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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, de tipo experimental, de nivel cuantitativo y
corte transversal. Se realizé con el objetivo de demostrar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto hidroalcohdlico del bulbo de Allium sativum, (ajo) sobre
Streptococcus mutans. Para este trabajo de investigacion se utilizaron 12 placas
distribuidos en cuatro grupos, grupo control (etanol 70°), grupo estandar
(clorhexidina 0.12%), grupo experimental (extracto hidroalcohdlico 40%) y grupo
experimental (extracto hidroalcoholico 80%) las cuales fueron cultivadas con
Streptococcus mutans en medio de Agar Mueller Hinton enriquecido con Sangre.
Para evaluar la sensibilidad antibacteriana se utilizé el método de Kirby -Bauer
(difusion en agar) para medir el diametro de los halos de inhibicion, obtenidos a las
24 horas. El diametro de los halos de inhibicién para el grupo estandar 25.56 mm;
para el extracto 40% 23.14 mm, 80% 25.68 mm y para el grupo control 6mm. En el
analisis estadistico de los datos se observd una diferencia estadisticamente
significativa en los diferentes grupos ANOVA (P<0,001), segin T-STUDENT el
efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico del bulbo de Allium sativum al
40% y 80% vy el efecto antibacteriano de clorhexidina son similares al no haber
diferencias significativas. Se concluy6 que el extracto hidroalcohdlico del bulbo de

Allium sativum (ajo) tiene efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans.

Palabras clave: Allium sativum, Extracto hidroalcohdlico, Streptococcus mutans.



ABSTRACT

This research work, experimental, quantitative level and cross section. It was
performed with the objective of demonstrating the in vitro antibacterial effect of the
hydroalcoholic extract of the Allium sativum bulb, (garlic) on Streptococcus mutans.
For this research work, 12 plates distributed in four groups were used, control group
(70° ethanol), standard group (0.12% chlorhexidine), experimental group (40%
hydroalcoholic extract) and experimental group (80% hydroalcoholic extract) which
were cultivated with Streptococcus mutans in the middle of Mueller Hinton Agar
enriched with Blood To evaluate the antibacterial sensitivity, the Kirby-Bauer
method (agar diffusion) was used to measure the diameter of the inhibition halos,
obtained at 24 hours. The diameter of the inhibition halos for the standard group
(25.56 mm); for the extract 40% (23.14 mm), 80% (25.68 mm) and for the control
group (6mm). In the statistical analysis of the data a statistically significant
difference was observed in the different ANOVA groups (P <0.001), according to
T-STUDENT the antibacterial effect of the hydroalcoholic extract of the Allium
sativum bulb at 40% and 80% and the antibacterial effect of Chlorhexidine are
similar as there are no significant differences. It was concluded that the
hydroalcoholic extract of the Allium sativum bulb (garlic) has an antibacterial effect

in vitro on Streptococcus mutans.

Keywords: Allium sativum, Extract, Hydroalcoholic, Streptococcus mutans.
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I.  INTRODUCCION

La etnoboténica es la disciplina que se encarga de estudiar la relacion que existe
entre las plantas y el hombre; y como influyen las plantas en el desarrollo de las
diversas culturas desde tiempos antiguos. Esta disciplina es una principal referencia
de como el hombre puede utilizar la medicina convencional y asi mismo culturizarse
de manera general en cuanto al uso adecuado y saber de las principales plantas sus
propiedades bioldgicamente activas utilizadas en la terapéutica, en cuanto a su
desarrollo y evolucion en base a estudios las plantas en la actualidad se usan como

tratamiento complementario por sus propiedades terapéuticas 2"

La placa dental es la principal causa de caries dental y enfermedad periodontal. La
placa es un habitat para diferentes microorganismos. Mientras que la remocién de
placa es necesaria para la prevencién de la caries dental y las enfermedades
periodontales, un tratamiento eficaz también debe garantizar la reduccion de las
bacterias de la placa. La eliminacion mecanica de la placa generalmente es
inadecuada Yy, por lo tanto, los agentes quimicos, generalmente los antibioticos,

también se deben usar en el proceso de tratamiento

Sin embargo, los antibioticos a menudo tienen efectos secundarios indeseables.
Aparicion de resistencia a los medicamentos; cambios moleculares en los
organismos, lo que podria dar lugar a una mayor virulencia; y el desarrollo de

hipersensibilidad a medicamentos son los efectos indeseables notificados con mayor



frecuencia por el uso de antibidticos @ Los efectos secundarios de los antibiéticos,
y particularmente el creciente problema de la resistencia a los antibidticos, enfatizan

la necesidad de soluciones alternativas -5

Las enfermedades orales, como la caries dental y la enfermedad periodontal son
problemas de salud publica importantes en todo el mundo y la salud bucal deficiente
tiene un efecto profundo en la salud general y la calidad de vida. La caries dental
sigue siendo un problema de salud importante en la mayoria de los paises
industrializados, ya que afecta al 60 a 90% de los nifios en edad escolar y a la gran

mayoria de los adultos €2

De acuerdo a lo investigado por Clarke; fue el primero en sugerir que la caries se
debe a una infeccion de los dientes, que afirmo fue "por un estreptococo hasta ahora
no descrito, Streptococcus mutans - Esta enfermedad ubicua es el resultado de la
interaccidn de bacterias especificas y los constituyentes de la dieta dentro de la placa.

Un biofilm natural formado en las superficies de los dientes ("

Streptococcus mutans son cocos Gram positivos, no moviles, facultativos,
microorganismos anaerobicos, que pueden metabolizar los carbohidratos y se

consideran el principal agente etiologico de la caries dental ®,

En efectos las técnicas aplicadas en la higiene oral a nivel de microorganismo, como

Streptococcus mutans, son atractivas para el cuerpo médico odontolégico ya que



aplica como atencion preventiva. Es por ello que se tomo la decision con respecto a
la incorporacion de agentes antimicrobianos en la profilaxis dental. Un método
profilactico establecido con eficacia en la década de mil novecientos sesenta fue el
enjuague bucal para la prevencion de la caries dental que demostrd eficacia en la

reduccion de 20 y 50 %.

Hace mas de veinte afios que asido estudiada la clorhexidina, como agente estandar
de oro contra los estreptococos mutans y la caries dental. Pero ya en la actualidadel
enfoque se desarrollé en la investigacion de productos naturales que respalden
efectos antibacterianos derivados de la hierba y esencialmente en la prevencion de

la caries.

El uso de la medicina alternativa hoy en dia trata de establecer efectos terapéuticos
a través de estudios farmacoldgicos, por el cual es utilizado por ser econémico y
accesible para el paciente que trata de buscar la medicina a base de hierbas y
productos naturales. - Diversos estudios evidencian la inhibicién bacteriana del
Streptococcus mutan con la exposicion de variedad de extractos debido a sus

diferentes componentes, especialmente el ajoeno y alicina %

En el presente informe pretende considerar productos que puedan incorporare como
alternativos o suplir a los medicamentos tradicionales ya reconocidos y
referenciados de diversas investigaciones que tienen como objetivo importante el

uso de las plantas medicinales. Un agente antibacteriano natural como el Allium



sativum sobre cultivos de Streptococcus mutans seria de importante relevancia a

nivel clinico ya que podria ser utilizado como profilactico en el tratamiento de caries.

De la perspectiva problematica anteriormente expuesta nos planteamos el siguiente
problema de investigacion: ¢ El extracto hidroalcohdlico del bulbo de Allium sativum

(Ajo) presentara efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans in vitro?

OBJETIVO GENERAL:

« Demostrar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohélico del

bulbo de Allium sativum, (ajo) sobre cepas de Streptococcus mutans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

+« Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico del
bulbo de Allium sativum sobre cepas de Streptococcus mutans mediante el

diametro de los halos de inhibicion de crecimiento del microorganismo.

«+ Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico del
bulbo de Allium sativum (ajo) en las concentraciones de 40% y 80% vy el
efecto antibacteriano de clorhexidina al 0.12 % sobre cepas de Streptoccocus

mutans.



REVISION DE LA LITERATURA

2.1.- Antecedentes
|

Guerrero en el 2018; evalud el efecto in vitro del extracto acuoso de Allium sativum
“ajo” sobre cultivos de bacterias patogenas productores de [-lactamasas,
conformada por cepas E. coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa.; el cual sedetermin6
mediante el promedio del didmetro de los halos de inhibicidn por cada patdégeno en
estudio, donde se prepararon concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100%. Los
resultados del extracto acuoso de A. sativum presenta efecto inhibitorio al 100% de
concentracion para Escherichia coli control 19,4 mm; Klebsiella pneumoniae control
26.9 mm. El cual concluyo que el extracto acuoso de A. sativum present6 actividad

inhibitoria sobre cultivos de E. coli y K. pneumoniae, dependiendo de la

concentracion utilizada 9

Pava en el 2016; comprobd el extracto etanolico de Allium sativum y Zingiber
officinale tuvo accion antimicrobiana sobre Porphyromona gingivalis a una
concentracion de 280 mg/ml. El extracto acuoso de Allium sativum mostro actividad
antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Escherichia
coli a una concentracion de 150 mg/ml. Se observd que la mayor inhibicion sobre
Porphyromona gingivalis se dio por parte del extracto acuoso de Allium sativum
obtenido en la metodologia 1 a una concentracion de 280 mg/ y sobre

Staphylococcus aureus el extracto acuoso de allium sativum a una concentracién de



150 mg/ml obtenido de la metodologia 2. Presencia de metabolitos secundarios
como flavonoides, quinonas, cumarinas, terpenos y esteroides en Allium sativum y

Zingiber officin®:

Munayco en el 2014; investigo el efecto antimicrobiano y antifingico del extracto
de Allium sativum frente a cepas ATCC de S. mutans, Capnocytophaga sputigena,
Lactobacillus casei y C. albicans en diversas concentraciones aplicando como
control positivo de bacterias y hongos el ciprofloxacino y fluconazol. Se determind
que el extracto hidroalcoholico present6 efecto positivo antimicrobiano contra la S.
mutans, Capnocytophaga sputigena y C. albicans a exclusion del Lactobacillus casei

que presento resistencia 2

Guardia en el 2014; determino la accion antimicrobiana del Ajo en diferentes
presentaciones extracto puro, extracto alcohdlico y tintura ante el Estafilococo
aureus, Estreptococo pyogenes y la Candida albicans en infecciones bucofaringeas.
S. aureus ante el extracto puro mostré mayor halo de inhibicién que el extracto
alcohdlico vy la tintura, para el S. pyogenes a las 24 horas el extracto puro produjo
mayor halo de inhibicion que el extracto alcoholico y Tintura no produjo ningun
halo de inhibicion. C. albicans a las 24 horas el extracto produjo mayor halo de
inhibicién que el extracto alcohdlico y la tintura. Los resultados determinaron que
tintura, extracto alcohodlico, extracto puro tienen accion antimicrobiana frentes a

bacterias y hongos en comparacion con la Eritromicina, Penicilina y Nistatina .



Alvarez en el 2014, comprob6 el efecto antibacteriano del extracto del Allium
Savitum como enjuague bucal. Para su investigacion traté 6 pacientes, 3 de ellos
presentaban gingivitis, los otros 3 presentaban periodontitis. Tanto a los pacientes
con gingivitis como los que presentaron periodontitis se les aplico el enjuague por
dos semanas, periodo en el cual no se presentaron complicaciones de tipo infeccioso;
se observo una regeneracion casi completa del tejido afectado durante el tratamiento.
Después del tratamiento en una cita de control los pacientes no presentaron

inflamacion ni sangrado gingival 4

Arévalo, (2013). Evalud la sensibilidad de los cultivos de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis y Pseudomona aeruginosa frente al extracto de Allium
sativum “Ajo” con un grupo control Cefalexina para Staphylococcus aureus,
Vancomicina para Staphylococcus epidermidis y Ciprofloxacino para Pseudomonas
aeruginosa. Se observd mayor accion antibacteriana a la concentracion del 100%

extracto de Allium sativum®®)

2.2.- Bases Teoricas

Plantas Medicinales

La planta medicinal se basa en el tratamiento no farmacol6gico terapéutico, como
una opcién de la medicina convencional en donde se usa “sus extractos en diversas

formas de preparacion” por sus propiedades curativas sobre el organismo 16



Droga vegetal

Planta que posee principios activos englobados en los diferentes érganos del vegetal

y que contienen un efecto terapéutico "

Principio Activo

Componentes quimicos que constituyen y depende de su concentracion y del medio

para la accion farmacoldgica de la droga 8

Extracto hidroalcohélico

Es la extraccion de una planta, obteniendo liquido concentrado depurado utilizando

como medio solvente el alcohol @9

Allium sativum (ajo)

La planta se desarrolla en clima templado frio, de origen perteneciente de Asia
Central 2 Presenta un cilindrico tallo recto después de la floracion, este puede
Ilegar a medir hasta los 50 centimetros de altura; brotan de un bulbo subterraneo, las

hojas contienen nervios paralelos siendo planas y finas en la parte baja -

Componentes activos.

Posee principios activos ricos en flavonoides; alicina y ajoeno, en aminoacidos; la
leucina, en vitaminas; vitamina A, vitamina C, vitamina D. Su aceite esencial esta
compuesto por principios azufrados; garlicina, alicina y ajoeno. Las propiedades
antibacterianas son atribuidas a sus componentes azufrados, cada una responsable

de una caracteristica principal, la alicina se le atribuye ser sustancia antibacteriana,



desprendiendo un olor caracteristico. El ajoene preside de tener efecto antimicotico

y antibacteriano %

Por sus grupos hidroxilo y pertenecer al grupo de fenoles estos antagonizan la

funcion del Streptococcus mutans %

Alicina

Corrales, en el 2014 afirma a la alicina se le atribuye ser sustancia antibacteriana.
Componente natural azufrado con propiedades bioldgicas, capaz de poder inhibir el
desarrollo de hongos, bacterias hasta incluso de cepas resistentes a antibi6ticos 8

19 Compuesto obtenido al triturar el ajo fresco la aliina un (aminoécido), al

conjugarse con Alline-liasa (proteina) quedando en alicina. Sustancia poco estable

(1).

Ajoeno

Principal componente, de estabilidad con propiedades antimicoticas,
antiparasitarias, antitromboéticas. Se obtiene por la ruptura de la alicina ??- Este
mecanismo se basa en un desorden de los fosfolipidos en la membrana, se manifiesta

otorgandole efecto antibacteriano sobre cepa de Streptococcus m: -
Aplicaciones terapéuticas

El ajo posee de propiedades tanto como antiséptico, diurético, hipotensor,
hipoglucemiante, antiagregante plaquetario. Desde tiempos antiguos este se emplea
como bactericida en infecciones, difteria, colera, demostrando también su uso para
erradicar especies dafiinas del colon. Uno de sus componentes, la alicina poseedora

con efectos antibacterianos 3



Microflora bucal

La colonizacion esta representada por la sacarosa y su ruptura en glucosa y fructuosa
depende de microorganismos especificos. Por la presencia de sacarosa las bacterias
de Streptococcus m. sintetizan glucanos insolubles que actian como adherentes

extracelulares que favorecen su colonizacion @4
Streptococcus m.

La composicidn bacteriana de la placa bucal estd asociada a la caries dental dentro
de las cuales esta presente los Streptococcus mutans son Streptococcus orales. El
Streptococcus m. fracciona la sacarosa de la ingesta en la dieta, produciendo acido
y polisacaridos extracelulares (dextrano, levano, mutano). Estos compuestos acidos
perjudican la dentina a nivel bucal. Los polisacaridos quince extracelulares se unen
a células epiteliales exfoliativas, restos de comida, moco y bacterias para crear la

placa dental

Clorhexidina

La clorhexidina, es una biguanida, bactericida de amplio espectro ante una gran
variedad de bacterias, los estudios indican que no es irritante y no presenta capacidad
de absorcién, presenta un efecto entre 15 a 30 segundos de tiempo y dura hasta 6
horas 8 Uno de los agentes antibacterianos utilizado para irrigar las zonas afectadas
por bacterias es el uso de la clorhexidina, la cual viene en distintas concentraciones
y propiedades quimicas. ES un compuesto con una variedad de usos, y es

considerado como el agente mas eficaz en tratamientos de enfermedades

10



periodontales. EI mecanismo de accion de la clorhexidina se basa en reducir la
formacion de la biopelicula adquirida, alterando el desarrollo de las bacterias. Estos

agentes se pueden conseguir en digluconato, acetato e hidrocloruro %)

11



HIPOTESIS

3.1.- Hipdtesis alternativa (H1)

s El extracto hidroalcoholico del bulbo de Allium sativum (ajo) si

tiene efecto antibacteriano in vitro sobre cepas de Streptococcus mutans.

3.2.- Hipotesis Nula (HO)

% El extracto hidroalcohdlico del bulbo de Allium sativum (ajo) no tiene

efecto antibacteriano in vitro sobre cepas de Streptococcus mutans.

12



IV. METODOLOGIA

4.1-Disefio de la Investigacion

El presente trabajo de investigacion fue de disefio experimental de nivel cuantitativo

y corte transversal.

Grupo control:

Conformado por 03 placas con medio de cultivo de Streptococcus mutans y 4 discos
de etanol 70°, se incubo a temperatura de 35°C por un tiempo de 24 horas, finalizado
el tiempo se procedi6 a la lectura de los resultados de halos de inhibicién,

demostrando que no tiene efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans.

Grupo estandar:

Conformado por 03 placas con medio de cultivo de Streptococcus mutans y 4 discos
de Clorhexidina 20ul. Se incubo a temperatura de 37°C por un tiempo de 24 horas,

finalizado el tiempo se procedié a la lectura de los resultados de halos de inhibicion.

Grupo experimental 01:

Conformado por 03 placas con medio de cultivo de Streptococcus mutans y 4 discos
con 20ul del extracto hidroalcoholico del bulbo de Allium sativum al 40%. Se incubo
a temperatura de 37°C por un tiempo de 24 horas, finalizado el tiempo se procedio
a la lectura de los resultados de halos de inhibicion, para demostrar si el extracto

hidroalcoholico presenta efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans.

13



Grupo experimental 02:

Conformado por 03 placas con medio de cultivo de Streptococcus mutans y 4 discos
con 20ul del extracto hidroalcoholico del bulbo de Allium sativum al 80%. Se incubo
a temperatura de 37°C por un tiempo de 24 horas, finalizado el tiempo se procedid
a la lectura de los resultados de halos de inhibicidn, ara demostrar si el extracto

hidroalcohdlico presenta efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans.

4.2- Poblacion y Muestra
Poblacion vegetal:

La planta Allium sativum, crece en la provincia de Pusunchas, Distrito de Otuzco,

Departamento la Libertad.

Muestra

Se reunieron 70g del bulbo de Allium sativum en la provincia de Pusunchas, Distrito
de Otuzco, Departamento la Libertad, estos fueron escogidos bajo los criterios de

inclusion y exclusion.

Criterios inclusién

¢+ Bulbos de Allium sativum de tamafios homogeneos.
¢+ Bulbos de Allium sativum  sanos.

«+ Bulbos de Allium sativum con ausencia de Oxidacion.

14



Criterios exclusion

+» Bulbos de Allium sativum de diferente tamafio.
+» Bulbos de Allium sativum lacerados.

¢+ Bulbos de Allium sativum con presencia de Oxidacion.

Poblacion bioldgica

Cepa Streptococcus mutans, fue facilitada por la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Trujillo. Ubicada en la Provincia de Trujillo, departamento

de la Libertad.

Criterios inclusién

% Cepa Streptococcus mutans fuera de contaminacion

« Material esterilizado

Criterios exclusion

% Cepa Streptococcus mutans contaminada.

«+ Material no esterilizado.

15



4.3.-Definicion y Operacionalizacion de Variables

VARIABLES DEFINICION DEFINICION INDICADORES | ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDIDA
Independiente Son los compuestos quimicos | Se utiliz6 dos Extracto Variable cualitativa

Extracto hidroalcoholico
del bulbo de Allium
sativum (Ajo)

concentrados extraidos del

bulbo de Allium sativum
(Ajo).

concentraciones del

extracto.

hidroalcohdlico
Allium sativum al
40%

Extracto
hidroalcohdlico
Allium sativum al
80%

Dependiente
Efecto antibacteriano in

vitro sobre cepas de
Streptococcus

mutans.

Bacteria Gram positiva aerobia

facultativa, precursora de la

caries dental.

Se demostrdé mediante la
medicion de

inhibicion alrededor del

disco presente.

mm
(milimetros)

Nominal.

Variable cuantitativa
de razoén.

16




4.4 Técnicas e Instrumentos

Preparacion del extracto hidroalcohdlico del bulbo de Allium sativum

Se extrajo el bulbo de ajo que en total fue de 70 g de ajo (Allium sativum), un ajo
con bulbos frescos de alta calidad. Inicialmente con agua corriente para limpiar y
con agua destilada, luego retire la cascara del ajo, despues corte los bulbos en
pequefias rodajas y deposite en un frasco de color ambar de capacidad de 100 ml y
adicione el solvente etanol 70° hasta cubrir completamente el material vegetal, se
agito y se tap0. Se macero por un periodo de 10 dias, agitando esporadicamente el
contenido. Al finalizar el periodo de maceracion, se filtr6 el macerado con papel

filtro Whatman N.° 1¢7:

La solucion resultante, fue llevada a sequedad a un rotavapor a presion reducida y
temperatura controlada, no mayor a 45°C; equipo que se utiliz6 para eliminar el
solvente y obtener un residuo seco del extracto hidroalcohdlico; luego se peso los
residuos secos y se guardd en refrigeracion a 2°C en un frasco de color &mbar. Al
finalizar se obtuvo como peso neto 28 g de extracto, logrando como porcentaje de
rendimiento 40%. A partir del extracto hidroalcohdlico del bulbo de Alliumsativum
(ajo) puro (100%) se prepararon 2 concentraciones de 40% y 80% respectivamente.

Para eso se procedio a realizar las diluciones utilizando como solvente agua (H2O).

Las concentraciones obtenidas se colocaron en un frasco color &ambar sin exposicion

a la luz, para evitar alterar su composicion quimica del extracto. (ver anexo N°01)

7).
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Meétodo Kirby — Bauer (difusion en agar)

La actividad antibacteriana del extracto hidroalcoholico se evalué empleando la
técnica de difusion en agar ( Método de Kirby — Bauer) .Se elabord la suspension
del inoculo (Streptococcus mutans) hasta alcanzar el estdndar de turbidez de 0.5 de
Mc Farland, equivalente a 1.5 x 108 CFU/ml , seguidamente se realiz6 el sembrado
en las placas de Mueller Hinton Sangre , se colocaron los discos con 20 ul del
extracto hidroalcoholico del bulbo de Allium sativum de las concentraciones de 40%
y 80% para los grupos experimentales y clorhexidina al 0.12% para el grupo de

control estdndar de referencia , con la ayuda de una micropipeta regulable.

Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas, finalizado el tiempo de incubacion,
se procedi6 con la medicion del didmetro de inhibicion presentes alrededor del disco,

para ello se utilizd una regla milimetrada 0.05(vernier)®@®),

Preparacion de discos de Sensibilidad

Para su preparacion se utilizé papel filtro con un perforador basico. Estos discos

fueron esterilizados en autoclave a 121°C x 15 libras de presion x 15 minutos28).

Preparacion del medio de cultivo

El medio adecuado para el crecimiento de bacterias es el Agar Mueller Hinton ya
que presenta excelente reproducibilidad de las pruebas de sensibilidad y se
suplementa sangre al 5%, ya que este permite realizar la prueba de sensibilidad a los

antimicrobianos para organismos Streptococcus mutans, se agrega al medio antes de
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distribuirlo a las placas Petri, preparandose asi Agar Mueller Hinton Sangre.

El agar Mueller Hinton se fundi6 a 80°C y 100°C utilizando un mechero Bunsen. Se
dejo solidificar a temperatura de 45°— 50°C hasta que el exceso de humedad se

evapore 29

Su distribucion se hizo en placas Petri estériles, en volumen apropiado para que el
espesor sea de 4mm sobre la superficie horizontal (25 -30 mL en placas de 9 cm de

diametro) colocandolas verticalmente con las tapas entreabiertas 9.

Inoculacion de las placas

Se selecciono una de las placas incubadas por 24 horas con cultivo (Streptococcus
mutans) y con el apoyo de un hisopo estéril, se seleccionaron colonias y se prepard
una suspension directa en solucidn salina fisioldgica estéril en un tubo de ensayo. La
suspension debe ser ajustada hasta obtener una turbidez equivalente a la escala 0.5

del Nefelometro Mc. Farland (1.5 x 108 UFC/mL).

Posterior a los 15 minutos transcurridos del ajuste de turbidez del inoculo, se escogid
un hisopo estéril el cual se sumergié en la suspension, se giré el hisopo
consecuentemente presionando la pared interior del tubo de ensayo, pasando el nivel
del liquido al fin de remover el exceso. Seguido se inocularon con el hisopo las
superficies secas de la placa Petri con Agar Mueller Hinton Sangre, mediante la
forma de zigzag en tres direcciones para lograr distribuir la bacteria uniformemente
en toda la superficie del agar. Al termino, se dejo secar el inoculo a temperatura

ambiente durante 5 minutos para evitar cualquier exceso de humedad sea absorbido
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(28)

Aplicacion de los discos

Se colocaron los discos con 20ul del extracto hidroalcoholico del bulbo de Allium
sativum al 40% y 80% en la superficie del Agar Mueller Hinton Sangre cultivadas
con cepas de Streptococcus mutans, con la ayuda de una pinza estéril se presiono
cada disco con suma delicadeza para lograr un contacto uniforme con el medio. Para
su identificacion se marcaron con un plumén las placas sembradas, colocando el

nombre, concentracion, fecha para su registro 8

Se empled como control estandar a clorhexidina al 0.12% y teniendo como grupo

control negativo a etanol al 70°.

Incubacion

Las placas Petri se incubaron en posicién invertida para que el agua de condensacion
(desprendida por el calor de la estufa) no altere la siembra, se llevo las placas a la
estufa a 37°C por 24 horas, utilizando la jarra Gaspak aplicando el método de la vela
para brindarle condiciones de anaerobiosis, CO2 al 5%; y asi lograr una adecuada

incubacion de los microorganismos %

Lectura de resultados

Finalizado el tiempo de incubacion, se procedio con la medicion del diametro de

inhibicidn para ello se utiliz6 una regla milimetrada 0.05(vernier).
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Escala de Duraffourd:

Escala aplicada que determina de manera cualitativa el efecto inhibitorio in vitro,

segun el didmetro de los halos de inhibicion.

X/
L %4

(-) Nula, establecida para un didmetro inferior a 8 mm.

>

L)

S

(sensible +) Sensibilidad limite, establecida para un didmetro entre 8 a 14 mm.

>

L)

*

(Muy sensible ++) Medio, establecida para un diametro entre 14 y 20 mm.

L)

% (+++) Sumamente sensible, establecida para un diametro superior a 20 mm.

4.5-Plan de Analisis

Los resultados obtenidos fueron procesados aplicando el programa de datos en
Microsoft Excel, se usé la prueba de ANOVA para comparar los promedios del
didmetro de inhibicion de los grupos experimentales y la T- student (prueba
paramétrica) para comprobar mediante el promedio de inhibicion cual de los grupos
experimentales comparados presenta diferencia significativa, esta prueba permite
comparar la hipotesis nula con la hipétesis afirmativa para poder determinar la

diferencia significativa.
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4.6.- Matriz de Consistencia

Titulode la | Formulacion del Objetivos Hipotesis Disefiodela | Variables Definicion Indicadores y Plan de
Investigacion problema Investigacion Operacional escala de analisis
medicion
Efecto ¢El extracto Obijetivo General Hipotesis alternativa | La presente Independiente |Concentraciones | Indicador: Se aplico la
antibacteriano in | hidroalcohélico | Demostrar el efecto antibacteriano in| (H1) investigacion | Extracto del extracto Extracto prueba
vitro del extracto | del bulbo de vitro del extracto hidroalcoho6lico del| El extracto fue de tipo hidroalcohélico  |hidroalcohélico al | hidroalcohdlico |estadistica de
hidroalcoholico | Allium sativum | bulbo de Allium sativum, (ajo) hidroalcohdlico del experimental de| del bulbo de 40% y 80%. 40% ANOVA
del bulbo (Ajo) presentara | sobre cepas de Streptococcus bulbo de Allium Nivel Allium sativum
de Allium efecto mutans. sativum (ajo) si tiene Cuantitativay | (Ajo). Extracto T-student

sativum (Ajo)
sobre cepas
de
Streptococcus
mutans.

antibacteriano
sobre cepas de
Streptococcus
mutans in vitro?

Obijetivos Especificos

Determinar el efecto antibacteriano
in vitro del extracto hidroalcohélico
del bulbo de Allium sativum sobre
cepas de Streptococcus mutans
mediante el didmetro de los halos de
inhibicién de crecimiento del
microorganismo.

Comparar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto
hidroalcohélico del bulbo de Allium
sativum (ajo) en las concentraciones
de 40% y 80% vy el efecto
antibacteriano de clorhexidina al
0.12 % sobre Streptococcus mutans.

efecto antibacteriano
sobre cepas
Streptococcus
mutans.

Hipétesis Nula (H0)

El extracto
hidroalcohdlico del
bulbo de Allium

sativum (ajo) no tiene
efecto antibacteriano
sobre cepas de
Streptococcus
mutans.

Corte
Transversal.

Dependiente
Efecto
antibacteriano
sobre
Streptococcus
mutans.

Se demostré
mediante la
medicidn del
diametro de
inhibicion del
crecimiento del
microorganismo.

hidroalcohélico
80%.

Escala de
medicion:
Cualitativa
Nominal

Indicador:
mm(milimetros)
Escala de
medicion:
Variable
Cuantitativa de
razon.
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4.7.-Principios Eticos

El presente trabajo de investigacion de tipo experimental, in vitro el cual se trabajé
con medios de cultivo (bacterias), acatando las normas establecidas del Manual de
Bioseguridad en Laboratorios de Microbiologia; utilizando las técnicas y/o
procedimientos en el laboratorio de manera adecuada y responsable para prevenir
posibles eventos de contaminacion tanto para el medio ambiente y para las personas

que participaron en el desarrollo del mismo ¢

El trabajo citado se basé en los principios éticos que establece el codigo de ética para
la investigacion de la Universidad Catélica los Angeles de Chimbote, los cuales

consisten en G

Proteccion a las personas: La persona en toda investigacion es el fin y no el medio,
por ello se requiere cierto grado de proteccion, el cual se determinaré de acuerdo al

riesgo en que incurran y la probabilidad de que obtengan un beneficio GV,

Justicia: El investigador debe ejercer un juicio razonable, ponderable y tomar las
precauciones necesarias para asegurarse de gque sus sesgos, y las limitaciones desus

capacidades y conocimiento, no den lugar o toleren practicas injustas ©V.

Integridad cientifica: El investigador debe regirse bajo la integridad y la rectitud
de la actividad cientifica, en funcion de las normas deontoldgicas de su profesion, se
evallan y declaran dafios, riesgos y beneficios potenciales que pueden afectar a

quienes participan en una investigacion ¢,

Consentimiento informado: En toda investigacion se debe contar con la

manifestacion de voluntad, informada, libre; mediante la cual las personas como
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sujetos investigadores o titular de los datos consienten el uso de informacion para

los fines especificos establecidos en el proyecto ¢
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V.

RESULTADOS

5.1. Resultados

Tabla 1. Evaluacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico
del bulbo de Allium sativum a concentraciones de 40 % y 80% sobre cepas de
Streptococcus mutans incubado a 24 horas, a través de halos de inhibicion de

crecimiento(mm).

EFECTO ANTIBACTERIANO
DE LOS HALOS DE INHIBICION
(mm)

Etanol 70° Clorhexidina Extracto A.s Extracto A.s Anova

40% 80% P
12 12 12 12
6.0 25.56 23.14 25.68 0.001
0.0 0.52 0.79 0.55

*Sig. P (<0.05)
A.S: Allium sativum

Tabla 2: Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico
del bulbo de Allium sativum sobre cepas de Streptococcus mutans de los diferentes

grupos experimentales incubado a las 24 horas.
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GRUPOS
Comparacion efecto antibacteriano

Paradmetros Clorhexidina Exp.1 Exp.2
40% 80%
Muestra 12 12 12
Promedio 25.56 23.14 25.68
Desviacion estandar ~ 0.52 0.79 0.55

t

8.75

0.56
9.06

0.00

PRUEBA T- STUDENT

Leyenda:
Exp.1: Extracto hidroalcohdlico 40%

Exp.2: Extracto hidroalcohdlico 80%

5.2 Andlisis de Resultados

El efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico del bulbo de Allium sativum

sobre Streptococcus mutans fue evaluado de la siguiente manera.

En latabla 01: se evalud los diferentes grupos experimentales iniciando por el grupo

control, este presenta el diametro del halo de 6mm por el cual no presenta actividad

antibacteriana. Los resultados para el grupo control estandar, Clorhexidina 0.12%

presentan el didmetro de inhibicion de 25.56 mm dato que explica la sensibilidad

para Streptococcus mutans. La concentracion del extracto al 40% para el grupo

experimental 01, se observa un didmetro promedio de 23.14 mm y grupo

experimental 02 al 80% 25.68mm.
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En base al recojo de resultados estos se compararon en un rango establecido para
medir su sensibilidad en base al didmetro de inhibicion. Asi mismo la accion
antibacteriana del extracto hidroalcohdlico al 80% fue significativamente mayor al
40% y presento una igualdad de accién antibacteriana con Clorhexidina 0.12%. Para
comparar todos los grupos experimentales, se aplica la prueba paramétrica
(ANOVA), con un valor de significancia 0.001, lo que explicaria que existe una
diferencia estadisticamente significativa, por lo tanto, el extracto hidroalcohélico del
bulbo de Allium sativum si tiene efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans.
Los resultados de este estudio, se asemejan a lo encontrado por Munayco, quien
refiere que el extracto de Allium sativum presentan actividad antibacteriana y
antifangico sobre varias cepas C. sputigena, L. scasei y C. albicans. Munayco utilizo
el extracto del bulbo de Allium sativum logrando obtener halos de inhibicion de
20mm y 24mm en Capnocytophaga sputigena y C. albicans, en cambio en el presente
trabajo obtuvo mayor promedio de halo de inhibicion de 25.68 mm correspondiente

a la concentracion del 80%.

El mecanismo de accion para la actividad antibacteriana que presenta los
compuestos sulfurados se atribuye principalmente a la alicina componente bioldgico
y bioquimicamente activo del Allium sativum. Este es reactivo al estar expuesto al
aire se transforma en disulfuro de dialilo el cual posee efectos antibacterianos, y la
reduccidn por la cisteina interrumpiré el enlace disulfuro en las proteinas presentes
microbianas ®. Asi, el ajo actda inhibiendo la fosfatidilcolina generando desorden

en el empaquetamiento de los fosfolipidos de la membrana bacteriana mediante la
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interaccion de los grupos sulfihidrilos de los residuos de cisteina ¢®.

El mecanismo de accion de la clorhexidina se basa en reducir la formacion de la
biopelicula adquirida, alterando el desarrollo de las bacterias ?®. Su La clorhexidina
desestabiliza y penetra las membranas de las células bacterianas, esta precipita el
citoplasma y interfiere con la funcion de la membrana; inhibiendo la utilizacién del

oxigeno, lo que ocasiona disminucion de los niveles de ATP y la muerte celular @,

En la tabla 02: se realiz6 la comparacion mediante la prueba de T-STUDENT del
grupo control estandar y los dos grupos experimentales del extractohidroalcohdélico

del bulbo de Allium sativum a concentracion de 40% y 80% frente a Clorhexidina.

Al comparar el efecto antibacteriano de las dos concentraciones del extracto
hidroalcohdlico del bulbo de Allium sativum y Clorhexidina 0.12% sobre cepas de
Streptococcus mutans , se demostrd que la concentracion al 80% presento igual
efecto antibacteriano que la clorhexidina y al 40% presento una diferencia
significativa entre los promedios del didmetro de inhibicién, pero entre la
concentracion de 40% y 80% si existe una diferencia significativa del promedio del
diametro de halos , lo que indica que el extracto de Allium sativum a la concentracion

de 80% tuvo mayor efecto antibacteriano.

Los resultados demostraron que el Streptococcus mutans es sensible a la accion del
extracto hidroalcohdlico de Allium sativum , a mayor concentracion se obtiene

mayor diametro de inhibicion.
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VI.

CONCLUSIONES

¢ EIl extracto hidroalcohdlico del bulbo de Allium sativum (ajo) demostro

efecto antibacteriano in vitro sobre cepas de Streptococcus mutans.

«» El efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico se determind mediante
el didmetro de los halos de inhibicion al 40% (23.14mm) y con mayor halo

de inhibicién al 80% (25.68mm).

¢ El extracto hidroalcohdlico del bulbo de Allium sativum (ajo) al comparar
demostrd que la concentracion al 80% presento igual efecto antibacteriano
que la clorhexidina 0.12% y al 40% presento una diferencia significativa

entre los promedios sobre Streptococcus mutans.

RECOMENDACIONES

¢+ Es recomendable incentivar como medicina natural el Allium sativum,
por sus alcances en propiedades terapéuticas, siempre regido a un

estandar de dosis adecuado.

% Se recomienda trabajar un proyecto, para la formulacién de un jarabe
dental libre de su olor caracteristico hecho a base de Allium sativum

(Ajo).
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ANEXOS:

Anexo 01: Concentracion final del extracto hidroalcohélico del bulbo de Allium

sativum.

hidroalcohdlico

35.2ml 52.8 mi 88 ml 40%

70.4 ml 17.6 ml 88 ml 80%

Anexo 02: Diametro de inhibicion en mm. Control estandar (clorhexidina)

sobre Streptococcus mutans a 24 hrs.

Estandar farmacoldgico Valor Desviacién
(Clorhexidina) promedio  estandar
Placa0l 25 26 25.2 25 25.3 0.476095229
Placa02 25.2 25 26 26.3 25.62
0.623832242
Placa03 26.4 26.2 25.9 26 25.55 0.640312424
25.68 0.554040

39



