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RESUMEN: El objetivo del estudio fue determinar el efecto antibacteriano in vitro de la oleorresina de Copaifera
reticulata (C. reticulata) “copaiba” y del aceite esencial de Oreganum majoricum (O. majoricum) “orégano” frente a
Streptococcus mutans (S. mutans) y Enterococcus faecalis (E. faecalis). Se desarrollaron pruebas de sensibilidad
activando primero las cepas bacterias a enfrentar. La oleorresina de copaiba fue diluida con dimetilsulfésido (DMSO),
obteniéndose al final concentraciones a probar de 100 %, 50 %, 25 %, y 12,5 %. En relacién al aceite esencial de
orégano este se probo solamente al 100 %. Para la prueba de difusion en agar con discos, se tomaron indculos 100 pL
de cada cepa bacteriana a una turbidez de 0,5 de Mc Farlam, para ser sembrados por diseminacion en placas de
tripticasa soya agar, para luego colocar los discos de forma equidistante cargados con las diferentes concentraciones
de los productos naturales, se utilizaron como control positivo a la clorhexidina al 0,12 % y al DMSO como control
negativo. Se incubaron las placas por el método de la vela en extincion a 37 °C, por un periodo de 24 horas, pasado el
tiempo se realizo la lectura de los halos de inhibicion. Los resultados obtenidos por la copaiba, determinaron un efecto
antibacteriano en sus cuatro concentraciones, siendo los mayores halos de inhibicién a la concentracion del 100 %,
copaiba genero mayores halos promedios para S, mutans de 30,00 + 0,00 mm y para E. faecalis de 8,3 + 0,50 mm.
Para el caso del orégano se producen halos a la concentracion del 100 % con un promedio de 25,3 + 0,96 mm para S.
mutans y para E. faecalis de 9,5 + 1,29 mm. Se concluye del estudio que tanto copaiba como el orégano presentan un
efecto antibacteriano para ambas bacterias, siendo su mayor efecto antibacteriano para ambos productos naturales
sobre S. mutans.

PALABRAS CLAVE: agente antibacteriano, Enterococcus faecalis, copaiba, orégano, Streptococcus
mutans.

INTRODUCCION

El Peru es reconocido por su biodiversidad, Se menciona que las plantas pueden ser un sustitu-
por tanto los esfuerzos por identificar plantas con prin-  to de la medicina convencional de una manera mas
cipios activos que pueden servir como alternativas  efectiva de costo beneficio y es de interés para los
para mejorar las condiciones de patologias orales. investigadores en la odontologia por su alto poten-
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cial terapéutico (Alvares & Alvares Junior, 2009). El
Peru es considerado el tercer pais mas diverso del
mundo, efectuando importantes aportes con su flo-
ra natural al orbe, gracias a los diversos pisos
ecoldgicos y microclimas que presenta, contando con
84 zonas de vida de las 103 conocidas donde ha-
bria 50 mil especies vegetales, 20 % de las existen-
tes en la tierra, de las que 2000 han sido utilizadas
con fines curativos (Pereyra, 2009).

Los aceites esenciales como del Origanum
majoricum “oregano” son productos obtenidos de di-
ferentes partes de las plantas como hojas, flores,
frutos, raices, se consideran productos secundarios
del metabolismo (Madsen & Bertelsen, 1995; Burt,
2007; Bandoni et al., 2009; Acevedo et al., 2013;
Koo & Jeon, 2009; Kunze et al., 2010).

En cambio, la oleorresina de Copaifera es
sintetizada por células parenquimaticas, localiza-
da en toda las partes del arbol (Herrero, 2010) es
un liquido transparente con viscosidad y color va-
riable compuesto por sesquiterpenes y diterpenes
(Veiga Junior & Pinto, 2002). En la Medicina
folkldérica tradicional este producto es utilizado como
antiinflamatorio (Veiga Junior et al., 2001)
antimicrobiano (Pacheco et al.,, 2014),
antileishmaniasico (Dos Santos et al., 2012), cica-
trizante (Arroyo-Acevedo et al., 2011), antitumoral
(Lima et al., 2003), y en diferentes enfermedades
(Leandro et al., 2012), como gonorrea, sifilis,
cistitis, faringitis, neumonia, sinusitis, dermatitis,
reumatismo, herpes, leishmaniasis, tumor de pros-
tata entre otros.

Por otro lado, el orégano es una herbacea con
propiedades aromaticas, utilizado en la alimentacion
y medicinalmente (Arcila-Lozano et al., 2004). Se
reportan varias propiedades como la antibacteriana,
antifungica, antioxidante, igualmente se han hecho
estudio sobre su accionar como preservarte de ali-
mentos del aceite esencial (Tavares, 2014). El acei-
te esencial de orégano es un producto derivado de
la destilacion por arrastre con vapor de agua, los
efectos de sus propiedades, se deben a la presen-
cia de compuestos fendlicos como timol, carvacrol
principalmente (Arcila-Lozano et al.).

El objetivo del estudio fue determinar el efec-
to antibacteriano in vitro de la oleorresina de copaiba
y el aceite esencial de orégano frente a las cepas
de E.faecalis y S.mutans, bacterias de relevancia
en las patologias orales.
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MATERIAL Y METODO

El presente estudio de tipo experimental, in vitro,
prospectivo, transversal, se desarrollé6 haciendo uso
de la oleorresina de copaiba obtenido en la region de
Iquitos-Peru y del aceite esencial del orégano obteni-
do en la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Uni-
versidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM),
Peru. El estudio tuvo un proceso de revision en su
metodologia y ejecucioén por el Instituto de Investiga-
cion de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, Peru.

Oleorresina de copaiba. El método de extraccion
de la oleorresina fue por perforacion del arbol, el cual
se realizdé con un Barreto, instrumento tipo sacacor-
chos, que llega a perforar hasta la mitad del diame-
tro del arbol. La recoleccién se llevd en una reserva
natural de la ciudad de Iquitos, regién Loreto. La iden-
tificacion de la planta fue realizada, por el herbario
amazonense de la Facultad de Biologia de la Uni-
versidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP),
Peru.

Aceite esencial del orégano. El aceite esencial del
orégano se obtuvo a partir de plantas de Origanum
majoricum (O.majoricum), recolectadas en el distri-
to de Tiabaya, Arequipa, se transport6 al laboratorio
de La Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
UNMSM en estado semideshidratadas. El proceso
de extraccion del aceite esencial se realiz6 utilizan-
do hojas y flores de la planta; con la técnica de des-
tilacion por arrastre con vapor de agua en un equipo
de 10 litros. Las condiciones de operacién del equi-
po de extraccion fueron: tiempo tres horas, densi-
dad de lecho 200 g/L y presion de vapor 0,32 psi
recolectandose el aceite en un vaso florentino para
su decantado y deshidratacion con sulfato de sodio
anhidro (SO,Na,). Se obtuvo un rendimiento prome-
dio de 19,0 mL de aceite/Kg de hojas y flores
semideshidratadas.

Cepas bacterianas. Las cepas de S. mutans ATCC
25175 y E. faecalis ATCCC 29212, fueron
reactivadas en medio de tripticasa soya agar (TSA)
por 24 horas a 37 °C en condiciones de anaerobiosis
parcial y aerobiosis respectivamente.

Prueba de sensibilidad bacteriana. Para el estu-
dio sobre el efecto antibacteriano de las diferentes
concentraciones, tanto de la oleorresina de copaiba
y del aceite esencial del orégano, se utilizé el méto-
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do de difusién en agar con discos. Se utilizaron ocho
placas de TSA que fueron sembradas por disemina-
cion con un inéculo de 100 pl con un nivel de turbidez
del 0,5 de Mc Farlam, cuatro para E. faecalis y cuatro
para S. mutans, los discos fueron cargados con las
concentraciones de 100 %, 50 %, 25 %y 12,5 % y
colocados equidistantemente en TSA, asi también se
colocaron dos discos uno como control positivo que
fue de clorhexidina y otro de control negativo que fue
el dimetilsulfoxido (DMSO), las placas fueron incuba-
das a 37 °C en condiciones de aerobiosis para E.
faecalis y anaerobiosis parcial (método de la vela en
extincion) para S. mutans por 24 horas.

Para el caso del orégano, la concentracion utili-
zada fue del 100 % de Orégano (9,234 pg/mL) y que
igualmente fue utilizado como control negativo al
DMSO y Como control positivo se utilizé Clorhexidina
al 0,12 %, la prueba fue la misma que se desarrollé
con copaiba.

Fig. 1. Efecto de la oleorresina de Copaiba frente a E. faecalis
en TSA. 1 (100 %), 2 (50 %), 3 (25 %), 4 (12,5 %), 5 (DMSO),
6 (Clorhexidina 0,12 %).

RESULTADO

EnlaTablaly Figura 1, se muestra el efecto de
la oleorresina de Copaiba frente a la cepa de E.
faecalis, de acuerdo a cuatro concentraciones de 100
%, 50 %, 25 %y 12,5 %, observandose mayor efecto
al 100 % disminuyendo su accion cuanto menor es la
concentracion.

En el caso de la accion de la oleorresina de
Copaiba sobre la cepa de S. mutans, se observa en la
Tabla Il y Figura 2, que la concentracion de 100 % tiene
mayor accion que las demas concentraciones, mayor
incluso que la clorhexidina, disminuyendo igualmente
su accién en cuanto hay mayor dilucion del producto.

La accioén de la oleorresina de Copaiba es mu-
cho mayor sobre S.mutans que sobre E. faecalis. Ta-
blas Il y IV.

Fig. 2. Efecto dela Oleorresina de Copaiba Frente a S.
mutans en TSA 1 (100 %), 2 (50 %), 3 (25 %), 4 (12,5 %), 5
(DMSOQ), 6 (Clorhexidina 0,12 %).

Tabla |. Efecto de la oleorresina de Copaiba frente a cepa de E. faecalis segun concentracion.

COPAIBA
Placa 100 % 50 % 25% 12,50 % Clorhexidina DMSO
1 9 8 8 7 14 6
2 8 8 8 7 13 6
3 8 8 8 7 14 6
4 8 8 8 7 13 6
Promedio  8,3%0,3 8%0,0 80,0 7+0,0 13,5+0,58 60,0

Diametro de halos de inhibiciéon (mm).
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Fig. 3. Circulo verde orégano al 100 %, circulo azul
Clorhexidina al 0,12 % y circulo rojo DMSO.

DISCUSION

Diversas investigaciones han demostrado el efec-
to antimicrobiano de la oleorresina de Copaifera, frente
a bacterias asi como a hongos, de acuerdo a diversas
metodologias utilizadas. En el estudio desarrollado se
ha evaluado el efecto antibacteriano in vitro mediante el
método de difusion en agar con discos, el efecto de la
oleorresina frente a dos cepas de importancia relacio-
nadas con patologias orales como son el S. mutans en
el caso de la caries dental y E. faecalis en procesos
endododnticos. Las concentraciones fueron al 100 %, 50
%, 25 %y 12,5 % con diferencias significativas en los
promedios de los halos de inhibicion directamente pro-
porcional a la concentracion, salvo en el casos de las
concentraciones de 50 % y 25 % en que presentaron
similar accion, siendo la susceptibilidad del S. mutans
sumamente superior con respecto al E. faecalis.

Masson et al. (2013) evaluaron la actividad

Tabla II. Efecto de la oleorresina de copaiba segun concentracion frente cepa de S. mutans.

S.mutans COPAIBA
Placa 100 % 50 % 25 % 12.50 % Clorhexidina DMSO
1 30 25 24 22 26 6
2 30 25 24 22 27 6
3 30 25 24 24 26 6
4 30 25 24 24 30 6
Promedio 30+0,0 25+0,0 24+0,0 23+1,15 27,3+1,89 6+0,0

Diametro de halos de inhibicion (mm).

Tabla Ill. Halos de inhibicion del aceite esencial de orégano frente a E. faecalis.

Diametros de halos de inhibicion (mm).

Placa orégano 100 % Clorhexidina DMSO
1 11 13 6
2 10 14 6
3 8 12 6
4 9 14 6
Promedio 9,5+1,29 13,3+0,96 6+0,0

Tabla IV. Halos de inhibicion delaceite esencial de orégano

frente aS. Mutans.

Placa orégano
1 26
2 25
3 24
4 26
Promedio 25,3+0,96

Clorhexidina DMSO
23 6
26 6
24 6
25 6
24,5+1,29 6+0,0

Diametro de halos de inhibicion (mm).
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antimicrobiana de la oleorresina contra bacterias Gram
positivas como Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, E. faecalis y bacterias Gram negativas como
como Pseudumonas, Escherichia coli, determinando
la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) contra E.
feacalis de 1100 pg/mL con rango de 1,56-2000 pg/
mL y con concentracién minima letal (CML) de 1200
pg/mL considerando su uso como componente topico
para heridas infectas con bacterias Gram positivas.
Estos resultados no concuerdan del todo con los nues-
tros, ya que si bien hay un efecto inhibitorio del E.
faecalis por la copaiba, éste tiene un nivel bajo.

Dos Santos et al. estudiaron la actividad
antibacteriana y antifungica de la oleorresina de
copaiba (Copaifera martii, C. officinalis, C. reticulata)
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, le-
vaduras y dermatofitos donde los resultados muestran
que concentraciones minimas inhibitorias en el rango
de 31,3 a 62,5 pg/mL, son activas contra
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Bacillus subtilis
y Enterococos faecalis. Asi también, Mendonga &
Onofre (2009) realizaron pruebas de susceptibilidad
sobre cepas de Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25933 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 demostrando que la oleorre-
sina de copaiba posee capacidad de inhibir el creci-
miento de las tres bacterias evaluadas, a una concen-
tracion minima inhibitoria de 1,56 % v/v, 3,12 % vivy
12,5 % v/v para cada bacterias respectivamente. Tam-
bién Ramos, determino la accion antibacteriana de la
copaiba frente a la Porphyromonas gingivalis, patége-
no principal de la periodontitis crénica, obtuvo accién
positiva de la oleorresina a las concentraciones de 100
% vivy 50 % v/v. Con una concentracion minima
inhibitoria de 3,43 % v/v (Ramos & Castro, 2014). Es-
tos resultados confirman que la oleorresina tiene una
gran actividad antibacteriana, similar a lo que pudi-
mos encontrar al enfrentarlo con S. mutans que es
muy sensible a la copaiba, Bardaji et al. (2016) deter-
minaron la caracterizacion quimica y propiedades
antibacterianas de la Copaifera reticulata contra
patégenos orales. Los valores del CMI Y CML varia-
ron entre 6,25 a 200 pg/mL para las bacterias proba-
das y en los casos de E. faecalis ATCC 4082 fue de
100 pg/mLy 200 pg/mLy para S. mutans ATCC 25175
de 50 pg/mL respectivamente. Concluyendo que la
oleorresina de copaiba puede ser utilizada para desa-
rrollar formulaciones en la prevencion y tratamiento
de la caries dental (Bardaji et al.). Resultados simila-
res hemos podido obtener ya que los halos de inhibi-
cion de copaiba sobre S. mutans dieron como prome-
dio, 30 mm para la concentracion del 100 % determi-

nando su gran efecto sobre esta bacteria, sumando-
nos al desarrollo de una formulacién en la prevencién
o tratamiento de la caries dental.

A pesar de la variabilidad de las técnicas utili-
zadas en los estudios, las evidencias confirman la ca-
pacidad de accion de la oleorresina de copaiba, prin-
cipalmente frente a los microorganismos Gram positi-
vos, en los casos mencionados frente a bacterias de
importancia en procesos orales que se presentan con
mayor frecuencia.

En relacién al aceite esencial de orégano los
resultados obtenidos al enfrentarlo con E. faecalis nos
muestra que este producto tuvo mejor accién (prome-
dio de 9,8 mm) que la oleorresina de Copaiba (8,5
mm). Sin embargo frente al S. mutans el resultado de
la accion del aceite esencial del orégano evidencio alta
efectividad (24,1 mm) pero menor que la presentada
por la oleorresina de copaiba (29,8 mm) segun los pro-
medios de los halos de inhibicion.

Benbelaid et al. (2014) evaluaron, con diferen-
tes aceites esenciales. el tratamiento de infecciones
orales, causadas principalmente por el biofilm del
Enterococcus faecalis multiresistente a la infeccién
periodontal y tratamientos endodonticos entre ellas el
Origanum vulgare subsp. glandulosum (Desf.) fueron
evaluados frente a cepas de E. faecalis. ATCC 29212
y ATCC 49452, sensibles a los antibioticos, y obteni-
dos de pacientes con diferentes enfermedades ora-
les, mediante el método modificado de difusiéon con
disco Kirby-Bauer en agar, los resultados mostraron
un diametro de inhibicién para E. faecalis ATCC 29212
de 28 +1 mm y para E. faecalis ATCC 29212 29 +1
mm, la CMI fue 0,063 + 0,000 para ambos (Bendalaid
et al., 2014).

Mello da Silveira et al. (2012) evaluaron la acti-
vidad antimicrobiana de diez aceites esenciales de
plantas seleccionadas, entre ellas orégano (Origanum
vulgare), presentando actividad antibacteriana a doce
cepas, entre ellas al Enterococcus faecalis ATCC
29212. La determinacion del efecto inhibitorio de los
aceites esenciales sobre las bacterias fue determina-
da por el método de difusion en disco de papel estéril
de 9 mm de diametros. Se utilizé como control positi-
vo Ampicilina (10 mg disc-1) y Cloranfenicol (30 mg
disc-1). Los diametros de las zonas de inhibicién in-
cluidos el diametro del disco fueron medidos en mili-
metros y la inhibicion fue determinado: el minimo (10-
13,9 mm), moderado (14-18 mm) y el alto (>18 mm).
Los resultados muestran un efecto inhibitorio del acei-
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te esencial del Orégano contra el Enterococcus faecalis
con halos de 16,0 £ 0,7 mm (Mello da Silveira et al.).
En relacion a que podria generar el efecto
antibacteriano del orégano, Khan et al. (2017) estu-
diaron los dos componentes principales del orégano,
demostrando que el Timol y Cravacrol, evidencian fuer-
te accion bactericida y antibiofilm, por el método de
dilucion y conteo de formacion de placa.

Si bien los resultados obtenidos en el presente
estudio fueron menores comparando con los estudios
de Benbelaid et al. y Mello da Silveira et al., se debe
considerar factores como la procedencia del produc-
to, la metodologia utilizada, sin embargo en todos los
casos se evidencio accion antibacteriana frente a am-
bas cepas utilizadas.

Del estudio se concluye que la oleorresina de
copaiba tuvo mejor efecto antibacteriano que el aceite
esencial de orégano frente a la cepa de S. mutans a
diferencia del orégano que fue mas efectivo contra el
E. faecalis, El efecto de las diferentes concentracio-
nes de la oleorresina de copaiba no tuvo diferencia
significativa frente a E. faecalis, a diferencia de la ac-
cion sobre el S.mutans en que a mayor concentracion
tuvo mayor efecto antibacteriano. El desarrollo de es-
tudios estandarizados puede mejorar los conocimien-
tos respectos a estos dos productos naturales que
tiene una gran proyeccion a futuro, como fuente de
obtencién de una formulacién con fines de prevencion
y tratamiento de patologias orales.
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ORTIZ, F L. & QUISPE, S. A. In vitro study of the antibacterial
effect of oleoresin of Copaifera reticulata and the essential
oil of Origanum majoricum against Streptococcus mutans
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ABSTRACT: The objective of the study was to deter-
mine the in vitro antibacterial effect of the oleoresin of
Copaifera reticulata (C. reticulata) "copaiba" and of the
essential oil of Oreganum majoricum (O. majoricum)
"oregano" against Streptococcus mutans (S. mutans) and
Enterococcus faecalis (E. faecalis). Sensitivity tests were
developed by first activating the bacteria strains to be
confronted. The oleoresin of copaiba was diluted with
dimethylsulphoside (DMSO), obtaining final concentrations
to be tested of 100 %, 50 %, 25 %, and 12.5 %. In relation to
the essential oil of oregano, it was only 100 % tested. For
the disk agar diffusion test, 100 mL of each bacterial strain
was taken at a turbidity of 0.5 of Mc Farlam, to be planted by
dissecting trypticase soy agar plates, and then placing the
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disks equidistantly loaded with the different concentrations
of natural products; 0.12 % chlorhexidine was used as a
positive control and DMSO as negative control. The plates
were incubated by the candle method in extinction at 37 °C,
for a period of 24 hours, after which time the inhibition halos
were read. The results obtained by the copaiba, determined
an antibacterial effect in its four concentrations, being the
biggest halos of inhibition at the concentration of 100 %,
copaiba genus higher average halos for S. mutans of 30.00
+ 0.00 mm and for E. faecalis of 8.3 + 0.50 mm. In the case
of oregano, haloes are produced at a concentration of 100
% with an average of 25.3 + 0.96 mm for S. mutans and for
E. faecalis 9.5 £ 1.29 mm. It is concluded from the study that
both copaiba and oregano present an antibacterial effect for
both bacteria, being its greater antibacterial effect for both
natural products on S. mutans.

KEY WORDS: Antibacterial agent, Enterococcus
faecalis, Copaiva, Oreganum, Streptococcus mutans.
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