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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto de Camellia Sinensis (té verde) sobre un modelo de
microflora oral. Materiales y métodos: Fueron utilizados dos extractos etanolicos de té verde de diferente procedencia
(Pert y China), en concentraciones de 16, 8, 4, 2, 1, 0.5 y 0.25mg/ml. Se evaluaron la concentracion minima y méaxima
inhibitoria sobre cepas de S. mutans, S. mitis, C. albicans, C. tropicalis, S. aureus, F. nucleatum, L. rhamnosus, L. casei,
C. glabrata y E. faecalis. Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente utilizando la prueba estadistica Kruskal
Wallis con un nivel de significancia de 5%. Resultados: La C. sinensis mostrd un efecto bacteriostatico para las cepas
de S. mutans, y fungiestatico para C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata. (p<0.05). Conclusion: El extracto etandlico de
16mg/ml de Camellia Sinensis presenta efecto inhibitorio sobre cepas de S. mutans, C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata.

Palabras clave:c

ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antibacterial effect of the extract of Camellia Sinensis (green tea) on an oral microflora
model. Materials and methods: Two ethanolic green tea extracts of different origin (Peru and China) were used in con-
centrations of 16, 8, 4, 2, 1, 0.5 and 0.25mg / ml. The minimum and maximum inhibitory concentrations were evaluated on
S. mutans, S. mitis, C. albicans, C. tropicalis, S. aureus, F. nucleatum, L. rhamnosus, L. casei, C. glabrata and E. faecalis
strains . The obtained data were statistically analyzed using the Kruskal Wallis statistical test with a significance level
of 5%. Results: C. sinensis showed a bacteriostatic effect for the strains of S. mutans, and fungistatic for C. albicans, C.
tropicalis and C. glabrata. (P <0.05). Conclusion: The 16mg / ml ethanolic extract of Camellia Sinensis has an inhibitory
effect on strains of S. mutans, C. albicans, C. tropicalis and C. glabrata.

Keywords: Phytotherapy; Streptococcus mutans; Candida Albicans,

RESUMO

Objetivo: Determinar o efeito antibacteriano in vitro do extracto de Camellia Sinensis (cha verde) sobre um modelo de
microflora oral. Materiais e métodos: Foram utilizados dois extractos etanolicos de ché verde de diferente procedéncia
(Peru e China), em concentragdes de 16, 8, 4, 2, 1, 0.5 y 0.25mg/ml. Avaliaram-se as concentra¢des minima e maxima
inibitorias sobre cepas de S. mutans, S. mitis, C. albicans, C. tropicalis, S. aureus, F. nucleatum, L. rhamnosus, L. casei, C.
glabrata y E. faecalis. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o teste estadistico de Kruskal Wallis
com um nivel de significancia de 5%. Resultados: C. Sinensis mostrou um efeito bacteriostatico para S. Mutans e fun-
goestatico para C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata. Conclusao: O extracto etanolico de 16mg/ml de Camelia Sinensis
apresenta efeito inibitorio sobre as cepas de S. mutans, C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata.

Palavras chave: Fitoterapia; Streptococcus mutans; Candida albicans.
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde
épocas primitivas en el tratamiento de enferme-
dades. Durante mucho tiempo los farmacos natu-
rales y sobre todo las plantas medicinales, fueron
el principal e incluso el tinico recurso del que dis-
ponian los médicos'.

La fitoterapia, nombre que se aplica al uso me-
dicinal de las plantas, nunca ha dejado de tener
vigencia. Muchas de las especies vegetales uti-
lizadas por sus virtudes curativas entre los an-
tiguos egipcios, griegos y romanos pasaron a
formar parte de la farmacopea medieval, la que
mas tarde se vio enriquecida por el aporte de los
conocimientos del Nuevo Mundo'.

En los ultimos afios se ha incrementado noto-
riamente los estudios de sustancias naturales
entre ellas el té verde, que es una planta nativa
del Asia, cultivado en muchos paises del mun-
do que por su contenido de polifenoles tiene un
amplio efecto antiviral, antibacteriano, antican-
cerigeno*’. Igualmente combate el mal aliento
por la reduccién del hidrogeno sulfurado (H2S).
Por otro lado se ha demostrado que los taninos
y el fluor que contienen, afectan el crecimiento,
la adherencia y el almacenamiento de los poli-
sacaridos intracelulares; el fluor inhibe la accion
enzimatica, asi como los flavonoides inhibe la
adherencia, la inhibicion de la produccion de
acido lactico; el acido tanico inhibe la sintesis de
dextranos solubles e insolubles por las cepas de
S. mutans®.

Las Caries dental tiene su origen en la existencia
de una placa dentobacteriana previa o biopelicula
de la placa, definida segtn la Organizacion Mun-
dial de la Salud (OMS) como una entidad bacte-
riana proliferante con actividad enzimatica que
se adhiere firmemente a las superficies dentarias
y que por su actividad bioquimica y metaboli-
ca ha sido propuesta como el agente etiologico
principal en el desarrollo de esta enfermedad®.
El Streptococcus mutans, se considera como la
especie mas frecuentemente aislada en el biofilm
dental, por consiguiente, el hecho de reconocer al
Streptococcus mutans como el microorganismo
mas importante en la iniciacion de la caries, con-

INTRODUCTION

Medicinal plants have been used in the treat-
ment of diseases since ancient times. Long na-
tural drugs and especially medicinal plants, were
the main and even the unigue remedy which
were used by doctors.

Phytotherapy, name which applies to the me-
dicinal use of plants, has never stopped runs.
Many of the plant species used for its healing
virtues among the ancient Egyptians, Greeks
and Romans became part of medieval Phar-
macopoeia, which later was enriched by the
contribution of the knowledge of the new
world?.

In recent years has increased dramatically the
studies of natural substances including green
tea, which is a plant native from Asia, cultiva-
ted in many countries of the world due to its
content of polyphenols have a broad effect, an-
tiviral, antibacterial, anti cancerous 3. Also it
can be able to fight against the halitosis by the
reduction of the hydrogen sulfide (H2S). On the
other hand has been shown the tannins and
fluorine-containing inside it, affecting growth,
adhesion and the storage of intracellular poly-
saccharides; the fluoride inhibits the enzyma-
tic action, as well as the flavonoid inhibits the
adhesion, the inhibition of the production of
lactic acid; tannic acid inhibits the synthesis of
soluble and insoluble dextrans by strains of S.
mutans?.

Dental Caries has its origin in the existence of
a plate plaque or plaque biofilm, and it defi-
ned according to the World Health Organiza-
tion as a bacterial entity proliferating with en-
zymatic activity that adheres firmly to tooth
surfaces and which by its biochemical and me-
tabolic activity has been proposed as the Etio-
logic Agent in the development of this disea-
se*. Streptococcus mutans is considered as the
most frequently isolated species in the dental
biofilm, thus recognising the Streptococcus
mutans as the most important microorganism
in the initiation of tooth decay leads to design
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duce a disefiar medidas de prevencion dirigidas
hacia la eliminacion o disminucion de éste, en la
cavidad oral; siendo uno de los mecanismos para
su control el uso de antimicrobianos*°.

En el Pert, la caries dental ocupa el segundo lugar
en la tabla de morbilidad general a nivel nacional
y la tercera ubicacion en la etapa de la nifiez con
un 9.1% solamente superada por las infecciones
de las vias respiratorias agudas y las infecciones
intestinales segtn el ministerio de salud °. En el
ambito odontologico, el importante crecimiento
mundial de la fitoterapia dentro de programas
preventivos y curativos ha estimulado la investi-
gacion con el fin de avalar la actividad antimicro-
biana de distintos extractos de plantas con el fin
de ayudar en el control del biofilm dental y por
consiguiente en la disminucion de la incidencia
de caries dental y enfermedad periodontal.

Por lo tanto, el objetivo de la investigacion fue
determinar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto de Camellia Sinensis sobre un modelo
de microflora oral.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio contd con aprobacion por el
comité de ética de la Universidad Catodlica de
Santa Maria, Arequipa-Peru.

Elaboracion del extracto de camellia sinensis
(té verde)

Se utilizé té verde nacional (Pert) e importado
(China). Estos fueron llevados a las instalacio-
nes del laboratorio de la Universidad Catolica de
Santa Maria, donde se procedi6 a su respectiva
elaboracion.

Una vez en el laboratorio se produjo el tamizado
del mismo para eliminar impurezas. Se realizo el
pesaje de 50 gr de té verde y se procedid a ma-
cerar en 400ml de alcohol de 70|° en una propor-
cion de 8 a 1 por un dia, después del macerado se
procedio a filtrar con papel de filtro, obteniéndo-
se inicialmente un extracto no tan concentrado.

Para obtener una mayor concentracion del ex-
tracto se procede a extraer el alcohol de dicho

preventive measures aimed at eliminating or
decrease it in the oral cavity; therefore , one
of the mechanisms to control it is the use of
antimicrobials #°.

In Peru, the dental caries has the second posi-
tion in the table of general nationally morbidity
and the third position in the stage of childhood
with a 9.1% only surpassed by acute respiratory
tract infections and intestinal infections, accor-
ding to the Peruvian Ministry of health 6. In the
dental field, important global growth of phyto-
therapy in preventive and curative programmes
has stimulated research in order to endorse the
antimicrobial activity of different extracts from
plants in order to contribute in the control of
dental biofilm and consequently in decreasing
the incidence of dental caries and periodontal
disease.

Therefore, the objective of the research was
to determine antibacterial effect in vitro of
Camellia Sinensis extract in a model of oral mi-
croflora.

MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Ethics Commi-
ttee of the Catholic University of Santa Maria,
Arequipa, Peru.

Preparation of the extract of camellia sinensis
(green tea)

Used national Green tea (Peru) and imported
(China). These were brought to the facilities of
the laboratory of the Catholic University of Santa
Maria, where we proceeded to their respective
development.

Once in the laboratory came sieving it to remo-
ve dirt. we were weighing 50 g of green tea and
proceeded to macerate in alcohol of 70 400ml
|° in a proportion of 8 to 1 for a day, after the
macerated proceeded to filter through filter
paper, initially obtaining a not so concentrated
extract.

To obtain a higher concentration of the extract
comes to remove the spirit of macerated said
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macerado mediante la utilizacioén de un rotavapor
el cual nos permitid obtener 15 ml de extracto de
té verde. Se ajustaron para una solucion final de
64mg/ml.

Reconstitucion de los microorganismos.

El modelo de microfloral oral fue constituido por
culturas de Streptococcus mutans AU159, Strep-
tococcus mitis ATCC 903, Candida albicans
ATCC 10231, Candida tropicalis CBS 94, Sta-
phylococcus aureus ATCC 6538. Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586, Lactobacillus rhamno-
sus ATCC 7469, Lactobacillus. casei ATCC 334,
Candida glabrata CBS 138 y Enterococcus fae-
calis MB146. Se colocaron en estufa en condi-
ciones aerdbicas y/o anaerdbicas a 37°C por 18
horas. Seguidamente, se prepar6 una solucion
de microrganismos equivalente a 0.5 de la esca-
la Mac Farland y medidas en espectrofotometro
a 626nm ajustadas con solucion salina para una
densidad optica de 0.08 a 0.10, para realizar el
test de concentracion minima y méaxima inhibi-
toria. A partir de las soluciones padronizadas se
procedio a la dilucion seriada para obtener, al fi-
nal de la misma, la concentracion de 1.5 x 10°
UFC/ml y de esta ultima solucion, 6 ml fueron
transferidos para tubos conteniendo 3ml de me-
dio de cultura (BHI) estableciéndose una concen-
tracion de 1 x 10° UFC/ml o de 1,0 x 10° en 100
ul, siendo que en los pozos de las microplacas
inoculadas las concentraciones resultaron en 5 x
10° UFC/ml ".

Determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI).

En una micropipeta esterilizada de 96 orificios
seran depositados 100 ul de caldo Muller-Hilton
hasta la columna 9, siendo la columna 8 utiliza-
da para los controles de los microorganismos y la
9 columna para los controles de la esterilidad del
medio de cultura. En la linea A (columnas del 1
al 8) seran aumentados 50ul de la solucion del té
verde nacional en una placa e importado en otro,
de concentracion conocida y acrecentada 50ul del
medio Muller-Hinton, siendo estos referentes a
los controles de esterilidad de los mismos. Segui-
damente, 100ul de los materiales de estudio en la

using a rotary evaporator, which allowed us to
obtain 15 ml of green tea extract. They were
adjusted to a final solution of 64 mg/ml.

Reconstitution of the microorganisms.

Microfloral model oral was constituted by cul-
tures of Streptococcus mutans AU159, Strepto-
coccus mitis ATCC 903, Candida albicans ATCC
10231, Candida tropicalis CBS 94, Staphylo-
coccus aureus ATCC 6538. Fusobacterium nu-
cleatum ATCC 25586, Lactobacillus rhamnosus
ATCC 7469, Lactobacillus. casei ATCC 334, Can-
dida glabrata CBS 138 and Enterococcus faeca-
lis MB146. They were placed in an oven under
aerobic or anaerobic conditions at 37 ° C for 18
hours. Then a solution of microorganisms equi-
valent to 0.5 of Mac Farland scale and measu-
res on spectrophotometer to 626nm adjusted
with saline solution to an optical density of 0.08
to 0.10, was prepared to make the test of mi-
nimum and maximum inhibitory concentration.
From solutions standardized proceeded to the
serial dilution to obtain, at the end of the same,
the concentration of 1.5 x 106 cfu/ml and this
last solution, 6 ml were transferred to tubes
containing 3 ml of culture (BHI) means establi-
shing a concentration of 1 x 106 cfu/ml or 1.0
x 105 in 100 ul , being that in the inoculated
microplate wells concentrations resulted in 5 x
105 cfu/ml 7.

Determination of the minimum inhibitory con-
centration (MIC).

In a sterile micropipette of 96 holes will be de-
posited 100 ul of Miller-Hilton broth until the
column 9, being the column 8 used for controls
of microorganisms and the 9 column for the
controls of the sterility of the culture medium.
On the line (columns from 1 to 8) will be increa-
sed 50ul of the National Green tea solution on
a plate and imported in another concentration
known and increased 50ul of the Muller-Hinton
medium, being these references to the sterility
of the same controls. Then, 100ul of the study
materials in the line B (columns 1 to 8), the con-
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linea B (columnas 1 al 8), el contenido de los ori-
ficios homogenizados con el medio y transferidos
a los orificios de las lineas C, D, E, F, G, repitién-
dose este procedimiento hasta la linea H, de modo
a obtener una concentracion decreciente del mate-
rial de estudio. Los 100ul finales seran retirados’.

Enla columna 9, linea A, 100 ul de una solucion de
cloranfenicol sera adicionado, control antibiotico,
seguida de la dilucion hasta la linea H conforme el
procedimiento anterior utilizado para los materia-
les de estudio. En seguida, 100ul de una suspen-
sion de microorganismos de crecimiento reciente,
con una turbidez comparada a la escala 0.5 de Mac
Farland diluidas a una concentracion final de 10*
células/ml seran adicionados hasta la columna 9
con excepcion para la linea 1, columnas 1 y 8.
Las placas seran incubadas por 24 horas a 37°C
y después de este periodo seran adicionados 50ul
de una solucion de Cloruro de Trifenil Tetrazolium
(CTT) seguida por una incubacion de 3 horas’.

La concentracion minima inhibitoria sera defini-
da como la menor concentracion del material ca-
paz de impedir el crecimiento del microorganis-
mo. Seguidamente, para comprobar su actividad
antimicrobiana, alicuotas de 20ul fueron trasla-
dadas a placas de cultura celular para observar
las caracteristicas antimicrobianas del extracto’.

Analisis estadistico

Los datos seran analizados en el programa Gra-
phPad Prism v6, fue utilizado la prueba Kruskal
Wallis con un nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Los resultados mostraron que tanto el té verde na-
cional como importado no muestran diferencias
inhibitorias en el modelo de microflora utilizado.
La Camellia Sinensis no poseen caracteristicas
antimicrobianas contra las bacterias S. mitis, S.
aureus, F. nucleatum, L. rhamnosus y E. faeca-
lis. Fue observada una respuesta bacteriostatica a
la concentracion de 16mg/ml sobre el S. mutans;
asi mismo, presentan una actividad fungiestatica
para las levaduras evaluadas a una concentracion
de 16mg/ml como se muestra en el Cuadro N°1.

tents of the homogenized with the Middle ho-
les and transferred to the holes of the lines C,
D, E, F, G, repeating this procedure until the H
line, in order to obtain a decreasing concentra-
tion of the study material. The final 100ul will
be retired’.

In column 9, line A, 100 ul of chloramphenicol
solution will be added, antibiotic control, fo-
llowed by dilution to the H-line according to
the above procedure used for the study ma-
terials. Immediately, 100ul of a suspension of
microorganisms of recent growth, with turbi-
dity compared to 0.5 of Mac Farland scale di-
luted to a final concentration of 104 cells/ml
will be added to column 9 except for line 1,
column 1 and 8. The plates will incubated for
24 hours at 37 ° C and after this period will be
added 50ul of a solution of triphenyl Tetrazo-
lium chloride (CTT) followed by an incubation
for 3 hours ’.

The minimum inhibitory concentration will be
defined as the lowest concentration of the ma-
terial capable of preventing the growth of the
microorganism. Then, to test their antimicrobial
activity, 20ul aliquots were transferred to cell
culture plates to observe the anti-microbial pro-
perties of the extract’.

Statistical analysis.

The data will be analyzed in the program Gra-
phPad Prism v6, was used Kruskal Wallis test
with a significance level of 5%.

RESULTS

The results showed that both national Green
tea as imported not show inhibitory differences
in the model of microflora used. The Camellia
Sinensis do not have anti-microbial properties
against the bacteria S. mitis, S. aureus, f. nuclea-
tum, I. rhamnosus and E. faecalis. We observed
a bacteriostatic response to 16 mg/ml on the S.
mutans concentration; also , they have a fungis-
tatic activity for yeasts evaluated at 16 mg/ml
concentration as shown in table no. 1.
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Cuadro 1: Efecto inhibitorio del extracto etandlico de Camellia Sinensis a diferentes concentraciones.

16mg/ml 8mg/ml 4mg/ml 2mg/ml 1mg/ml 0,5mg/ml 0,25mg/ml
S. mutans -k + + ++ +++ +++ -+
S. mitis 4+ 4+ +H+ +H+ -+ ++ +++
S. aureus -+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ +++
FE nucleatum +++ +++ +++ +++ +++ 4+ +++
L. rhamnosus +++ -+ +++ +++ +++ +++ +++
L. casei 4+ -+ -+ -+ +++ +++ +++
C. albicans - Kk + + ++ +++ 4+ +++
C. tropicalis - Kk + + ++ +++ +++ +++
C. glabrata -k + + ++ ++ + +

Leyenda: - demuestra crecimiento negativo; + ligera turbibez; ++ turbidez; +++ exagerada turbidez.

** Prueba de Kruskal Wallis, estadisticamente significante (p<0.05).

Table 1: Inhibitory effect of ethanolic extract of Camellia Sinensis at different concentrations.

16mg/ml 8mg/ml 4mg/ml 2mg/ml 1mg/ml 0,5mg/ml 0,25mg/ml
S. mutans - Kk + + ++ +++ +++ +++
S. mitis +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
S. aureus +++ 4+ +++ +++ 4+ 4+ 4+
F. nucleatum +++ +++ +++ +++ 4+ 4+ +++
L. rhamnosus +++ +++ +++ +++ 4+ 4+ 4+
L. casei +++ +4++ +++ +++ +++ +++ +++
C. albicans - Rk + + ++ +++ 4+ +4++
C. tropicalis - Xk + + ++ +++ +++ o+
C. glabrata - Rk + + ++ +++ +4++ +4++
Legend:-shows negative growth; + light turbibez; ++ turbidity; +++ exaggerated turbidity.
Test Kruskal Wallis, statistically significant (p<0. 05).
DISCUSION DISCUSSION

La Camellia sinensis, conocida como té verde, es
un fitoterdpico usado para diferentes aplicaciones
médica entre ellas su poder antimicrobiano para
algunos microorganismos conocidos en el ambi-
to de la odontologia como el S. mutans y especies
de Candida, principalmente, con resultados pro-
misorios en su gran mayoria*®.

En el presente estudio la C. sinensis tuvo un efec-
to bacteriostatico para el S. mutans y las especies
de Candida, para las otras cepas bacterianas no
presento eficacia antimicrobiana, estos resultados
son similares a los de Anita et al., 20142, Araghi-

The Camellia sinensis, known as green tea, is
a phytotherapic used for several medical appli-
cations including its antimicrobial power for
certain microorganisms known in the field of
dentistry as the S. mutans and Candida species,
mainly, with promising results in your great ma-
jority 2.

In the present study the C. sinensis had a bac-
teriostatic effect on S. mutans and Candida spe-
cies, to other bacterial strains did not provide
antimicrobial effectiveness, these results are
similar to the Anita et al., 20142, Araghizadhe
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zadhe et al., 20133, Ricardo, 2011°, Ferrazzano et
al., 2011'"y Awadalla et al., 2011"" que mostraron
inhibicion para el S. mutans.

Este estudio también demostré que la C. sinensis
tiene un poder fungiestatico para especies de C.
albicans, C. tropicalis y C. glabrata, estos resulta-
dos son similares a Steinmann et al., 2013® que de-
muestran una inhibicion para algunas especies de
levadura y a los de Antunes et al., 2015% en donde
el extracto acuoso de té vede redujo el nimero de
células fingicas sobre la resina acrilica.

Los estudios muestran una accion de la C. Sinensis
sobre diferentes microorganismos presentes en la
microflora oral, por ser un producto natural, facil
acceso y bajo costo su uso puede recomendarse
en la prevencion de diferentes problemas bucales.

CONCLUSION

En el presente estudio se puede demostrar que la
Camellia sinensis al 16 mg/ml posee actividad
bacteriostatica y fungiestatica para el S. mutans,
C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata.
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