estaria teniendo efecto en uno de los factores etiologicos
claves de la caries dental, el cual es el Streptococcus mutans como parte de la placa bacteriana.
De este modo, pese a nuestras limitantes en el tamafio del grupo de estudio, y posibles sesgos
tras la aplicacion monitorizada del colutorio, el t¢ verde como compuesto de origen natural
podria constituir, despu€s de mayores estudios, un agente importante en la prevencion y control
de la caries dental. Destacando que la mantencidn de sus efectos radica en la constancia de su
uso, al menos como colutorio, y que, a un mayor porcentaje, en cuanto a la concentracion de
Camelia sinensis, podria tener mejores condiciones antibacterianas.

Este estudio es una contribucion a la permanente busqueda en el control de la placa bacteriana
asociada al Streptococcus mutans; cuyos resultados han demostrado la posibilidad de uso del
colutorio creado en base al extracto de Camelia sinensis como una alternativa natural para
la prevencion de caries, especialmente en nifios con alto riesgo estomatoldgico, afectando
positivamente la ecologia oral. Por otro lado, debe tomarse en cuenta lo sencillo de su elaboracion
y que el uso de un producto natural podria reducir costos en prevencion de patologias bucales,
causando menores efectos colaterales.

Conclusiones

Luego del uso del colutorio a base de Camelia sinensis hubo una disminucion marcada de
las UFC de Streptococcus mutans, tanto a la primera (2.60 X 10*) como a la tercera semana
(2.04875 X 10%), en relacion al pretest (6.19 X 10%).

El comportamiento antibacteriano del colutorio de té verde fue mejor a la tercera semana de uso
(66.88 %), en relacion a la primera semana (57.87 %); siendo esta diferencia significativa, segiin
la prueba estadistica de Tukey a una probabilidad de p < 0.005 con el pretest.
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