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RESUMEN

La planta de coco (Cocos nucifera L) llamada el &rbol de la vida, se encuentra en los
primeros lugares de las especies de plantas alimenticias vitales para el hombre; debido a
las multiples propiedades que posee es que se planted la presente investigacion con el
objetivo fundamental de determinar el efecto antimicrobiano del aceite de coco sobre las
cepas ATCC25175 de Estreptococos mutans, considerando que este microorganismo es
el principal causante de la formacion de la caries, por encontrarse presente en la placa
dental y es uno de los productores de &cidos que erosionan el esmalte dando inicio a
lesiones cariosas. Por otro lado, a nivel mundial se est4 consolidando la consciencia sobre
la necesidad de utilizar productos naturales en la terapéutica humana, es por ello que la
Organizacion Mundial de la Salud, propuso como objetivo a cumplir el programa “salud
para todos” considerando la importancia de establecer estrategias formales de atencion
primaria en salud con medicina tradicional y elementos terapéuticos naturales de
reconocida utilidad lo cual se ha estado realizando en muchas partes del mundo.

El presente estudio fue in vitro, realizado en el laboratorio de microbiologia de la Facultad
de Odontologia de la Universidad Central aplicando procedimientos que permitieron
conocer el efecto antimicrobiano del aceite de coco mediante la determinacion del grado
de inhibicion sobre cepas ATCC25175 de Estreptococos mutans, estableciendo una
comparacion con el efecto de la clorhexidina al 0,12%. Los resultados obtenidos
manifiestan que el aceite de coco a diferentes concentraciones presenta efecto inhibitorio
sobre las cepas de Estreptococos mutans ATCC25175, por lo tanto el microorganismo es
“sensible o inhibido”, sin demostrar diferencias significativas en el efecto producido por
las tres concentraciones. Se evidencia que el microorganismo presenta significativamente
mayor sensibilidad frente a la clorhexidina al 0,12% que al aceite de coco en sus tres
concentraciones.

Términos descriptores: Aceite de coco, Estreptococos mutans ATCC25175, Inhibicién
bacteriana.

SUBJECT: “Antimicrobial effect of coconut oil on Streptococcus mutans strains. In vitro

study”
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ABSTRACT

The coconut plant (Cocos nucifera L) called the tree of life, is in the first places of the
species of alimentary plants vital for the human; Due to the multiple properties that it
possesses is that this research was presented with the fundamental objective of
determining the antimicrobial effect of coconut oil on strains ATCC25175 of
Streptococcus mutans, considering that this microorganism is the main cause of the
formation of caries; because it is present in the dental plaque and is one of the producers
of acids that erode the enamel giving rise to carious lesions. On the other hand, at the
global level, there is a growing awareness of the need to use natural products in human
therapeutics, which is why the World Health Organization proposed to achieve the “health
for all” program, considering the importance to establish formal strategies of primary
health care with traditional medicine and natural therapeutic elements of recognized
utility which has been carried out in many parts of the world. The present study was
carried out in vitro in the microbiology laboratory of the Faculty of Dentistry of the
Universidad Central applying procedures that allowed knowing the antimicrobial effect
of coconut oil by determining the degree of inhibition on strains ATCC25175 of
Streptococcus mutans, establishing a comparison with the effect of 0.12% chlorhexidine.
The results show that coconut oil at different concentrations has an inhibitory effect on
strains of Streptococcus mutans ATCC25175, therefore the microorganism is “sensitive
or inhibited” according to the scale established by Cedamanos and Mejia (35), without
demonstrating significant differences in the effect produced by the three concentrations.
It is evidenced that the microorganism presents significantly greater sensitivity to
chlorhexidine at 0.12% than to coconut oil in its three concentrations.

KEYWORDS: COCONUT OIL, STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC25175,
BACTERIAL INHIBITION.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 FLORA ORAL

Explica Serrano et al (1), que la microbiota oral es uno de los ecosistemas microbianos
méas antiguos en ser reconocido, siendo descrito por vez primera por Anton van
Leewenhoek, al observarlo a través del microscopio los microorganismos en placas
dentales, existiendo entre 600 y 700 taxones y estimando alrededor de 19000 filotipos.
Esta amplia diversidad microbiana hace fundamental la comprension de como estan
constituidas las comunidades que en la cavidad bucal se encuentran, su forma de
interactuar y como mantienen la homeostasis en el cuerpo humano, considerando a la vez
que la cavidad bucal es la puerta de entrada de posibles infecciones del sistema

gastrointestinal y respiratorio.

Sefiala Serrano et al (1), en relacion a la distribucion de los microorganismos presentes
en la cavidad bucal, que las especies del género Streptococcus se encuentran en una alta
proporcion de tejidos blandos, lengua y saliva. Las especies del género Actinomyces se
encuentran a nivel supra e infragingival y en fisuras de la lengua. En el caso de bacterias
tales como Veionella parvula y Neisseria mucosa pueden ser aisladas en todos las areas
de la cavidad oral. Por otra parte, también se han detectado colonias intracelulares en
células epiteliales de la cavidad oral por complejos bacterianos constituidos por
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tannerella

forsythia.

1.1.1 Streptococcus mutans

Segun Moreno et al (2), el Streptococcus mutans es el agente patdgeno aislado con mas
frecuencia de la placa bucal, por lo que es considerado el principal elemento etioldgico
de la caries dental, aunque son variados y diversos los factores relacionado con la
virulencia de este, que le permiten aumentar la poblacion y por tanto, acumularse en el
interior de la placa dental, ocasionando la produccion y tolerancia a los acidos que causan

la caries.



Explica Negroni (3), que se denomina Streptococcus al grupo de bacterias anaerébicas
facultativas que poseen forma ovoidea o de coco esférica, agrupados en cadenas de largo
variable, debido a que este tipo de microorganismos se encuentran y permanecen
adheridos por una parte de la pared celular, no se mueven, generalmente reaccionan de
manera positiva a coloracion de Gram, por lo que se clasifican como Gram positivos y no
forman esporas. También presentan prolongaciones extracelulares de tipo fimbrias y

ocasionalmente tienen capsula.

1.1.2 Patogenicidad

Explica Rocha et al (4), que el Streptococcus mutans es una bacteria oral que depende de
la formacion de la biopelicula para sobrevivir y persistir en el ecosistema natural, la placa
dental. En condiciones apropiadas puede producir &cidos por fermentacién de diversos
hidratos de carbono que son ingeridos por la dieta habitual del individuo y asi iniciar la
desmineralizacion del esmalte dental. Las condiciones del medio ambiente encontradas
por Streptococcus mutans en la biopelicula dental son diversas, incluyendo variaciones
en el pH, de aproximadamente de 6,8 a 3,4 durante el proceso de ingestion de hidratos de
carbono por parte del hospedero, ejerciendo el pH una presion ecoldgica significativa
sobre el microorganismo, por lo que la capacidad de tolerar bajos niveles acidos de pH es

vital para la supervivencia y patogenicidad.

Sefiala Ojeda et al (5), que el Streptococcus mutans produce acido lactico, acido acético,
acido propionico y acido férmico mediante la metabolizacion de carbohidratos
fermentables como la glucosa, sacarosa y fructosa, circulando estos acidos a través de la
placa dental hacia el esmalte poroso, disocidndose y liberando hidrogeniones, que
disuelven en un corto lapso de tiempo el mineral del esmalte, produciendo fosfato y
calcio, que a la vez, son difundidos fuera del esmalte, el cual es un proceso conocido

como desmineralizacion.

1.2 Caries y su relacion con el Streptococcus mutans

Olmos et al (6), manifiesta que el nivel de desarrollo cientifico aplicado al area de salud
bucal permite determinar que la caries dental es la enfermedad mas recurrente y
prevalente en el mundo, afectando funciones basicas vitales, tales como la nutricion, la

alimentacion y causando dafios en el aspecto psicosocial de los individuos, afirmando en



consecuencia, que la salud integral, asi como la calidad de vida se ven comprometidas

con la aparicion y desarrollo de esta patologia dental.

De acuerdo a Hoyos et al (7), se define la caries dental como una patologia de origen
multifactorial, donde se realiza la interaccidn entre elementos tales como la saliva y la
microflora de la cavidad bucal como factores del huésped y el aporte de la dieta como
factor externo, constituyendo un proceso infeccioso en el cual se acumulan cepas
especificas de microrganismos sobre la superficie del esmalte dental, donde se producen
compuestos proteoliticos y &cidos que favorecen la desmineralizacion de la superficie y
corroen la matriz organica, de tal manera que permiten la penetracion, evolucionando a
través de la dentina hasta llegar a la pulpa, con el riesgo de si no se detienen este proceso

a tiempo la pieza dental resulta totalmente dafiada.

Asimismo explica Miguelafiez et al (8), que el proceso destructivo que sigue la caries
dental puede ser interrumpido mediante la eliminacion mecanica del tejido dentario
afectado por la infeccidn y sustituido por material sintético idoneo que recuperay restaura
la funcidon y forma natural de la pieza dental.

1.2.1 Prevalencia

La caries dental es la enfermedad infecciosa mas La caries dental es la enfermedad
infecciosa mas prevalente y estd clasificada como el més grande problema de salud
publica en el mundo, perjudicando especialmente a nifios, sin embargo se puede aparecer
en individuos de todas las edades (9) (10).

Alrededor del 95 y 99 % de la poblacion sufre ésta patologia siendo la primordial causa
de pérdida dentaria y nueve de cada diez personas presentan sus lesiones (11).

La Organizacion Mundial de la Salud calcula que entre el 60% y 90% de los escolares
presentan caries dental. En Ecuador un 88,5% de nifios tienen caries dental y los nifios
entre seis y siete afios presentan un indice CPOD (promedio de piezas definitivas cariadas,
perdidas y obturadas) de 0,22, incrementando a 2,95 a los doce afios y a 4,64 a los quince
afios. De este modo se define un nivel severo segun el principio fundamentado por la
OPS/OMS (11) (12).



1.2.2 Etiologia

Segun Ortola et al (13), etiolégicamente la caries depende de factores perfectamente
identificados que son: la pieza dental, la cual constituye la base del desarrollo, la dieta, la
flora bacteriana y el factor tiempo. Posteriormente a la exposicion de la superficie
radicular al medio oral, el cemento dental, que posee una superficie rugosa y un elevado
contenido de fibras de colageno, los cuales se deterioran quedando al descubierto, entra
en contacto directo con todos los contenidos que conforman la saliva, dejando al
descubierto multiples puertas de acceso para el anidamiento y reproduccion abundante de
bacterias. El proceso carioso iniciado se potencia si no existe una eficiente higiene oral,
incrementando el dafio con el paso del tiempo, favoreciendo la aparicion y desarrollo de
caries en la superficie radicular, presentado también desmineralizacion del esmalte la cual
se potencia con componentes de la dieta cuando incluyen productos poco refinados como
los mono y disacaridos.

1.2.3 Huésped

a) Diente

Hay algunas propiedades fisicas y quimicas dentales del huésped que incrementan el
riesgo de producir caries dental. La forma de las piezas dentarias, la postura del arco
dentario, las propiedades de la estructura del diente, son causas que incrementan el riesgo
de sufrir caries dental. La permeabilidad del esmalte y la rapidez de disipacion de los

cristales dependen de la estructura quimica del mismo (14).

b) Saliva

La saliva realiza una funcion elemental en la defensa dental frente a los productos del
metabolismo bacteriano. La verificacion méas clara de la importancia de la saliva se
observa en los cambios producidos en los dientes debido a la menor produccién de saliva
ocasionada por varias condiciones como farmacos, radiacion en sujetos oncoldgicos o

diferentes alteraciones del organismo como el Sindrome de Sjogren (15).

1.2.4 Microorganismos
El Streptococcus mutans y en menos proporcion Streptococcus sobrinus y Streptococcus
gordonii son las bacterias vinculadas al desarrollo de la caries, asimismo el Streptococcus

sanguis, colonizador primario del biofilm dental. Igualmente podemos hallar especies de
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Lactobacillus y Actinomyces, de todos estos, el Streptococcus mutans es el agente
fundamental ligado a ella (16) (17).

1.2.5 Dieta o sustrato

Uno de los agentes que favorecen la presencia de la caries dental es el consumo de muchas
cantidades de azlcares. Numerosas indagaciones indican el vinculo entre caries y
carbohidratos procesados, primordialmente la sacarosa. Los azUcares ingeridos a diario
forman el sustrato para la microflora bucal y dan comienzo al desarrollo de la caries dental
(15). La sacarosa es considerada la méas cariogénica porque su metabolismo crea acidos,
asimismo es empleada por el Estreptococcus mutans para sintetizar polisacaridos
extracelulares, que le ayudan a unirse a la superficie dental (18). La resistencia fisica,
instante de ingestion y la continuidad de consumo son los elementos que sefialan el riesgo

cariogénico de los alimentos (14) (19).

1.2.6 Tiempo

Para dar inicio a la caries dental interactian en el tiempo un huésped susceptible,
bacterias cariogénicas y el sustrato como fuente de carbohidratos fermentables. El
dominio cariogénico del aztcar no esta vinculado con la cantidad sino con la continuidad

del consumo (18).

Figural. Modelo de Keyes modificado por Newbrun, 1978.



1.3 Medicina tradicional no convencional

Desde la antigtiedad los productos de origen vegetal han tenido un rol predominante en
la terapéutica de enfermedades, sin embargo, con el adelanto de la bioquimica y la
farmacologia pasé a un orden secundario debido a la fabricacion de modernos farmacos

en laboratorios (20).

1.3.1 Terapias con fitofarmacos

Sefiala Escalona et al (21), que se ha incrementado notablemente el interés por la medicina
tradicional, incluyendo terapias con medicacion basadas en hierbas, lo que ha llevado a
tomar la decision de ocuparse de las formas tradicionales de medicina y explorar las
posibilidades de utilizarlas en la atencion primaria de salud. Por ello en los ultimos afios
ha surgido un interés creciente por los fitomedicamentos, sin limitarse a los paises en
desarrollo y consecuente, los mercados nacionales e internacionales, sino que las
autoridades sanitarias y la opinion publica han mostrado interés por la inocuidad y la

calidad de estos farmacos.

Ecuador es un pais sumamente diverso, aparece entre los doce paises con un gran nimero
de especies animales y vegetales del planeta, por esta razén, el interés de la investigacion
de diversas plantas que pueden aprovecharse como eleccion al tratamiento convencional
(22). La Fitoterapia se explica como una ciencia que explora el empleo de sustancias de
origen vegetal con fines terapéuticos, queriendo eludir, aliviar o resolver una enfermedad
(20).

De acuerdo a Peedikayi et al (23), el aceite de coco es de uso comun en Asia regiones del
Pacifico, a diferencia del resto de los aceites este contiene acidos grasos y saturados con
acido ladrico, el cual posee propiedades antiinflamatorias y antimicrobianas, el cual se
convierte en monolaurina que ha sido reconocido por diversas investigaciones como
antiviral y antibacteriano. Explican Rivera et al (24), que el aceite de coco se extrae de la
pulpa del coco seco, también llamado copra, la cual contiene méas del 60% de aceite que
puede ser extraido por diferentes métodos. Ademas de ser ricos en acido laurico, el aceite

de copra no sufre degradacién a temperaturas elevadas.



Ademas, el aceite de coco como producto natural con propiedades antibacterianas, indica
Richani (25), que posee agentes tensioactivos anionicos adecuados, tal como la sal de
sodio del monosulfato de monogliceridos de los acidos grasos que lo conforman. Ademas,
también posee propiedades antibidticas derivadas de una concentracion elevada de acido
laurico, caracterizado por el incremento de las propiedades antibacteriales y antivirales
del cuerpo humano. Es por ello que la aplicacion del aceite de coco presenta mayor
efectividad que los productos sintéticos, por la capacidad de minimizar las consecuencias,
actuando como elemento inhibidor del Estreptococos mutans, como principal bacteria

involucrada en la generacion de la caries dental.

1.4 Coco (Cocos nucifera L.)

Segln Granado et al (26) la planta de coco (Cocos nucifera L.) ha sido llamada el arbol
de la vida, por las multiples propiedades que posee, es por ello que se encuentra en el
lugar N° 12 de la lista de especies de plantas alimenticias vitales para el hombre. Ha sido
cultivada la palma de coco desde inicios de la humanidad, siendo tan amplia la
localizacion en todo el mundo que no existe una definicion exacta de su origen geogréfico,
aunque su mayor presencia se ubica en los climas tropicales, representando el cultivo

arboreo mas importante a nivel mundial.

1.4.1 Definicion

De acuerdo a Guevara et (27) la planta de coco (Cocos nucifera L) es una planta
perteneciente a la familia Cococeae, que se caracteriza por poseer tallos altos Unicos de
hasta 20 m, reciclados y de hojas pinnadas. La inflorescencia del coco es interfoliar, con
ramificaciones simples y con una bractea peduncular semilefiosa. Las flores son
unisexuales que forman grupos triados en la base de las ramas floriferas, de flor pistilada
central y dos estaminadas laterales. Los frutos de la planta contienen una Unica semilla,

con la caracteristica basica de tener un gran tamafio.

1.4.2 Taxonomia

Es una especie de palmera de la familia Arecaceae. Es monotipica, siendo su Unica
especie Cocos nucifera. Este género alguna vez tuvo bastantes especies que fueron siendo
independizadas de este género, unas cuantas hacia el género Syagrus, taxonémicamente
hablando, las especies méas cercanas son Jubaeopsis caffra de Sudafrica y Voanioala

gerardii de Madagascar. Crece alrededor de 30 metros o0 mas y su fruto es el coco (28).

9


https://es.wikipedia.org/wiki/Especie_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Arecaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Arecaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Monot%C3%ADpico
https://es.wikipedia.org/wiki/Syagrus
https://es.wikipedia.org/wiki/Jubaeopsis_caffra
https://es.wikipedia.org/wiki/Sud%C3%A1frica
https://es.wikipedia.org/wiki/Voanioala
https://es.wikipedia.org/wiki/Voanioala
https://es.wikipedia.org/wiki/Madagascar
https://es.wikipedia.org/wiki/Coco

1.4.3 Habitat

La planta puede encontrarse en la orilla de playas tropicales arenosas del Mar
Caribe, Océano Indico y Pacifico. Cultivada se da en otros lugares de clima caliente.
Normalmente pueden crecer desde el Ecuador hasta los paralelos 28° de ambos
hemisferios, con algunas excepciones como las Islas Bermudas y Madeira en el paralelo

32°, o Islas Kermadec, entre los paralelos 29° y 31° (28).

1.4.4 Cultivo

Requiere para crecer y fructificar temperaturas altas, suelos ligeros y humedad ambiental
alta, condiciones que se dan en las costas de la zona intertropical. Resiste suelos con
salinidad aumentada, lo que le posibilita crecer donde otras plantas no pueden. Crece en
zonas donde la pluviosidad es de 750 milimetros anuales. Los vientos fuertes no le
perjudican y estos ayudan a la polinizacion y fecundacién de sus flores. La planta no
soporta el frio, la altitud ni los suelos compactos, y la baja humedad ambiental impide su
crecimiento en algunas areas célidas donde supuestamente podria crecer: las costas
mediterraneas meridionales, las costas del norte de Chile y el sur de Perd, etc. En cambio
si puede crecer en zonas subtropicales como Hawai, Canarias o el sur de Florida donde la

humedad relativa es elevada y las temperaturas no suelen bajar de los 13 °C (28).

1.4.5 Compuestos activos
De acuerdo a la revista Botanica Online (29), la variedad de compuestos activos que posee
la planta de coco depende de la parte donde se encuentre el componente, siendo la semilla

la Unica parte de la planta que se ingiere. Por lo tanto, se puede mencionar:

e Acido Laurico: Es el mayor de los 4cidos grasos de cadena media que tiene efecto
antimicrobiano y consiste en una cadena de doce atomos de carbono. El aceite de

COCO es rico en este nutriente, representa el 50% de su contenido graso.

e Carbohidratos: contenido en la semilla, entre los cuales se encuentran: galactosa,
fructosa, manano, rafinosa, sacarosa, glucosa, pentosanas, L-ramnosa y galactomano.
e Grasas: Saturadas, monosaturadas y poliinsaturadas.

e Proteinas.
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Fibras: presentes en la semilla: pectina, lignina y celulosa.

Vitaminas: gamma-tocoferol y alfa-tocoferol en el aceite y en la semilla
encontramos niacina, riboflavina, acido ascérbico, tiamina, inositol y riboflavina.
Minerales: tales como fosforo, selenio, magnesio, sodio, yodo, calcio, hierro y zinc.
Oligoelelementos: Niquel, estroncio, cromo, arsénico, escandio, aluminio, boro,
antimonio, cesio, rubidio, bario, cadmio, flior, niquel, molibideno y manganeso.
Polialcoholes: como el sorbitol que se encuentra en la semilla.

Acidos organicos: Citrico, malico, galacturénico, succinico, shikimico, miristico,
quinico y tridecanoido, presentes en la semilla, acido siringico y cumarico en la hojas
y acido ferdlico en las hojas.

Oxidos: tales como dxido de manganeso, 6xido de magnesio y 6xido de fosforo, que
se encuentran en las hojas.

Fenoles: vainillina presente en las hojas.

Fitohormonas citoquininas: N-isopenteniladenina, trans-zeatin, dihidrozeatin-O-
glucosido, dihitrozeatin, bencilaminopurina, zeatina y meta-topolin-ribésido, todas

presentes en la semilla.
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CAPITULO Il

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Sefiala Moreno et al (2), que el Streptococcus mutans es considerado el principal causante
de la formacion de la caries, debido a que este microorganismo esta presente en la placa

dental y puede producir y soportar los acidos que ocasionan las caries.

Indica Ojeda et al (5), que la caries dental es consecuencia de un desbalance de microflora
natural de la placa de las piezas dentales, esta alteracion de las condiciones naturales de
la cavidad bucal por la presencia del estreptococo mutans, aunado a la colonizacion de
los tejidos dentales, interaccion e implantacion de otros microorganismos son los
causantes de esta enfermedad que es considerada contagiosa que se origina por un proceso

dindmico de desmineralizacién y remineralizacion.

Muchas son las investigaciones tanto in vitro como in vivo, orientadas a buscar solucionar
o disminuir los efectos del estreptococo mutans en la cavidad bucal, al igual que prevenir
la formacién de la caries dental, entre ellas se encuentran la utilizacion de la plantas
medicinales y los derivados o la medicina tradicional. Tal como menciona Buitrén (30),
el uso de plantas para medicina farmacoldgica va en un significativo aumento, debido a
gue es una valiosa materia prima, con menor costo de procesamiento, menores efectos

secundarios y de facil accesibilidad.

Entre los estudios se encuentra el de Peedikayi et al (23), es una investigacion in vivo
sobre la eficacia bacteriana del aceite de coco y la clorhexidina sobre el Streptococcus
mutans en 50 nifios por 30 dias demostrando que el enjuague a base de aceite de coco es
tan eficiente como el de clorhexidina, sin embargo la limitacion fue el nimero de muestra

y el no poder asociar directamente el efecto con la bacteria Streptococcus mutans.

Por lo anteriormente descrito es que se fundamenta la presente investigacion, ademas que
de acuerdo a la metodologia establecida por Lakade et al (31), se plantea determinar a
nivel in vitro el efecto antimicrobiano del aceite de coco sobre las cepas de Streptococos
mutans, para lo cual se necesita colocar en contacto directo la bacteria con el producto

natural para identificar el efecto antimicrobiano y se comparara como punto de referencia
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con la clorhexidina, sustancia de potente accion antibacteriana, actla sobre las bacterias
gram negativa y gram positiva, reduciendo los patdgenos bucales, al comparar el efecto
del aceite de coco con este producto antimicrobiano se comprobara si es positiva la
respuesta sobre el microorganismos. Por esta razon surgio la siguiente interrogante en la

investigacion:

¢Presenta efecto inhibitorio el aceite de coco sobre la cepa de Estreptococo mutans
ATCC25175 al comparar con la clorhexidina al 0,12%7?

2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo General

Determinar el efecto inhibitorio del aceite de coco a diferentes concentraciones sobre las
cepas de Estreptococos mutans ATCC25175 mediante estudio in vitro y en comparacion

con el efecto producido por la clorhexidina al 0.12%.

2.1.2 Objetivos Especificos

e Determinar el efecto inhibitorio del aceite de coco sobre cepas de estreptococos
mutans ATCC25175 a la concentracion de 100%

e Determinar el efecto inhibitorio del aceite de coco sobre cepas de estreptococos
mutans ATCC25175 a la concentracioon de 75%

e Determinar el efecto inhibitorio del aceite de coco sobre cepas de estreptococos
mutans ATCC25175 a la concentracién de 50%.

e Comparar el efecto inhibitorio del aceite de coco a las diferentes concentraciones

evaluadas y con respecto a la clorhexidina al 0,12%.
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2.2 HIPOTESIS

2.2.1 Hipotesis de investigacion, H1

e Elaceite de coco presenta efecto inhibitorio sobre la cepa ATCC25175 Estreptococos
mutans mediante el estudio in vitro.

e El aceite de coco presenta igual o mayor efecto inhibitorio sobre la cepa ATCC25175

Estreptococo mutans que la clorhexidina al 0.12%.

2.2.2 Hipotesis nula, Ho
e EI aceite de coco NO presenta efecto inhibitorio sobre la cepa ATCC25175
Estreptococo mutans mediante el estudio in vitro.

e El aceite de coco presenta MENOR efecto inhibitorio sobre la cepa ATCC25175
Estreptococo mutans que la clorhexidina al 0.12%.
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CAPITULO 111
3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Tipo de investigacion

La presente investigacion se considera de tipo experimental in vitro, debido a que se
utilizé un modelo experimental de cultivo de microorganismos en un laboratorio con las
condiciones requeridas para la investigacion. En tal sentido, se aplico el aceite de coco
sobre un cultivo de cepas ATCC25175 de Estreptococos mutans, con la intencién de
identificar el efecto inhibitorio mediante la medicion de halos de inhibicidn, se realizo el
mismo procedimiento con la clorhexidina al 0,12%, para definir si existe efecto

antimicrobiano del aceite de coco y la eficacia en relacion a la clorhexidina al 0,12%.

3.1.2 Poblacion de estudio y muestra

Poblacion: La poblacion esta conformada por un nimero infinito de bacterias de la cepa
Estreptococos mutans ATCC25175.

Tamafo y seleccion de la muestra: La muestra fue seleccionada de forma no
probabilistica, de acuerdo a la conveniencia de la investigacion y considerando los

criterios de inclusion y exclusion, es decir sin aleatorizacion equitativa.

3.2 Criterios de inclusién y exclusion

3.2.1 Criterios de inclusion
e Cepas de Estreptococos mutans ATCC25175 puras sin contaminacion

e Muestra de aceite de coco a las concentraciones de 100%, 75% y 50%

3.2.2 Criterio de exclusion

e Cepas de Estreptococos mutans ATCC 25175 con contaminacion durante el
procedimiento experimental.

e Cajas Petri con defectos de fabricacion
e Aceite de coco con presencia de agua 0 contaminantes que altere el efecto sobre

la cepa Estreptococos mutans ATCC 25175.
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3.3 Variables

3.3.1 Conceptualizacion de las variables

Variables independientes

e Aceite de coco: Aceite extraido de Cocos nucifera.

Variable dependiente

e Inhibicion de Estreptococos mutans: Microorganismo unicelular con movilidad
propia, que fomenta el desarrollo cariogénico dental. (5)

Variable interviniente

e Clorhexidina al 0,12%: Es un agente antimicrobiano que desestabiliza y penetra las
membranas de las células bacterianas (34).

e Agua destilada: Agua (H20) sin impurezas ni iones (32).

3.4 Operacionalizacion de las variables
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Tabla 1. Operacionalizacion de las variables

propia, que fomenta el

DEFINICION - - ESCALAS DE
VARIABLE OPERACIONAL TIPO CLASIFICACION INDICADOR CATEGORICO MEDICION
Concentracion del aceite de coco Nominal
ACEITE DE Aceite extraido del Cocos Indenendiente Cuantitativa 100% 1
COCO nucifera (33). P 75% 2
50% 3
Es un agente
antimicrobiano que
GLUCONATO DE | desestabiliza y penetra las . o ., 0 .
CLORHEXIDINA | membranas de las células Independiente Cuantitativa Concentracion 0,12% Non;mal
bacterianas, en este estudio
sera el control positivo (34).
Tipo de microorganismo ordinal
unicelular con movilidad mm

papel

INHIBICION desarrollo cariogénico Diametro de halo de inhibicion e R<8mm el halo de
ESTREPTOCOCO | dental, que se determina a Dependiente Cuantitativa Resistente 0 no inhibicion (R) inhibicion
S MUTANS través del halo de P Sensible o inhibicion (S) '
crecimiento del * S >8mm el halo de
Streptococcus mutans y se inhibicion (35).
determina el efecto
antimicrobiano (5) .
- Cantidad de agua destilada usada .
AGUA Agua (H20) sin impurezas - . . - Nominal
DESTILADA ni iones (32). Interviniente Cuantitativa para impregnar los discos de 1

Fuente: elaborado por la investigadora
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3.5 Procedimientos y técnicas

3.5.1 Materiales y métodos

3.5.1.1 Elaboracion del aceite de coco.

Se realiz6 de manera casera y se refin6 en la Facultad de Biotecnologia de la
Universidad de las Fuerzas Armadas. Los materiales y reactivos utilizados fueron:

e Coco maduro y seco

e Guantes de manejo

e Mascarilla

o Gorro

e Olla esterilizada en autoclave
e Cocina eléctrica,

e Cuchillo grande

e Licuadora
e Embudo,
e Tijera

e Colador

e Recipiente plastico

e Agua destilada tibia

e Refrigerador

e Frasco de vidrio transparente

e Frascos pequefios de vidrio &mbar

e Dimetilsulfoxido
Procedimiento
Se utilizd 2 cocos maduros y secos adquiridos en el mercado de Santa Clara (Quito-

Ecuador), se lavo con abundante agua y una vez limpio se procedio a perforar los

poros de germinacion del fruto para retirar el agua (Figura 2).

18



Figura 2. Coco maduro
Fuente: Autora

Se abrid los cocos, se retird la cascara con un cuchillo y se corté la pulpa o copra

en pequefos trozos (Figura 3)

Figura 3. Trozos de la pulpa del coco
Fuente: Autora

Luego se mezclo la pulpa con el agua del propio coco en la licuadora hasta que se
formo una pasta. (Figura 4)
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Figura 4. Trituracion de trozos de coco (pasta)
Fuente: Autora

Exprimimos esta pasta en un recipiente plastico, separando la leche de coco (Figura
5).

Figura 5. Exprimir la pasta
Fuente: Autora

Se procedi6 a dejar el recipiente en un lugar oscuro durante aproximadamente 48

horas para su fermentacion (Figura 6).
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Figura 6. Leche de coco
Fuente: Autora

Se coloc6 en el refrigerador, donde el aceite de coco y la pulpa formaron una capa
solida en la parte superior; luego se retird la mezcla sélida de aceite y pulpa (Figura
7).

Figura 7. Capa sélida
Fuente: Autora

Por ultimo se calentd en una olla metélica de acero inoxidable a baja temperatura
removiendo constantemente hasta que quedo el aceite; se filtrd en un tamiz para

separar el aceite de la pulpa (Figura 8).

Figura 8. Separacion del aceite de la pulpa
Fuente: Autora
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Su conservacion fue en el refrigerador por 48 horas (Figura 9).

Figura 9. Aceite de coco
Fuente: Autora
Finalmente se realizd la ozonificacion del aceite en el laboratorio para purificarlo y

se preparo las diluciones con dimetilsulféxido para obtener las concentraciones al

75% y 50% en la Facultad de Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas

Armadas (ESPE) (Figura 10) (Figura 11).

Para alcanzar las concentraciones de estudio se realizan las siguientes diluciones:

e La primera concentracion es pura al 100%

e Para la segunda concentracion de 75%, se tomaron 0,75 ml de aceite de coco y
0,25 ml de dimetilsulfoxido.

e Para la tercera concentracion de 50%, se tomaron 0,50 ml de aceite de coco y
0,50 ml de dimetilsulféxido.

‘zae AN

Figura 10. Ozonificador Fuente: Autora
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Figura 11. Concentraciones de aceite de coco
Fuente: Autora

3.5.1.2 Ensayo microbiologico
Se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la

Universidad Central del Ecuador. Los materiales y reactivos utilizados fueron:

e Incubadora

e Muestra bioldgica cepas de Streptococcus Mutans ATCC25175
e Cajas Petri de 90x15mm

e 12 medios de cultivo de Agar sangre de cordero 5%
e Micropipeta desechable

e Pinza estéril

e Mechero

e Guantes estériles

e Mascarilla

e Gorro desechable

e Discos blancos de papel filtro de 6 mm estériles

e Asa bacterioldgica

e Tubo de ensayo

e Hisopos estériles

e Céamara de Bioseguridad

e Autoclave

e Toallas de papel desechables
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e Marcador azul

e Suero fisioldgico

e Agar tripticasa soya

e Clorhexidina

e Aceite de coco al 100%, 75% y 50%.

3.5.1.2.1 Obtencidn de la cepa bacteria para el estudio

La cepa de Streptococcus mutans ATCC® 25175™ (Figura 12), fue adquirida
mediante la empresa importadora Medibac, en estado liofilizado y almacenada a
bajas temperaturas en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Odontologia

de la Universidad Central del Ecuador.

Figura 12. Cepa de Streptococcus mutans ATCC® 25175™
Fuente: Autora

3.5.1.2.2 Método de difusion en disco Kirby — Bauer (CLSI)
El Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), denominado

previamente Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLYS), es

una organizacion delegada de publicar guias de laboratorio estandarizadas para su

24



uso internacional consensuada. EI CLSI en su documento M2-A7 recomienda el
protocolo descrito por Kirby — Bauer como referencia para las pruebas de

sensibilidad por difusion en disco (36) .

3.5.1.2.3 Activacion de la Cepa Bacteriana

La activacion de la cepa fue realizada siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante y con el uso de las Normas Generales de Bioseguridad de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Central del Ecuador, el cual est4d basado en el
informe del Manejo de los desechos infecciosos para la red de servicios de salud en
el Ecuador (37).

La cepa bacteriana de estreptococo mutans viene en un estado liofilizado, un

depdsito de liquido hidratante y un hisopo de inoculacion. (Figura 13).

Figura 13. Cepa de Streptococcus mutans ATCC® 25175™
Fuente: Autora

Para la activacion de la cepa bacteriana se abrié el empaque, donde se encontraba
el dispositivo, se presiond la parte superior del dispositivo donde se encuentra el
deposito del liquido hidratante para de esta manera obtener la cepa diluida, una vez
realizado esto siguiendo la recomendacion de Adesola et al (38) y de las Normas de
de la evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana del NCCLS, actualmente
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (39), abrimos el tubo y con el
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hisopo de inoculacion procedimos a transferir este contenido a 10 ml de Agar Soya,
en condiciones estériles y se lo dejo en la incubadora a 37°C por 24 horas.

Transcurrido este tiempo se observo un crecimiento de la bacteria en el tubo de
ensayo. Se procedié a tomar con un hisopo estéril un poco del cultivo y se sembré
en una caja Petri con Agar Sangre para confirmar su activacion, mediante técnica
de diseminacion, se llevé a la incubadora, por 24h y se observé la formacion de
colonias jovenes de streptococcus mutans, con las que se trabajo en este estudio de

investigacion (Figura 14) (Figura 15).

Figura 14. Activacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC® 25175™
Fuente: microbiologics.com

Figura 15. Crecimiento de la cepa (para la suspension de estandarizacion)
Fuente: Autora
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3.5.1.2.4 Preparacion de la Suspension bacteriana

Se tom¢ parte de la siembra de streptococcus mutans, que crecié en un medio Agar
Sangre, con un hisopo y se la traslado a un tubo de ensayo con suero fisioldgico,
donde se la comparo con una solucién estandar de turbidez McFarland 0.5, que es
utilizada en casos de pruebas de sensibilidad para estandarizar la concentracién de
la cepa bacteriana. Se comparo la turbidez de la suspension, con la del prototipo
original en un fondo blanco con lineas negras, la turbidez debe ser parecida en los
dos tubos de ensayo. Con esta prueba se obtuvo una suspensién homogénea de la

cepa bacteriana (figura 16).

Figura 16. Solucion estandar de turbidez McFarland
Fuente: Autora

3.5.1.2.5 Siembra de la suspension bacteriana en las cajas petri

Primero se rotularon las cajas Petri con el medio de cultivo Mueller Hinton
enriquecido con un 5% de sangre (agar sangre). Con un hisopo se tomoé la
suspension bacteriana estandarizada y se sembr6 en cajas de este agar, mediante
técnica de diseminacion (figura 18) realizandose estriaciones en tres diferentes
direcciones para poder repartir la bacteria por toda la superficie del agar. Este
procedimiento se lo realiz6 en una cAmara de seguridad bioldgica (flujo laminar)

para evitar cualquier tipo de contaminacion (figura 17).
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Figura 17. Camara de seguridad biolégica
Fuente: Autora

Figura 18. Técnica de diseminacion
Fuente: Autora
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3.5.1.2.6 Colocacioén de los discos con aceite de coco

Para realizar la prueba de sensibilidad se inicion embebiendo discos de papel con
las diluciones de aceite de coco (50, 75y 100%). Se coloc6 mediante una pipeta la
cantidad 20 microlitros en cada disco. Ademas, se realizo el control positivo con la
clorhexidina al 0,12% y el control negativo con agua destilada en cada caja Petri.
Los discos de papel, embebidos en las distintas concentraciones, fueron colocados

en las cajas Petri con ayuda de una pinza estéril (figura 19).

Figura 19. Colocacion de discos embebidos con las respectivas concentraciones de aceite de coco
Fuente: Autora

3.5.1.2.7 Incubacion de la placa

Para el estudio se consider6 las condiciones de anaerobiosis, a 35+ 2°C y CO2 al
5%; y asi lograr una adecuada incubacion de los microorganismos, colocando las
cajas Petri en la jarra de Gaspack (figura 20). Los resultados obtenidos fueron leidos
mediante las mediciones de los halos de inhibicion a las 24 horas de incubacion
(figura 21). Para verificar la inhibicion de las diferentes concentraciones 100%,
75% y 50% del aceite de coco, y la clorhexidina al 0,12% (control positivo) y agua
destilada (control negativo), se midié con un pie de rey el halo que formo alrededor
del disco (figura 22) y se establecio segin Cedamanos y Mejia (35), la inhibicion
de la bacteria por el producto en base a la siguiente escala:
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e Resistente o no inhibido < 8 mm el halo de inhibicion.

e Sensible o inhibido > 8 mm el halo de inhibicion

Figura 20. Incubacion de la cepa bacteriana en la jarra de Gaspack
Fuente: Autor

Aceite de
coco 75%

Aceite de

coco 100%

Agua
Destilada

: 7 Clorhexidina
Aceite de - e ' E. 0,12 %
coco 50% ' N

Figura 21. Halos de Inhibicion
Fuente: Autor
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Figura 22. Medicion de los halos de inhibicion con pie de rey
Fuente: Autor

3.5.1.2.8 Eliminacion de Desechos

Por ultimo posterior a la medicion de los halos de inhibicion se procedi6 a la recoleccion
interna de desechos, con el permiso ya solicitado a la coordinadora general de clinicas
Dra. Marina Dona, se colocaron las 12 cajas Petri en el autoclave (figura 23) para ser
esterilizadas (figura 24), luego se coloco en fundas para desechos infecciosos sefialando
que es un desecho altamente contaminante, finalmente se procedié al almacenamiento

temporal para su posterior disposicion final (figura 25).

Figura 23. Autoclave Figura 24. Esterilizacion de cultivos
Fuente: Autor Fuente: Autor
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Figura 25. Eliminacién de desechos altamente infecciosos
Fuente: Autor
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CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el presente estudio se evalud la inhibicion de crecimiento bacteriano que produce el
aceite de coco sobre cepas de Streptococcus mutans, aplicando el método de difusién en
disco de Kirby — Bauer. Una vez obtenidos los resultados de la medicion de halos, estos
fueron procesados mediante el programa de Excel 2013, para obtener la media y la

desviacion estandar de cada tratamiento.

4.1 Resultados

Tabla 2. Resultados de la medicién de los halos de inhibicién

Aceite de coco Clorhexidina Agua destilada
. Halo de inhibicion (mm) Halo de
Caja No. Halo de inhibicion
100% 75% 50% inhibicion (mm) (mm)

1 12.6 10.9 11.6 13.7 6

2 12.8 12.7 11.7 134 6

3 12.8 11.9 10 16 6

4 13 11.8 11.4 15.8 6

5 134 12 11.3 15.9 6

6 12.7 12 10.9 17.9 6

7 12.8 12 11.1 14.7 6

8 12.8 11.8 10.7 16.4 6

9 13.1 12.2 11.1 16.7 6

10 13 12.2 10.8 15.2 6

11 12.9 12.2 11,4 14.1 6

12 13.1 12.8 11.5 155 6

Fuente: Investigacion

Elaboracion: Autora
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Tabla 3. Analisis estadistico de los resultados de la medicion de los halos de inhibicion

AGUA DESTILADA

CLORHEXIDINA

ACEITE DE COCO 100%

ACEITE DE COCO 75%

ACEITE DE COCO 50%

Area de

Area de

Area de

Area de

Area de

Inhibicién [mm] inhibicién Inhibicién [mm] inhibicién Inhibicién [mm] inhibicién Inhibicién [mm] inhibicién Inhibicién [mm] | inhibicion
[mm~A2] [mm~2] [mm~2] [mmA~2] [mm~2]

6 113,097 13,77 595,686 12,66 503,521 10,97 378,062 11,61 423,462

6 113,097 13,44 567,477 12,87 520,364 12,71 507,506 11,75 433,736

6 113,097 16,00 804,248 12,80 514,719 11,98 450,883 10,07 318,573

6 113,097 15,81 785,260 13,00 530,929 11,89 444,134 11,44 411,152

6 113,097 15,92 796,225 13,44 567,477 12,03 454,654 11,37 406,135

6 113,097 17,90 1006,598 12,79 513,915 12,00 452,389 10,98 378,752

6 113,097 14,72 680,268 12,88 521,267 12,09 459,126 11,18 392,513

6 113,097 16,45 849,737 12,81 515,468 11,85 440,925 10,77 364,293

6 113,097 16,79 885,637 13,12 541,000 12,22 469,011 11,10 386,977

6 113,097 15,23 728,273 13,09 538,409 12,27 473,069 10,88 371,695

6 113,097 14,14 627,784 12,92 524,665 12,20 467,398 11,40 408,522

6 113,097 15,52 756,243 13,15 543,643 12,34 478,471 11,52 416,715

MEDIA 6,00 113,10 15,47 756,95 12,96 527,95 12,05 456,30 11,17 392,71
DESVIACION - - 1,30 126,98 0,21 17,41 0,41 30,51 0,46 31,55

INHIBICION 756,95 527,95 456,30 392,71
EFICIENCIA 1,00 0,70 0,60 0,52
1-EFICIENCIA - 0,30 0,40 0,48

Fuente: Investigacion. Elaboracion: Ing. Daniel Teran
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Grafico 1: Historial de medicion y tendencia lineal de cada repeticion y entre

tratamientos.

HISTORICO DE MUESTRAS

E 1200 . -

é e -_—\/\—’\_"/— ——clorhexidina

‘E 0,00 —Areite decoco 100%
(%)

= Aceitedecoco 75%
=

—Areite decoco 50%

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12

Fuente: Investigacion.
Elaboracion: Ing Daniel Teran

El histérico o gréfica de control, muestra uniformidad en las 12 medidas de cada

concentracion, permitiendo apreciar lo siguiente:

e La linea en color azul es la clorhexidina, y siempre esta por encima de las demas
muestras; esto significa que su efecto inhibidor es mas alto que el aceite de coco en
cualquiera de sus concentraciones.

e Lalineaen color rojo, representa las 12 muestras de aceite de coco con concentracion
del 100%; esta por debajo de la clorhexidina y por encima de las demas
concentraciones de coco; por tanto, a mayor concentracion de aceite coco mayor es
la inhibicion; sin embargo, su punto de saturacion (concentracién al 100%) no puede
igualar la eficiencia de la clorhexidina.

e Las lineas en verde y lila, representan concentraciones de aceite de coco al 75% y
50% respectivamente. Al estar por debajo de las muestras anteriores, se ratifica el

punto anterior.
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Grafico 2: Medias de los halos por cada tratamiento

PROMEDIO GENERAL DE INHIBICION SEGUN SUS AREAS

Clorhexidina Aceite de coco al 100% Aceite de cocod 75% Aceite de coco al 50%

800,00

700,00

600,00

500,00

400,00

300,00

200,00

100,00

Fuente: Investigacion.
Elaboracién: La autora

El gréfico de barras representa los promedios medidos en areas de inhibicion; si bien esta
se mide en milimetros, debe recordarse que la forma fisica en la que se aprecia su efecto
inhibidor es de una circunferencia, por tanto, dicho efecto debe ser medido en la totalidad
de su superficie, para lo cual, aplica la formula: (z*(d/2)"2), donde “d” representa la
distancia en milimetros medidas en laboratorio.

Los promedios conglomeran un resultado general de las 12 mediciones, agrupadas para
cada concentracion, y ratifican la tendencia apreciada en el Histérico de Muestras.

Se aprecia que la clorhexidina es mas eficiente en area de accién que cualquier
concentracion de aceite de coco, y que, para los estudios en concentracion de aceite de

coco, a mayor concentracién, mayor es su eficiencia inhibidora.
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Grafico 3: Comparacion de porcentajes de inhibicion entre tratamientos y el

control positivo.

RELACION DE EFICIENCIA. ACEITE DE COCO VS
CLORHEXIDINA

Aceie de coco al 50%
Aceie de coco al 75%
Aceie de coco al 100%

Clorhexidina

0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,20 0,90 1,00

mSeies]l mSeies2

Fuente: Investigacion.
Elaboracion: Ing. Daniel Teran

Por medio de esta imagen, se puede comparar la eficiencia de cada concentracién de

aceite de coco, con respecto a la clorhexidina.

e Siendo la clorhexidina la de mayor efecto inhibidor, su eficiencia es 1, 0 100%, ya

que se esta comparando con ella misma, sin embargo, téngase en cuenta que su efecto

inhibidor cuantificado se muestra en la grafica de promedios generales.

e EI Aceite de coco al 100%, tiene una eficiencia del 70% comparado con la

clorhexidina; esto significa que elimina 30% menos de bacterias en la misma area de

accion.
e EIl Aceite de coco al 75%, elimina 40% menos bacterias que la clorhexidina, que
equivale a decir que su eficiencia es del 60%

e De manera similar, el aceite de coco al 50% presenta una eficiencia del 52%.



Grafico 4: Comparacion de eficiencia entre los tratamientos y el control,

positivo.

Fuente: Investigacion.
Elaboracion: Ing. Daniel Teran

El Boxplot mostrado en la figura se utiliza para analizar la concentracion y dispersion de

datos.

La clorhexidina (celeste), tiene una media mas arriba que las concentraciones de
coco, significando que su inhibicion es mas alta, sin embargo obsérvese que su caja
es la mas grande de todas, lo cual implica que su dispersion es mayor; es decir: los
resultados medidos con clorhexidina presentan los valores mas imprecisos de todo el
estudio. La linea horizontal por encima de la cruz representa que los datos varian
menos hacia arriba, que traducido al estudio describe que es méas probable que su
eficiencia de inhibicion por valores debajo de la media, son los menos predecibles.

Las concentraciones de coco al 100% (rojo) 75% (verde) y 50% (lila) tienen cajas
mas estrechas, significando que sus mediciones son mas precisas y predecibles;
ademas las medias estan muy cercanas a las medianas, implicando que los datos

tienen distribucion homogeénea.

Pruebas de Hipdtesis

Considerando que la cantidad de muestras son 12 para cada concentracion analizada

incluyendo la clorhexidina; se utiliza el analisis estadistico por distribucion tipo “T” para

pequefias muestras, donde aplica la ecuacién:
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Para el estudio, se considera una significancia del 0.05 0 5%, y la distribucion tiene una
sola cola.

X.- Media de las muestras para poblaciones desconocidas

u.- Media conocida de la poblacion (comparacion)

S.- desviacion de las muestras

n.- nimero de muestras

e Hipotesis 1: El aceite de coco presenta efecto inhibitorio sobre la cepa de
Streptococus mutans; por tanto. H1: Inhibicion > 6; HO Inhibicion <=6 (comparado
con la inhibicion de agua destilada). El valor “t” bajo la formula mencionada es de
113.52, y el limite de rechazo para la significancia es de 1.796; por tanto la hipdtesis
se acepta (t>p). El aceite de coco si presenta efecto inhibitorio.

e Hipotesis 2: El aceite coco presenta mayor efecto inhibitorio comparado con la
clorhexidina; por tanto. H1: Inhibicién >= 15.47; HO: Inhibicién < 15.47. El valor t
en la formula es igual a -40.94, y el limite de rechazo de hipotesis en la significancia
es de 1.796; por tanto la hipétesis se rechaza (t<p). La clorhexidina es mas eficiente

que el aceite de coco.

Estadistica comparativa entre las concentraciones de aceite de coco

De modo que se pueda determinar si existen diferencias significativas en la inhibicién de
las concentraciones de coco en estudio; con una misma significancia del 0.05, se utilizan
las medias y desviaciones estandar obtenidas para cada caso. Existen 3 comparaciones, y
por tanto 3 hipotesis que deben plantearse para determinar si las diferencias en su
concentracion son significativas; donde “x” denotara la concentracion del 100%, “y”
concentracion al 75% y “z” concentracion al 50%

e Aceite de coco al 100% VS Aceite de coco al 75%; Ho: ux - uy = 0, Ha: ux —uy # 0
e Aceite de coco al 75% VS Aceite de coco al 50%; Ho: uy -uz =0, Ha: uy -uz #0
e Aceite de coco al 100% VS Aceite de coco al 50%; Ho: ux -uz =0, Ha: ux -uz #0

Hipdtesis: ‘ Ho: ux-uy =0 ‘ Ho: uy-uz=0 Ho: ux-uz=0
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Aceite de|Aceite de|Aceite de|Aceite de|Aceite de|Aceite de
coco 100% |coco 75%|coco 75%|coco 50% |coco 100% |coco 50%
f(ux) f(uy) f(uy) f(uz) f(ux) f(uz)
Media 12.96 12.05 12.05 11.17 12.96 11.17
Desviacion estandar 0.21 0.41 0.41 0.46 0.21 0.46
Total de muestras 12 12 12 12 12 12
r?]ggirae:‘"a de 0.92 0.87 1.79
Error estandar 0.13 0.18 0.15
Prueba estadistica 6.86 491 12.26
Significancia 0.05 0.05 0.05
p 1.7171 1.7171 1.7171
Conclusion Se acepta la hipotesis Se acepta la hip6tesis Se acepta la hip6tesis

En virtud a los valores de p se evidencia que no existe diferencia significativa en el efecto

inhibitorio de las tres concentraciones de aceite de coco investigadas.
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CAPITULO V
DISCUSION

En el presente estudio se pudo obtener datos acerca de la actividad inhibitoria que tiene
el aceite de coco sobre una de las bacterias mas importantes y de mayor prevalencia
denominada Estreptococos Mutans gque genera la produccién de acido y que conlleva a la
desmineralizacion de los dientes, fomentando la destruccién de los tejidos duros dentales
y provocando la enfermedad conocida como caries por lo que en los Gltimos afios se ha
buscado incentivar mediante nuevos estudios como una alternativa preventiva que nos
ayude al control y disminucion de este patdgeno.

Por este motivo se ha demostrado que el aceite de coco a diferencia del resto de los aceites
este contiene acidos grasos y saturados con acido ladrico, el cual posee propiedades
antiinflamatorias y antimicrobianas. Ademas que la aplicacién del aceite de coco presenta
mayor efectividad que los productos sintéticos, por la capacidad de minimizar las
consecuencias, actuando como elemento inhibidor del Estreptococos mutans, como

principal bacteria involucrada en la generacion de la caries dental.

Estudios realizados por Richani (2015), Evalud el efecto inhibitorio del aceite de coco
comercial de marca FIS sobre cepas de Estreptococos mutans cuyos halos de inhibicion
fueron entre 9 a 10 mm presentando asi poder antibacteriano que posee. En nuestro
estudio de investigacion se realizo el aceite de coco casero, en el cual se ocupo un
diluyente para obtener diferentes concentraciones de 50%, 75% y 100% que es el aceite
puro, cuyos resultados promedio de inhibicion fueron de 12,96 mm para el 100% de
concentracion, 12,05 mm al 75% de concentracion y 11.17 mm al 50% de concentracion
lo que evidencia que el Estreptococos mutas resulta ser “Sensible o inhibido” al presentar
halos de inhibicién mayores a 8 mm segun la escala establecida por Cedamanos y Mejia
(35) ,asi mismo las pruebas de hipbtesis demuestran que el aceite de coco evidencia efecto
inhibitorio, sin demostrar diferencias significativas en el efecto producido por las tres
concentraciones, dichos resultados de la presente investigacion sustentan lo referido con
el estudio de Richani. En este sentido, se comprueba nuestra hipétesis de investigacion,
por lo tanto el aceite de coco presenta efecto inhibitorio sobre la cepa ATCC25175
Estreptococos mutans demostrado mediante el presente estudio in vitro (25).

Otros estudios realizados por Beena y Faizal (2016), Compararon la actividad

antimicrobiana del aceite de coco y de la clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Candida
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albicans aisladas de pacientes nifios cuya zona media de inhibicién para la clorhexidina
al 0,12 % fue de 21.8 mm, mientras que para el aceite de coco fue de 16.8 mm, cuyos
resultados concuerdan con el presente estudio ya que corrobora los efectos adquiridos
(40).

Silalahi (2014), Evalué la actividad antibacteriana del aceite de coco virgen hidrolizado
en 4 cepas bacterianas que fueron Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis y Propionibacterium acnes, a diferentes concentraciones y
cuyos halos de inhibicion fueron de: al 25%: 8.78mm, 50%: 10.18mm y 75%: 11.35mm
siendo la Pseudomonas aeruginosa la que presentd mayor efecto inhibitorio. En la
presente investigacion se realiza con aceite de coco casero cuya mayor concentracion que

es al 100% presento un resultado de 12,96mm frente al Estreptococos Mutans (41).

Estudios in vitro realizados por Rajan (2016), determind la actividad antimicrobiana del
agua de coco y aceite de coco en 50 especies de Candida. El aceite de coco y el agua de
coco fueron purificados mediante un método de filtracion siendo el aceite de coco
totalmente puro es decir al 100% mientras que el agua de coco se diluyd en tres
concentraciones diferentes: 100%, 50% y 25% cuyos resultados de los halos de inhibicion
fueron: al 100% del aceite de coco sin diluir se obtuvieron halos entre 12 - 16mm mientras
que el agua de coco al 100% mostraron inhibicién menos de 5mm vy al 50% y al 25% de
la concentracion de agua de coco no hubo una zona de inhibicion de las especies de
Candida. En este estudio se ha demostrado una actividad inhibitoria por parte del aceite

de coco contra las especies de candida. (42).

En nuestro estudio a pesar de ser un aceite casero se realizaron diluciones para obtener
distintas concentraciones, el cual se comprobd que si hubo un efecto inhibitorio frente al
Estreptococo mutans a pesar de que en el analisis estadistico nos indica que existe
diferencias significativas entre la eficacia inhibitoria producida por la clorhexidina en
relacion al aceite de coco en las tres concentraciones analizadas, se acepta la hipotesis
nula Ho, es decir, el aceite de coco presenta MENOR efecto inhibitorio sobre la cepa

ATCC25175 Estreptococo mutans que la clorhexidina al 0.12%.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

1. Elaceite de coco a diferentes concentraciones presenta efecto inhibitorio sobre las
cepas de Estreptococos mutans ATCC25175 mediante estudio in vitro y en

comparacién con el efecto producido por la clorhexidina al 0.12%.

2. Las medias de lo halos de inhibicion arrojados en el presente estudio dieron como
resultado para la clorhexidina 15.47 mm, aceite de coco al 100% 12.96 mm, aceite

de coco al 75% 12.05 mm y aceite de coco al 50% 11.17 mm.

3. La clorhexidina presentd el esperado efecto inhibitorio sobre Streptococcus
mutans, produciendo un halo de inhibicion promedio de 15,47 mm, se observé
que el microorganismo presenta significativamente mayor sensibilidad frente a la

clorhexidina al 0,12% que al aceite de coco en sus tres concentraciones.
4. EI Streptococcus mutans demostrd ser sensible in vitro al aceite de coco en

concentraciones al 50%, 75% y 100% observando que no existe diferencias

significativas entre la inhibicion producida por las tres concentraciones.
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RECOMENDACIONES

Continuar con las investigaciones, realizando ensayos, ya sea in vitro o in vivo del

aceite de coco para otras bacterias patdgenas de interés en Odontologia.

Realizar estudios “in vivo” que evaltien el comportamiento del aceite de coco en la

cavidad oral y los posibles efectos secundarios que puedan afectar a los tejidos orales.

Realizar estudios con un aceite de coco de marca comercial para probar su efectividad

antimicrobiana

Realizar estudios que corroboren la actividad antimicrobiana del aceite de coco

obtenido de manera natural con diferentes métodos de extraccion.

Determinar la concentracién minima inhibitoria (CIM) de aceite de coco y la

concentracion minima bactericida (CMB) frente a Streptococcus mutans
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Anexo B: Certificado de elaboracion de las diluciones de aceite de coco

Quito, 24 de julio del 2017

A QUIEN INTERESE

Yo, BLANCA FABIOLA NARANJO PUENTE Deconte de Filoguimica de In
Carrera de Bioteenologis — ESPE con CC: 0602201410

CERTIFICO QUE:

Las diluciones del extracto de *“aceite de ¢oco’ que serd wtilizado en ¢l trabajo de tess
de la sefocits Andres Carmen Torres Torres com CC: 1724581614, Serin claboradas
bajo mi responsabiladad $emica controlando los pardmetros de calidad que este tipo de
productos requoeron.

Es todo cusnto peedo certificar en honor a Ja verdad, La menciomada sefiorita poede
hacer usd de este certificado come bien 1o pareciere,

Alenzamense

Drs. Blasca Narasjo Puente
CC: 0602201410
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Anexo C: Renuncia a Trabajo Estadistico

Quito, 12 de agosto ded 2017

A guien corresgonda:

Yo, lorge Daniel Terdn Ruales com C) 1715832913, por ¢l presente renumcio 4 todos lox devechos
de putor v propledad Istelectua! relacionado 3l trabajo estaditico, andksis de resulados, malre o
veriahies reakzado en of trabajo tedado “EFECTO ANTIMICROSIANO DEL ACEITE DE COCO SOBRE
CIPAS DF Hxtreptococo mutans, ISTUDIO IN WTRO de |2 sedorita Andrea Camen Toenes Tomas,
por lo tanlo puede hacer uw del prasente coma » ben tuviere

Aertamente:

MIC ol forge Dasiel Temdn

Q. N5
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Anexo D: Certificado de manejo de desechos infecciosos

@ UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
- FACULTAD DE ODONTOLOGIA
COORDINACION GENERAL DE CLINICAS

Oficio No. 0060 CGC-017-017
Quito, 19 de abril del 2017

Sefiorita:
ANDREA CARMEN TORRES TORRES
Presente.

De mis consideraciones:

En atencién a su oficio, en el que solicita que se le permita eliminar los desechos
infecciosos en el area destinada para este fin en las Clinicas de la Facultad, con el fin de
realizar el proyecto de Investigacion, requisito para su obtencién del titulo de Odontélogo
comunico a usted que el pedido esta aprobado, tomando en cuenta que debe cumplir con
todos los parametros de bioseguridad para que el proceso siga sin novedades.

Comunicado que lo hago para los fines pertinentes.

o Atentamente,

)/ ODONTOLOGIA

ol kaelo
Dra. MARINA DONA V. 5
COORDINADORA GENERAL DE CLINICAS

Patricia O.

Ciudadela Universitaria - Teléfono Directo: 2525238-PBX: 3215882-3215164 ext. 230
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Anexo F: Activacion de la cepa de acuerdo al fabricante

KWIK-STIK™Y KWIK-STIK™ PLUS

INSTRUCCIONES ILUSTRADAS

Las preparaciones de microorganismos KWIK-STIK™ y KWIK-STIK™ Plus contienen un peliet liofilizado
de una Unica cepa de microorganismo,
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Anexo G: Certificado de la realizacion de las pruebas microbioldgicas

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL BCUADOR
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
LATORA TORIO DE MICHOMIONOGIA
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Anexo H: Certificado de Traduccion
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study”™

Awnthor: Tores Tomes, Aadrea Corrnes
Tuter: BF. Maris Fersunls Caicalo Breedy
Co-tutors Dy, Juime Humberto Lima Hemen

ABSTRACT
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