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RESUMEN

El propésito de este estudio es evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del
aceite esencial de Allium sativum (ajo) sobre cepas de S. mutans (ATCC
25175), S. sanguinis (ATCC 10556) y C. albicans (ATCC 10231). Es de tipo
experimental In vitro, prospectivo, transversal y comparativo. Para determinar
el tamafio muestral se aplicé la comparacion de medias. El aceite esencial
de Allium sativum inicialmente se diluy6é para obtener las concentraciones a
evaluar, estas son 25%, 50%, 75% y 100% (no diluido). Para la sensibilidad
antimicrobiana se prepar6 inéculos con las cepas activadas. Azadas de
colonias de cada una de las cepas fueron dispersadas en solucion de CINa
al 0.9% a 0.5 Mc Farland, donde 100ul de la suspensién contiene
aproximadamente 108 UFC/ml de bacterias y 10* células/ml de hongos. Para
la medir el efecto antimicrobiano, discos de papel filtro estériles de 6 mm de
didmetro fueron impregnados con 10pl del aceite esencial de Allium sativum
en sus respectivas concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%. Todas las
placas seran rotuladas y llevadas a incubadora por 48 horas y a 37°C.
Posteriormente la actividad antimicrobiana se evalu6 mediante la medicion
del diametro de los halos de inhibicion de crecimiento microbiano, para luego
estos datos ser registrados en Ficha de Recoleccién de Datos. Para el
analisis univariado, se procedié a obtener las medidas de media, mediana,
desviacién estandar, coeficiente de variacion, valor minimo y valor maximo.
Para el analisis bivariado, primero se determind si la muestra presenta
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distribucion normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk, tras la cual se
determind que la distribucion era asimétrica, por lo que se utilizo la prueba
Kruskal Wallis para comparar el efecto antimicrobiano del aceite esencial en
diferentes concentraciones sobre cada una de las cepas cultivadas de S.
mutans (ATCC 25175), S. sanguinis (ATCC 10556) y C. albicans (ATCC
10231). Se concluy6 que existe diferencias estadisticamente significativas
entre los efectos antimicrobianos del aceite esencial de Allium sativum a
diferentes concentraciones y los microorganismos orales evaluados; por lo
gue el aceite esencial de Allium sativum tiene un efecto antimicrobiano

demostrado.

Palabras clave: Efecto antimicrobiano. Allium sativum. Cepa bacteriana.

Streptococcus mutans. Streptococcus sanguinis. Candida albicans.



ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate the in vitro antimicrobial effect of the
essential oil of Allium sativum (garlic) on strains of S. mutans (ATCC 25175), S.
sanguinis (ATCC 10556) and C. albicans (ATCC 10231). It is experimental in vitro,
prospective, transversal and comparative. To determine the sample size, the
comparison of means was applied. Allium sativum essential oil was initially diluted
to obtain the concentrations to be evaluated, these are 25%, 50%, 75% and 100%
(undiluted). Inoculants with the activated strains were prepared for antimicrobial
sensitivity. Colony hoes from each of the strains were dispersed in 0.9% CINa
solution at 0.5 Mc Farland, where 100 pl of the suspension contains approximately
108 CFU / ml of bacteria and 104 cells / ml of fungi. To measure the antimicrobial
effect, sterile 6 mm diameter filter paper discs were impregnated with 10 pl of the
Allium sativum essential oil in their respective concentrations of 25%, 50%, 75% and
100%. All plates will be labeled and incubated for 48 hours and at 37 ° C.
Subsequently the antimicrobial activity was evaluated by measuring the diameter of
the hams of microbial growth inhibition, and then these data be recorded in the Data
Collection Sheet. For the univariate analysis, we proceeded to obtain the measures
of mean, median, standard deviation, coefficient of variation, minimum value and
maximum value. For the bivariate analysis, it was first determined if the sample
presents a normal distribution by means of the Shapiro-Wilk test, after which it was
determined that the distribution was asymmetric, so the Kruskal Wallis test was used

to compare the antimicrobial effect of the essential oil in different concentrations on
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each of the cultured strains of S. mutans (ATCC 25175), S. sanguinis (ATCC 10556)
and C. albicans (ATCC 10231). It was concluded that there are statistically
significant differences between the antimicrobial effects of the Allium sativum
essential oil at different concentrations and the oral microorganisms evaluated; So

Allium sativum essential oil has a proven antimicrobial effect.

Keywords: Antimicrobial effect. Allium sativum. Bacterial strain

Streptococcus mutans. Streptococcus sanguinis. Candida albicans.
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INTRODUCCION

Una cavidad oral sana forma parte integral organica de la homeostasis y del
bienestar vital, inclusive es un derecho basico de todo ser humano. Cumple
importantes y multiples funciones; como el habla, la masticacion, la deglucién
y digestion de los alimentos, y estéticas por lo que su estado de salud es vital
para la. Sin embargo, la salud oral se ve afectada frecuentemente por
enfermedades, principalmente lesiones cariosas y problemas periodontales, y
ocasionalmente por neoplasias bucales, lesiones de VIH/SIDA, enfermedades
de la mucosa y glandulas salivales; enfermedades que alteran la autoestima,

bienestar y homeostasis de los pacientes.

Con el aumento en incidencia de enfermedades orales, bacterias patégenas
resistentes, infecciones oportunistas en personas inmunocomprometidas y
consideraciones financieras; en paises en desarrollo existe un considerable

interés en el desarrollo en alternativas de prevencién y tratamiento.

Las plantas tradicionales pueden ser usados frente a infecciones microbianas
y son considerados una buena alternativa a los quimicos sintéticos. Inclusive
numerosas plantas medicinales fueron evaluadas para su potencial aplicacién

en el tratamiento de enfermedades orales.

12



Desde tiempos antiguos el Allium sativum ha sido estudiado vastamente. Su
alto contenido en minerales y enzimas, compuestos que poseen sulfuro, han
demostrado que posee actividad antiviral, antibacteriana, antimicética y
antioxidante. El extracto de ajo ha demostrado un amplio efecto inhibidor
sobre bacterias grampositivas y gramnegativas, incluso frente a
microorganismos mutirresistentes como la Pseudomona aeruginosa,

Klebsiella neumoniae y Mycobacterium tuberculosis.

Ahora se sabe que el S. mutans es un microbio facultativo encontrado
frecuentemente en el sistema oral humano y agente cariogénico mas
importante y juega un rol en la ocurrencia de endocarditis, por lo que se
considera a la caries dental un agente etioldgico para las patologias generales.
Inclusive existe reporte de haberse encontrado esta bacteria en placa de

ateroesclerosis coronaria en pacientes que murieron de ataques cardiacos.

Asimismo, el Streptococcus sanguinis es una bacteria comensal oral,
perteneciente al grupo de estreptococos viridans y una de las especie
importantes para la colonizacion inicial de las superficies dentales. Su papel
en la enfermedad oral es incierta, pero esta especie a menudo esta implicada
en la endocarditis infecciosa y es, de hecho, la mas frecuentemente

involucrada.
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Ademas la candidiasis es una infeccion oportunista frecuente en Individuos
inmunocomprometidos, y la Candida albicans sigue siendo el principal agente
etiologico en la candidosis oral, que representan el 70-80% de los

aislamientos de lesiones de la mucosa oral.

Es por eso que este estudio tiene como propdsito evaluar in vitro el efecto
antimicrobiano del aceite esencial de Allium sativum (ajo) sobre cepas de S.
mutans (ATCC 25125), S. sanguinis (ATCC 10556) y C. albicans (ATCC

10231).
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CAPITULO |. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la realidad problematica

La flora natural posee gran biodiversidad y posibilita una amplisima y variada
aplicaciones en las diversas areas de investigacion.! De las cuales los aceites
esenciales de 300 especies, segun los autores, tienen importancia y uso
comercial no solo en la farmacologia sino también en la agricultura, el campo

de los cosméticos y perfumes, asi como en la industria alimentaria.?

El Peru esté incluido dentro de las 12 areas geograficas con abundante y
variada cantidad de plantas medicinales nativas, con un 30%
aproximadamente de plantas endémicas; biodiversidad considerada pilar del
estudio y uso farmacoldgico de las plantas y la terapéutica médica tradicional,

desde la época incaica hasta nuestros tiempos.3+4

El Allium sativum, conocido como ajo, segun referencias y términos cientificos
posee acciones hipotensoras antioxidantes, anti fungicas entre otras. Dentro
de las muchas virtudes que tiene el Allium Sativum predominan sus
componentes azulfarados que le brindan caracteristicas antibidticas
importantes para la inhibicion de gérmenes, razon por la cual el ajo es tan

importante para el rubro farmacéutico y medicina natural.®

Entre sus caracteristicas bioquimicas, la sustancia activa con mas importancia

es la alicina, dado que esta tiene fuertes efectos que inhiben diversas enzimas
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como por ejemplo: la cistein -proteinas y alcohol — deshidrogenasas; estas
enzimas poseen gran importancia en el desarrollo de infecciones por virus,
hongos y bacterias. Otro inhibidor de enzimas es la aliina, por la cual se le
considera al ajo un hipocolesteromiante, ya que influye en su gran mayoria en
la biosintesis del colesterol, esto es saludable por sus efectos a nivel

cardiovascular.b

El Streptococcus mutans es uno de los habitantes que conforman la
microbiota bucal y es el principal agente causante de lesiones cariosas
dentales e infecciones bastante nocivas la bacteriemia y endocarditis. Ademas
tiene la capacidad de aciddfila y acidurica, también se le considera como
ayudante para produccion de acido y no es tan acidurico (sustancia que
produce nuestro organismo en la degradaciéon de purinas) como lo es

Streptococcus sobrinus.”8

El Streptococcus sanguinis es un grampositivo eubidtico, estos
microorganismos se encuentran principalmente en la placa dental, ademas se
encuentra en el torrente sanguineo usandolo como via para llegar a las
valvulas del corazén causando endocarditis, enfermedad cardiaca que

muchas veces puede producir la muerte.®1°

La Candida albicans es un agente micotico, perteneciente a los
Sacaromicetos, diploide asexual, localizado en nuestro organismo en aparato

genitourinario, mucosa digestiva, cavidad oral y sistema tegumentario.’*1?2 Se
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han dado casos donde este hongo llega a desarrollarse en una patologia,
causando candidosis, proceso infeccioso causado por este hongo
microscopico, que agrede basicamente a seres humanos inmunodeprimidos.*?
Se presenta como una enfermedad vaginal, bucal e intestinal. Existe la
posibilidad de interrelacion entre la candidosis y la neoplasia maligna, a través
de la formacion de toxinas micéticas neoplasicas o por proceso inflamatorio

crénico y procedimientos que alteran el periodo de vida celular.*4

Debido a lo expuesto, la finalidad de este estudio fue evaluar in vitro el efecto
antimicrobiano del aceite esencial de A.sativum (Ajo) sobre cepas de S.mutans

(ATCC 25125), S.sanguinis (ATCC 10556) y C.albicans (ATCC 10231).
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1.2 Formulacion del problema

Problema General
¢,Cual es el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Allium
sativum (ajo) sobre cepas de S.mutans (ATCC 25175), S.sanguinis

(ATCC 10556) y C.albicans (ATCC 10231)?

Problemas especificos
e ¢ Cudl es el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Allium
sativum (ajo) en diferentes concentraciones sobre cepa de S.mutans

(ATCC 25175)7.

e ¢ Cudl es el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Allium
sativum (ajo) en diferentes concentraciones sobre cepa de S.sanguinis

(ATCC 10556) 2.

e /Cual es el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Allium
sativum (ajo) en diferentes concentraciones sobre cepa de C.albicans

(ATCC 10231)?
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1.3 Objetivos de la Investigacion.

1.3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Allium

sativum (ajo) sobre cepas de S.mutans (ATCC 25175), S.sanguinis

(ATCC 10556) y C.albicans (ATCC 10231).

1.3.2. Objetivos especificos

Comparar el efecto antimicrobiano in vitro y determinar la existencia
de una diferencia estadisticamente significativa de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Allium sativum (ajo) sobre

cepa de S.mutans (ATCC 25175)~.

Comparar el efecto antimicrobiano in vitro y determinar la existencia
de una diferencia estadisticamente significativa de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Allium sativum (ajo) sobre

cepa de S.sanguinis (ATCC 10556) 2.

Comparar el efecto antimicrobiano in vitro y determinar la existencia
de una diferencia estadisticamente significativa de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Allium sativum (ajo) sobre

cepa de C.albicans (ATCC 10231)?
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1.4 Justificacion de la investigacion

El Allium Sativum, conocido como ajo, segun estudios cientificos posee

acciones hipotensoras, antioxidantes y antimicrobianas. Es gracias a
sus componentes azulfarados, que le brindan propiedades antibioticas,
razon por la cual es importante para la industria farmacéutica y medicina

natural.

El Streptococcus mutans y el Streptotococcus sanguinis son
microorganismos pertenecientes a la placa dental, generan
enfermedades orales y pueden provocar bacteremia y endocarditis.
Mientras que la Candida albicans coloniza la cavidad oral y que en

inmunodepresion causa candidiasis oral.

Ante lo expuesto, la finalidad de esta investigacion fue evaluar in vitro
la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Allium sativum(ajo)

sobre cepas de S.mutans, S. sanguinis y C.albicans.
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1.4.1 Importancia de la Investigacion

La presente investigacion tiene relevancia cognitiva porque aportara
conocimiento nuevo de la actividad antimicrobiana del Allium sativum
(As) (ajo) en agentes bacterianos y hongos encontrados
frecuentemente en cavidad oral, la sensibilidad de estos
microorganismos y la importancia que esto significaria como alternativa

de terapéutica farmacoldgica.

Asi también, a nivel social, este estudio busca beneficiar a la poblacion
en general, ya que esta planta al estar arraigada en todo el territorio
nacional, sus posibles capacidades antibacterianas y antifungicas

puedan ser usadas en el tratamiento general y oral.

Asimismo, clinicamente, esta investigacion busca brindar al profesional
odontélogo una opcién de terapéutica farmacoldgica, sustentado
cientificamente fuerte y la susceptibilidad de los microorganismos al
aceite esencial (AE) de As (ajo) que permita el tratamiento mas eficaz,
desarrollando la produccién de agentes de uso casero formulados con

este vegetal.
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1.4.2. Viabilidad de la Investigacion

Este estudio cuenta con la colaboracion y supervision de diferentes

especialistas para capacitacion y entrenamiento en las diferentes

etapas de la ejecucion.

En los gastos e inversion se ha estimado en un aproximado de

S/6180.00 soles para la realizacion de la investigacion; el cual sera

autofinanciado.

El tiempo que se considera Optimo para la culminacién de la

investigacion dependera de las coordinaciones y autorizaciones con el

laboratorio en el cual se ejecutara el trabajo.

1.5. Limitaciones del Estudio

La adquisicién de las cepas de la American Type Culture Collection
(ATCC), es de cierta manera restringida, y por ello los laboratorios
de referencia solicitan varios requisitos previos que sustenten su
utilizacion.

Disponibilidad de acceso a laboratorios de la Facultad de Medicina
Humana y Ciencias de la Salud de la UAP (FMCS UAP).
Disponibilidad horaria del director asesor en la presente

investigacion.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion.

2.1.1. Antecedentes Nacionales
Corrales R. (2014). Lima. Publicé un articulo cientifico de la UNMSM,
sobre la sensibilidad antibacteriana y antimicética del Allium sativum en
Odontologia, concluyé un acercamiento de estos en contra del S.
mutans, ser vivo microscopico cariogénico. Dando como resultado la
necesidad de desarrollo continuo de estrategias cientificas que
posibiliten el uso de vegetales que posee efecto antimicrobiano en
odontologia especificamente; contra S. mutans, Lactobacillus, bacteria
interviniente en del desarrollo de la caries dentinaria; Capnocytophaga
sputigena, microorganismo periodonto patégeno; y Candida albicans,

agente micético causante en la candidosis a nivel de mucosa bucal.®

Lora C et al. (2015). Trujillo. En su investigacion experimental sobre la
eficacia contra microbios de concentraciones de A.s, encontraron que
puede poseer efecto antifingico sobre hongos de la piel y C. albicans.
La investigacion se realizO en personas con dermatomicosis,
onicomicosis Y tifia capitis, donde han dado resultados positivos que

corroboran las propiedades medicinales atribuidas al Allium Sativum.®
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Rojas D. (2017). Huancayo. En la revista Peruana de Medicina Integral
en su investigacion preliminar de la actividad del ajo en personas con
elevada concentracion de lipidos en sangre de la ciudad de Huancayo.
Su experimento de grupo unico de intervencion con comparacion antes-
después, evalud a 33 personas (de ambos sexos) con diagnostico de
estudio, consumieron pildoras de 1000 mg diarios por cuatro meses.
Evaluandose los valores lipidicos, previo y seguido a la experiencia. A
las doce semanas, se reporta disminucion significativa (p<0,001) de
colesterol (A 62,4 mg/dL; IC 95%: 59.1-65.7), LDL-c (A 63,7 mg/dL; IC
95%: 60.3-67.1) vy triglicéridos (A 21,5 mg/dL; IC 95%: 14,3-28,7) y
aumentado del HDL-c (A 4,1mg/dL; IC 95%: 2,9-5,3). Concluyendo que
recetar por 12 sem. con pildoras de ajo en personas con dislipidemia
evidencié eficacia notable en el perfil lipidico. Recomendandose
ejecutar investigaciones aleatorias con la finalidad de evaluar los

resultados obtenidos en este estudio. 1°
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Mendoza R et al. (2016). Trujillo. En su articulo acerca del AE de ajo
como antimicrobiano sobre Candida aislada de dispositivos protesicos
dentales manifiestan lo siguiente: La colonizacion por parte de Candida
albicans en estructuras de las proétesis bucales se relaciona a la
inflamacion de la mucosa bucal. Sugieren el empleo de Fluconazol, pero
existe resistencia de los microorganismos al mismo. El AE de Allium
sativum demostro su efecto controlando la formacién de biofilm, por
consiguiente es eficaz sobre especies distintas de Candida obtenidas
de protesis dentales. En el experimento todas especies plancténicas de
Candida presentaron sensibilidad al AE de A.sativum, y el 4,2%
presentd resistencia al fluconazol. Con respecto a la sensibilidad en
biopelicula, el 43,8% fue resistente a A. sativum y el 91,7% al

fluconazol.16

Chaupis F et al. (2014). Lima. En su estudio experimental in vivo de la
actividad hipotensora arterial del extracto del A.sativum con maceracion
de 18 semanas; tuvo como resultado que provoc6 una disminucién, en
animales de experimentacion, de la presion arterial; resultando eficaz

como agente hipotensor.'’
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Chalar L et al. (2014). Trujillo. En su articulo sobre la accién
antibacteriana de la alicina del A.sativum sobre cepas de S.aureus,
Pseudomonos aeruginosa y Escherichia coli. Estos microorganismos
fueron sometidos a tres concentraciones diferentes. Estas 3
concentraciones lograron inhibir totalmente a S. aureus y Ps.
aeruginosa. Mientras que frente a la E. coli no se presenté ningun efecto
antibacteriano. Los controles en caldo(con alicina) fueron negativos al

crecimiento bacteriano.18

Salazar M. (2016). Trujillo. En su investigacion del efecto
antimicrobiano sobre la Escherichia coli, de un extracto acuoso (EA) del
ajo (Allium sativum) en comparacion con amikacina, manifestd que usé
33 cajas petri con concentraciones diferentes de EA al 20%, 40%, 60%,
80% y 100%. En este estudio se concluyo que el EA de “ajo” tiene efecto
antibacteriano sobre subespecies de E. coli. La concentracion del
extracto acuoso al 100% tiene mayor efecto con una media de 17, 7 mm
y encontrandose dentro de patrones establecidos como sensible por el
The Clinical & Laboratory Standards Institute. Demostrando que al

100% la mayoria de las placas tenian efectos antibacterianos.®
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2.1.2. Antecedentes Internacionales

Jiménez A, Zambrano M. (2017). Quito-Ecuador. En su articulo del
efecto inhibidor sobre crecimiento bacteriano del extracto ajo
(A.sativum) y CHX al 0.12% en S.mutans; concluyendo que presentan
similar efecto antibacteriano (e.a.). La CHX al 0.12% presenta el mayor

e.a., le sigue el ajo granate y por ultimo el ajo albo en el S. mutans.®

Alvarez G. (2014). Guayaquil-Ecuador. En su estudio, de la U. de
Guayaquil, sobre el uso como antimicrobiano del extracto del A.sativum
(e.A.s) en personas con periodopatias, pudo encontrar que usado como
enjuague brinda buenos resultados como antimicrobiano, ya que ningun
paciente tratado presento alguna complicacion. Asi mismo el e.A.s
demostré también ser un buen cicatrizante mejorando en la segunda y

tercera cita con resultados alentadores entre los pacientes tratados.’
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Sanchez F et al. (2016). Las Lunas-Cuba. En su estudios actualizados
del uso médico del ajo, indican que el Allium Sativum posee numerosas
propiedades beneficiosas para el ser humano, como agente
antimicrobiano, reduce los niveles de lipidos, evita la formacion de
coagulos de sangre (trombos) reduciendo sus complicaciones, reduce
la presion arterial, actividad antineoplasica; todo ello gracias a sus
componentes sulfurados, agentes quimicos responsables de las
propiedades antes mencionadas. Demostrando que existen evidencias
cientificas que avalan su uso; formulando en concenso que se puede

usar el ajo como tratamiento complementario.®

Paternina MJ et al. (2016). Cartagena-Colombia. En su investigacion,
en la Universidad de Cartagena, acerca del eficto antimicrobiano del
A.s. en cepas de Porphyromona gingivalis y Streptococcus mutans;
concluyeron que el extracto etandlico del A.s. demostré6 un efecto
inhibitorio considerable de 500ppm (partes por millén) sobre estas dos

bacterias, mostrando actividad bactericida.®
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Ramirez H et al. (2016). Oaxaca — México. En su articulo realizé la
revision de los efectos que se obtiene de este producto natural en
tratamientos de distintas patologias como enfermedades
cardiovasculares y canceres demostrando su efecto bacteriostatico y
bactericida, ademas hay un efecto que atribuye en prevencion de
envejecimiento celular. Propiedad debida al efecto antioxidante de la

cisteina y aicina.?°

Yaguana CS. (2015). Quito-Ecuador. En su investigacion acerca de
la eficacia inhibitoria de esencia de ajo y del culantro (Coriandrum
sativum) usando la técnica de Kirby Bauer, sobre St. aureus, E. coli,
Salmonella typhi y Salmonella choleraesuis; y comparandolos con
gentamicina y ampicilina. Demostré que el culantro, no tiene efecto
antibacteriano sobre las cepas usadas en el estudio, mientras que el
Allium sativum si presentd actividad antibacteriana baja ante la S.
choleraseuis, S. typhi, E. coli (ATCC 25922) y E. coli; y tambien
demostr6 una significativo efecto antibacteriano frente sobre St. aureus
(MRSA) y St. aureus. Concluyendo que para obtener halos de inhibicién
similares a la gentamicina debe usarse concentraciones superiores a

250 mg/dl.2L
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2.2. Bases Teoricas

2.2.1. Allium sativum (Ajo)

El Allium sativum es rico en principios quimicos azufrados que sustenta
las capacidades farmacodinamicas y farmacocinéticas de esta planta.
Se ha demostrado que tiene propiedades como antioxidante,
antineplasico, regula el sistema inmunologico y actividad

antimicrobiana, etc.

Se conoce desde hace mucho tiempo ya que posee propiedades
antibacterianas, antifingicas y antivirales, estudios previos indican que
se muestra la eficiente actividad bactericida mostrando como
concentraciones minimas inhibitorias en bacterias gram - negativas
35.7-1Img/ml y en bacterias gram - positivas 142.7-35.7 mg/ml. En
ensayos con el Streptococccus mutans se identificd la muerte inmediata
de esta bacteria. Es por ello que se indica que el ajo (extracto) inhibe el
crecimiento de microorganismos orales periodontopatégenos y ciertas
enzimas proteoliticas, por lo que podria utilizarse en el tratamiento

periodontal, particularmente en periodontitis.'213

Las propiedades del Allium sativum mas resaltantes e importantes son
sus efectos terapéuticos. El Allium sativum muestra su componente
azucarados para suprimir la incidencia de tumores como cancer de

tejidos blandos diferentes. Siendo inhibidor de bacterias de bacterias
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2.2.2.

helicobacter hylori causante de inflamacion cronica k produce cancer
gastrico. Nos muestra su efecto antimicrobianos ennla cual a
demostrado la inhibicién y muerte de muchos tipos bacterias k arriesgan

la salud.1%13

Efecto sobre niveles de lipidos lipoproteinas séricas disminuyendo el 29
% de los niveles de colesterol. Su efecto sobre la oxidacion celular en
la cual aumenta los niveles de glutacion en las células y desminuye los
niveles de forma oxidada ademas incrementa el efecto antioxidante de
otra enzima oxidante llamada superoxido dismutasa en las células
protegiendo las membranas celular de los hepatocitos de la

peroxidacion lipida.?13

Streptococcus mutans (S.m)

Esta bacteria es un estreptococo grampositivo, que pertenece al grupo
de microorganismos productores de acido lactico. Crecen formado
cadenas o parejas de cocos, alrededor de un solo eje de division celular.
Es una bacteria anaerébica obligada, que basa su metabolismo
energeético a través de los procesos de fermentacion del ac. lactico. Se

le considera una bacteria a Hemolitica.141°

Hace parte de la flora oral bacteriana. Los nifios son mas susceptibles
a esta bacteria; sintetiza fructanos y glucanos a partir la sacarosa y

gracias a la Glucociltranferasa, formando carbohidratos extracelulares,
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gue mejoran su adherencia a las superficies libres dentales, y a nivel

intracelular, mejora la produccién energética.

La sintesis de carbohidratos a nivel intracelular, glucégeno, permite la
formacion de acidos sin la necesidad de consumo de polisacéridos.
Dentro de su estructura, no posee nucleo definido por una carioteca, su
genoma se presenta formando filamentos alargados generalmente en

posicién central 1415

Generalmente es conocido como patdgeno dental ya que interactlia con
particulas de alimentos, produciendo acido lactico y adhiriéndose al
diente permitiendo la invasion de otros microorganismos, una de las
causas de caries dentaria, de igual manera es considerada como
causante de bacteremias y endocarditis bacteriana, si alcanza el
torrente circulatorio, (durante una extraccion dental) de individuos con

valvulopatias.1415

Estas bacterias forman capas de naturaleza polisacéaridas, que les
permite adherirse a los dientes y facilita la adherencia a las véalvulas
cardiacas lesionadas, si estas llegan al torrente sanguineo; producen
acido a partir de los azucares de la saliva y dan lugar al desgaste del
esmalte y la dentina. Acorde a la diversificada estructura quimica de

los carbohidratos de las subespecies, se clasifica en tres, siendo la c, e
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y f, formados por una estructura central de ramnosa y moléculas de

glucosa ubicadas lateralmente.*415

Estudios recientes designaron un serotipo de S.m como k, el
caracterizado por la reduccion extrema de cadenas laterales de
glucosa. Destacando también este serotipo por su nivel bajo de agente
etiolégico de caries dental, sustentado en la mutacioén de antigenos de

naturaleza proteica de superficie.141°

Otras investigaciones han demostrado su elevada presencia como

agente etiolégico patologias cardiovasculares.'#1°

Asimismo existen estudios que indican que una manera de transmision
directa frecuente de S.m, es el contacto directo entre la madre e hijo

durante los primeros afios de vida.

Una capacidad demostrada del S.m es la de su mantenimiento
constante en boca de infantes mayores de cinco afios, jovenes en
adolescencia y personas adultas. Proceso conocido como estabilidad
“‘intraindividual” que alcanzan en el huésped y la interrelacién entre la
expresion de caracter fenotipico que otorga ventajas para su
conservacion en boca, como la capacidad de formar placas bacterianas,

de adhesion y resistencia a los cambios constantes de pH.

Se considera frecuentemente que la invasion bucal de los infantes por

S. m se produce con la primera erupcion dental, mas o menos a la edad
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de seis meses. Pero, es racional considerar que infantes exhibidos a la
transmision directa, la adhesion ocurra antes de la erupcion dental.

Siendo dos factores que influyen en esto como son:

1) La capacidad de colonizacion de la mucosa oral por el S. mutans y

S. sobrinus.
2) El desarrollan de caries pos erupcion dental en algunos infantes.

La invasion temprana de la boca por este microorganismo podria
incrementar el peligro en formacién de lesién cariosa y el progreso se

realice en grupos etarios mas prematuros.6:17

Estudios demuestran una elevada relacion entre serotipos de S. mutans
obtenidas de los integrantes de una misma familia, denotando la
transmision, asi como la constante invasion por este m.o. obtenidos de

manera previa hasta la temprana adultez.'81°

34



2.2.3. Streptococcus sanguinis (S.s)

El Streptococcus sanguinis es uno de los primeros colonizadores del
biofilm, ademas forma parte de la microbiota oral y es comunmente
aislado en pacientes que presentan endocardititis bacteriana que es
mortal si no se llega a tratar, son usados como ataduras para la fijacion
de otros microorganismos orales que colonizan la superficie del diente,
forman placa bacteriana y colaboran en el origen de las lesiones
cariosas y la patologia de los tejidos periodontales. Ademas los
streptococcus sanguinis asi como otros streptococcus viridans de la
boca estan emergiendo como importantes patdgenos del torrente
sanguineo en las infecciones que amenazan a los pacientes
neutropénicos (pacientes con un numero reducido de neutréfilos en la

sangre).

Algunas de las mas importantes caracteristicas del Streptococcus
sanguinis son la formacion del polisacéarido glucano desde la sacarosa,
unién de plaquetas, unién a antigenos extracelular como laminina y
fibronectina, unién a proteinas salivales, capacidad de coagulacion con

otra microflora oral y competencia genética.

Forma glucosiltransferasas, enzimas responsables de la hidrolisis de
sacarosa Yy tranfiriendo la glucosa residual a una macromolecula de

glucano predeterminado, sintetizando glucanos. Para el cultivo de S.
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2.2.4.

sanguinis, puede usarse placa dental de las caras vestibulares de las
piezas dentarias anteriores, en dilucién en CINa 0,9 %, se siembra 100

UL en placas de agar mitis salivarius.?°

Candida albicans

Especie de hongo muy habitual de la microbiota humana y asintomatica
coloniza los individuos sanos. Sin embargo, también es un patégeno
oportunista que puede causar infecciones graves, ya menudo fatales,

del torrente sanguineo.?!

Microorganismo inocuo, encontrdndose en el cuerpo humano sin
producir enfermedades, en mucosa urogenital, digestiva, bucal y piel.
En casos de inmunodepresion puede producir candidosis, proceso
infeccioso, que ataca por ejemplo, a pacientes VIH positivo, con
patologias autoinmunitarias, terapias antineoplasicas o con trasplantes.
Generalmente, las lesiones en mucosa o piel no producen dafio alguno,
pero pueden agravarse y volverse danifias al atacar la mucosa intestinal
o pulmonar. Inclusive la infeccién septicemica por C. albicans es de

prondstico reservado.??

Es un hongo Ascomycota dimorfico, es decir, su morfologia varia acorde
a la temperatura de desarrollo: levadura a 37°C en el huésped, y micelio
a 25°C en el ambiente. Se divide asexualmente por gemacion. En

levadura tiene forma ovalada, reunidos en grupos minimos. Por otro
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lado como micelio, con hifas alargadas y formando pseudo-hifas o
pseudo-micelio. Lo que favorece bloquear la respuesta inmunitaria
celular del hospedero. En forma levaduriforme es saprofita, convive
simbioticamente con el hospedero, pero en forma filamentosa, actua
como parasito desencadenando manifestaciones clinicas en el
hospedero. A nivel macroscopico, en agar Sabouraud forma colonias
blancas, blandas, cremosas y lisas. La moniliasis o Candidiasis
superficial aparece especialmente en seres humanos
inmunodeprimidos; lesionando piel, mucosas (bucal, genital o entérica)
y ufias. Las manifestaciones clinicas son leves como eritema, prurito y
malestar. En pacientes con neoplasia maligna, operados con
trasplantes o SIDA, se puede presentar Candidemia, infeccion hacerse

sistémica y que puede ser mortal.?®

Es por mucho, el agente etiologico de micosis mas importante en seres
humanos, provocando desde alteraciones simples hasta procesos
infecciosos invasivos y mortales en organismoa con defensas bajas. El
espectro de las infecciones provocadas por este microorganismo
abarcan el muguet bucal, vaginitis, infecciones de piel, afecciones

pulmonares, esofagitis y endocartitis.??

Candida albicans coloca en el Phylum Ascomycota, orden
Endomycetales, a la que la familia Saccharomycetaceae también

pertenece, aunque Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans estan
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separados por 140-850 millones de afios de evolucién. Candida
albicans es el hongo patdogeno humano mas estudiado y también sirve
como un organismo modelo para el estudio de otros patdgenos fungicos
mas desafiantes experimentalmente, Es conocida por ser un hongo
oportunista en el entorno de cualquier tipo de organismo vivo, es un
modulador de pH en el biofilm y no se considera como un cariogénico,
pero uno de sus habitats es la cavidad oral de los seres humanos.
Candida albicans coloniza de manera asintomatica diversas partes del
cuerpo especificamente los tractos gastrointestinal y genitourinario de
personas sanas. Es un hongo comensal, pero un posible agente
infeccioso oportunista, en pacientes con defensas bajas, de las
mucosas Yy sistémicas. Es un microorganismo aerobio y se reproduce

asexualmente por gemacion.?*

El agente infeccioso frecuentemente encontrado es la C. albicans,
hongo perteneciente a los microorganismos eubiéticos y comensal de
la mucosa vaginal; sin embargo, al ser un agente oportunista, puede
pulular e infectar, como una levadura altamente citopatbgena en
pacientes inmunodeprimidos; puede desarrollar a un proceso infeccioso

sistémico y dafiar varios érganos internos.?®
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2.2.5. Plantas Medicinales

2.2.5.1. Principio activo de las plantas Medicinales

Muchos investigadores 2% sostienen que la presencia de principios
activos (p.a.) en las plantas otorgan sus actividades curativas a las
mismas, produciendo una reaccion fisiologica. Estos p.a. son muy
complejos, incluso se desconoce su estructura quimica; se ha logrado
gue algunos sean refinados, condensados o emulados. Encontramos
en estos estados a los AE, carbohidratos y diferentes principios

activos.?’

2.2.5.2. Generalidades del aceite esencial (AE)

Un AE es una mixtura de compuestos ligeros con caracteristicas
balsamicas, obtenidos de vegetales, generalmente por destilacion; son
principalmente fluidos y rara vez densos.?®% Se consideran
compuestos finales de la biotransformacion de diferentes unidades
celulares de origen vegetal, y se evita el reingreso al sistema metabdlico

de la célula.3?
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De igual manera Augusto,? refiere que los AE son compuestos
volatiles, formadas por un conjunto de sustancias quimicos perfumadas.
Se encuentran en distintas y diferentes estructuras de los vegetales,
siendo estas sustancias no hidrosolubles. Morales,3® en sus estudios
encontré que la mayoria de los AE estan formadas por una sustancia
predominante; pero que no necesariamente las propiedades aromaticas
y gustativas estan determinadas por el componente primario. Otros
compuestos de menor cantidad son determinantes, inclusive la calidad

del AE depende de dichos componentes.3*

Los AE, quimicamente un compuesto miscible complejo y muy variado
de terpenos y alcanfores.®®> Estan primariamente formados por

hidrocarburos de formula C10H16.28-30.36

2.2.5.3. Propiedades Fisicas:
» Son fluidos a temperatura ambiental.
» Rara vez tiene color.
» Tienen densidad menor al agua.
* Poseen una refraccion de indice elevado.
* Producen desviacion de la luz polarizada.
» En solventes organicos son habitualmente solubles.
« Son arrastrados en agua vaporizada (son hidrosolubles).

« Punto de ebullicién superior a los 100°C.3°
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Segun Miller®’, refiere que existen 2000 especies vegetales poseen AE.
Asimismo Meyer3® refiere que se desconoce con exactitud la funcién
bioquimica que poseen los AE en los vegetales. Posiblemente deberian
ser considerados como resultados propios del metabolismo de las
plantas, y probablemente posean un papel a nivel ecoldgico. Sin
embargo; otras investigaciones demuestran que los AE actdan
regulando la secrecién, principalmente al variar la funcién calorica y la
presién osmoética. Secreciones como la resina, el balsamo, etc., sirven
al vegetal como compuestos defensivos frente a las patologias de
estructuras dafiadas.® Incluso, segln varios estudios consideran que

ambientales influyen en la formacién de los AE.4°

Las especies vegetales de las que mayormente se extraen AE son de
las Familias Rutaceas, Laureaceas, Umbeliferas, Labiadas,
Compuestas, Mirtaceas, y Pinaceas. Los AE son secretadas por

6rganos especializados glandulares, cavidades esquizégenas, etc.*!

41



2.2.5.4. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

Los AE generalmente son usados para la preservacion de productos
alimenticios y bebibles, tienen actividad antimicrobiana sobre el
crecimiento y multiplicacibn de seres microscopicos. Estudios
demuestran que el extracto de ajo posee actividad bactericida y
bacteriostatica. Inclusive se reporta que los AE disminuyen la
esporulacion, paralizan el crecimiento de agentes productores de

enfermedades y levaduras.®®

2.2.5.5. Mecanismo de accion del aceite esencial sobre los M.O.

El efecto sobre los m.o es bastante complicado y aun no comprendido
en su totalidad. EI mecanismo de agentes quimicos, depende de la
especie de m.o. y primariamente se relaciona con la estructura externa.
Inclusive muchos estudios refieren que interfieren en el metabolismo de

los m.o inhibiendo la actividad enzimatica.2
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2.2.5.6. Extraccion del aceite esencial

Motle*® segln refiere en su investigacién, considera los métodos
detallados a continuacion:
a) Obtencién a expresion
b) Obtencidn a disolucion con:
+ Lipidos solidos-frios
» Lipidos liquidos y calientes
» Disolventes evaporables.

c) Obtencion a destilacion.

El efecto antimicrobiano in vitro es medible para determinar la eficacia
inhibitoria microbiana de un agente en disolucién, su concentracion en
los fluidos corporales o tisulares y la sensibilidad microbiana a

concentraciones establecidas del agente. El método méas usado es:

2.2.6. Método de Dilucién

Cantidades diluidas de agentes antimicrobianos son incorporados en
medios de cultivos ya sean caldos o agares; los medios son inoculados
con los microorganismos en estudio y se incuban a temperatura que
oscilan entre 37°y 40°C. A termino se mide la concentracion que inhiba

el desarrollo o tenga efecto microbicida sobre los m.o en estudio.*44°
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Actualmente, el uso de diluciones preparadas en caldos ha
incrementado y sistematizado el método. Estas pruebas por
microdilucién permiten obtener resultados cuantitativos que determinan
la concentracion del agente para impedir o eliminar los m.o. en

estudio.*44°

2.3. Definicion de términos basicos.

e Eficacia antibacteriana: Capacidad de un agente guimicamente
sintetizado para erradicar o disminuir el crecimiento bacteriano en

un medio determinado, ya sea de manera directa o indirecta.*

e Aceite esencial: compuesto mixto quimicamente sintetizado de

vegetales constituidos por terpenos y compuestos aromaticos.*!

e Streptococcus mutans: Estreptococo grampositivo oral, anaerobio
facultativo, localizado en placa bacteriana de los dientes.

Relacionado con la formacion e incremento de lesiones cariosas.??

e Streptococcus sanguinis: Estreptococo de los primeros
colonizadores del biofilm, perteneciente a la microbiota oral y es muy
comunmente aislado en pacientes que presentan endocardititis
bacteriana que es mortal si no se llega a tratar, son usados como
ataduras para la fijacibn de otros microorganismos orales que
colonizan la superficie del diente, forman placa bacteriana y influyen

en el origen de las caries dental y la patologias periodontales.?®
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Candida albicans: Especie de hongo méas frecuente de la
microbiota humana y asintomética, coloniza los individuos sanos.
Sin embargo, también es un patégeno oportunista que puede causar

infecciones graves, ya menudo fatales, del torrente sanguineo.3!

Cepa bacteriana: Microorganismos obtenido de un cultivo puro con

caracteristicas genotipicas y fenotipicas definidas.??
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CAPITULO lIl. HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA INVESTIGACION
3.1 Hipotesis de la Investigacion

Hipotesis General
El aceite esencial de Allium sativum presenta efecto antimicrobiano in vitro

sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556) y Candida albicans (ATCC 10231)

Hipotesis Especificas

H1: Existe diferencias estadisticamente significativas de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Allium sativum sobre Streptococcus
mutans (ATCC 25175)

H2: Existe diferencias estadisticamente significativas de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Allium sativum sobre Streptococcus

sanguinis (ATCC 10556).

H3: Existe diferencias estadisticamente significativas de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Allium sativum sobre Candida albicans

(ATCC 10231)

3.2 Variables de la Investigacion

3.2.1 Variable Independiente

Efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Allium sativum.

3.2.2 Variable Dependiente
Cepas microbianas: Streptococcus mutans (ATCC 25125),
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) y Candida albicans (ATCC
10231)
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3.2.3 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Definicion E
_ : . scalade
Variable ' Indicador Tipo medicion Valores
Operacional
Efecto Capacidad de generar halos de | . I\/_Ie';o_d’o de_ halo de Cuantitativa .
_— . N o inhibicion Kirby Bauer . Razon mm
Antimicrobiano inhibicion de crecimiento 1966 continua
25%
— 50%
Aceite esencial de Producto quimico Aceite esencial Cuoall'r:g::'tlc\;a
. ) biosintetizado a partir del ; poli ! Razoén 75%
Allium sativum X ; asignado
Allium sativum
100%
S. mutans
. . s S.Sanguinis
Cepas microbianas Mlcroorgamsm_os_ expuestos al Cepas asignadas Cugll}at_lva Nominal C.albicans
agente antimicrobiano politbmica
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CAPITULO IV. METODOLOGIA

4.1 Disefio metodoldgico

El estudio es de tipo experimental In vitro, prospectivo, transversal y

comparativo.

Experimental in vitro: Se controla y manipula las variables para verificar el
efecto antimicrobiano in vitro del AE de Allium sativum sobre cepas de
S.mutans, S.sanguinis y C.albicans; usando técnicas microbiol6gicas de

laboratorio para el crecimiento de los microorganismos.

Prospectivo: Los resultados que se obtienen a partir de la fecha de inicio del

estudio hasta el analisis de los resultados.

Transversal: Este estudio se realizar4 en un solo corte de tiempo.

Comparativo: Se verifica y compara el efecto antimicrobiano in vitro del AE
de Allium sativum en sus diferentes concentraciones sobre cepas de

S.mutans, S.sanguinis y Candida albicans.

4.2 Disefio Muestral

La unidad de analisis de esta investigacion es el aceite esencial de Allium

sativum.

La muestra incluye cepas cultivadas de agentes microbianos comunmente

hallados a nivel bucal: S. mutans (ATCC 25125), S. sanguinis (ATCC 10556)
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y C.albicans (ATCC 10231), que cumplen los criterios de inclusion y exclusion
de la investigacion. Aplicando comparacion de medias sobre resultados del
estudio piloto realizado (Anexo 4), se obtuvo n=3, pero para la presente
investigacion se utilizé n=20 para que los resultados tengan mayor valor

estadistico.

Seréan considerados los siguientes grupos:

e Grupo 01: Placas Petri inoculadas con S.mutans (ATCC 25125).
e Grupo 02: Placas Petri inoculadas con S. sanguinis (ATCC 10556).

e Grupo 03: Placas Petri inoculas con C. albicans (ATCC 10231).

Criterios de inclusion y exclusién

Criterios de inclusion:

Las cepas microbianas tienen que ser propias de la cavidad bucal.

e Las cepas microbianas deben estar relacionados con patologias
orales.

« Muestras facilmente cultivables en los medios.

o La sensibilidad antimicrobiana de las muestras deben ser evaluadas

a través de la medicion del diametro de halos de inhibicion de

crecimiento.
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Criterios de exclusion:

e Agentes microbianos susceptibles a factores externos a las pruebas a
las cuales van a ser sometidos.

e Microorganismos que estén fuera de alcance para su adquisicion por
parte del investigador.

e Microorganismos que no tengan relevancia para la odontologia.

4.3 Técnicas e Instrumento de recoleccién de datos
Obtencidon de permiso para realizar la investigacion

Se gestion6 documento dirigido a la Directora de la Escuela Profesional de
Estomatologia solicitando autorizacion para el uso del Lab. De la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad Alas Peruanas y realizar el estudio
Evaluacion in vitro del efecto antimicrobiano del aceite esencial de
Allium sativum (ajo) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC
25125), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) y Candida albicans

(ATCC 10231). (Anexo 01)

Obtencion del aceite esencial de Allium sativum (ajo)
Recoleccién de Allium sativum

Se obtuvo el AE de bulbos de plantas frescas producidas en la region
Arequipa, por ser la zona geogréfica de mayor produccion de esta hortaliza,

con un maximo de dos dias de almacenamiento, y recolectados de centros
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de acopio en Lima. Se recolecté 10 kilogramos de la materia prima, que fue
rociada con alcohol al 70% para desinfeccion y eliminar artropodos. Luego

son forradas con papel kraft para el almacenamiento y proceso.

Obtencidén del aceite esencial

Se obtuvo el AE de 10 kilogramos de bulbos de Allium sativum (ajo),
sometidos a destilacion por arrastre de vapor de agua, en un equipamiento
de acero inoxidable para evaporacion. El destilado se separ6 considerando
las propiedades de invisibilidad y densidades diferentes del AE y agua,
usando una bomba de decantacion, posteriormente el aceite esencial
obtenido de la muestra vegetal se guardoé en recipientes herméticos de vidrio,

color &mbar y refrigerados a 4°C de temperatura.>®

Reactivaciéon de la Cepas Bacterianas

En el presente estudio se hizo uso de las siguientes cepas microbianas

estandar American Type Culture Collection (ATCC):

e Streptococcus mutans (ATCC25125)

e Streptococcus sanguinis (ATCC10556)

« Candida albicans (ATCC 10231)
Para la reactivacion de las cepas microbianas, estas se mantenieron en
refrigeracion a temperatura de 2° - 8 °C desde su adquisicion hasta la
reactivacion en el Laboratorio Central UAP. Las muestras estaban contenidas

en sus respectivos envases Kwik — Stick ™. Se retiraron del recipiente y
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considerando las disposiciones del fabricante, las muestras de S.mutans
(ATCC 25175) y S.sanguinis (ATCC 10556) son sembradas en 05 placas
conteniendo el medio de cultivo TSA cada una, mientras que la muestra de
Candida albicans (ATCC 10231) en 05 placas Petri conteniendo agar
Sabouraud (AS); y llevadas a incubar por 48 horas y a 37°C. Este paso se

realizé en un tiempo no mayor a 5 minutos.>’

Actividad Antimicrobiana
Método de difusién en disco

El AE de Allium sativum inicialmente se diluy6é para obtener las diferentes
concentraciones de estudio, a 25%, 50%, 75% y 100%; la ultima es el aceite

esencial sin diluicion.

Para la sensibilidad antimicrobiana se prepard inodculos con las cepas
activadas. Azadas de colonias de cada una de las cepas fueron dispersadas
en solucion de CINa al 0.9% a 0.5 Mc Farland, donde 100ul de la suspensién
contiene aproximadamente 108 UFC/ml de bacterias y 10* células/ml de
células micaéticas. Estos indculos se extendieron por difusién en placas Petri

con TSAy AS.

Para la medir el efecto antimicrobiano, discos de papel filtro estériles de 6

mm de didmetro fueron embebidos con 10ul del AE de Allium sativum a
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respectivas concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%, luego fueron
posicionados intimamente sobre los agares ya inoculados con las respectivas
cepas. Como control positivo del experimento, en las cajas petri inoculadas
con los estreptococos se colocara un disco de 6 mm impregnado con 100pl
de ampicilina, mientras en las inoculadas con Candida conl00ul de
miconazol; proceso repetido 4 veces para establecer una media del efecto

antibacteriano y antifingico respectivamente.>®

Las placas seran rotuladas y llevadas a incubadora por 48 horas y a 37°C.
Posteriormente el efecto antimicrobiano se determindé mediante la medicién
del diametro de los halos de inhibicion de crecimiento microbiano, para luego

estos datos ser registrados en Ficha de Recoleccion de Datos (Anexo 02)
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4.4. Técnicas de procesamiento de la informacion

En la presente investigacion una vez recolectados los resultados de los halos
de inhibicion, se cre6 una base de datos con el programa Microsoft Excel
2016 y se analizé los resultados con el paquete estadistico Stata 12 que
permitié la elaboracion de tablas y graficos numéricos descriptivos, asi
también la aplicaciéon de la prueba necesaria parta la contratacion de la

hipotesis.

4 5. Técnicas estadisticas utilizadas en el anélisis de lainformacién

Para el andlisis univariado, se procedié a obtener las medidas de media,
mediana, desviacion estandar, coeficiente de variacion, valor minimo y valor
méaximo de la variable efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de
Allium sativum (ajo) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25125),

Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) y Candida albicans (ATCC 10231).

Para el andlisis bivariado, primero se evalué al normalidad de los resultados
mediante la prueba de Shapiro-Wilk, determinandose que la distribucion era
asimétrica, y utilizandose la prueba Kruskal Wallis para comparar el efecto
antimicrobiano del aceite esencial en diferentes concentraciones sobre cada
una de las cepas cultivadas de S.mutans (ATCC 25125), S.sanguinis (ATCC

10556) y C.albicans (ATCC 10231).
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4.5 Aspectos éticos contemplados.

Este estudio se ejecutdé en el Lab. Central de la FMHCS UAP, y al ser
experimental in vitro, no se necesité modelos bioldgicos, sélo se utilizd cepas
microbianas. Asimismo, se utilizO materiales e instrumental de laboratorio
para evaluar el efecto antimicrobiano (EA) del AE de A.sativum; y no requirié

de consentimiento informado al no involucrar a personas.
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CAPITULO V. ANALISIS Y DISCUSION

5.1. Analisis descriptivo

Tabla N° 1

Evaluacion del Efecto Antimicrobiano del Aceite Esencial de
Allium sativum 25% (Ajos 1)

M.O. Media DS Min Max
S. mutans 22.4 11 20.6 24.9
Ajos 1 S.sanguinis 8.6 8.6 7.8 10.1
C. albicans 0 0 0 0

Fuente: Propia del investigador

INTERPRETACION: En la Tabla N°1 se puede apreciar que el AE de Allium
sativum al 25% tuvo el mayor EA contra la cepa de S. mutans (ATCC 25125) con
una media de 22.4 mm; siendo la media 8.6 mm para la cepa de S.sanguinis (ATCC

10556). Mientras que frente a la cepa de C.albicans (ATCC 10231) se referenci6

nula actividad.
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Grafico N° 1

Evaluacion del Efecto Antimicrobiano del Aceite Esencial de Allium
sativum 25% (Ajos 1)

Media
25
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S. mutans S.sanguinis C. albicans

Ajos 1

Fuente: Propia del investigador
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Tabla N° 2

Evaluacion del Efecto Antimicrobiano del Aceite Esencial de Allium
sativum 50% (Ajos 2)

M.O. Media DS Min Max
S. mutans 24 1.2 20.7 25.9
Ajos2 S.sanguinis 10.7 11 9.2 11.7
C. albicans 10.5 0.8 9.1 12.1

Fuente: Propia del investigador

INTERPRETACION: En la Tabla N° 2 se puede apreciar que el AE de Allium
sativum al 50% tuvo el mayor EA contra la cepa de S.mutans (ATCC 25125) con
una media de 24 mm. La media para la cepa de S.sanguinis (ATCC 10556) es
10.7; mientras que frente a la cepa de C.albicans (ATCC 10231) se encontro la

menor actividad con una media de 10.5mm.
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Grafico N° 2

Evaluacion del Efecto Antimicrobiano del Aceite Esencial de Allium
sativum 50% (Ajos 2)
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Fuente: Propia del investigador
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Tabla N° 3

Evaluacion del Efecto Antimicrobiano del Aceite Esencial de Allium
sativum 75% (Ajos 3)

M.O. Media DS Min Max
S. mutans 28.6 2.3 23.7 32.6
Ajos3 S.sanguinis 111 1.3 8.7 13.6
C. albicans 20.6 1.4 17.9 23.1

Fuente: Propia del investigador

INTERPRETACION: En la Tabla N° 3 se puede apreciar que el AE de A.sativum al
75% tuvo el mayor EA contra la cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25125)
con una media de 28.6 mm. La media para la cepa de de C.albicans (ATCC 10231)
es 20.6 mm.. Mientras que frente a la cepa S.sanguinis (ATCC 10556) se encontrd

la menor actividad con una media de 11.1 mm.
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Grafico N° 3

Evaluacion del Efecto Antimicrobiano del Aceite Esencial de Allium
sativum 75% (Ajos 3)
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Fuente: Propia del investigador
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Tabla N° 4

Evaluacion del Efecto Antimicrobiano del Aceite Esencial de Allium
sativum 100% (Ajos 4)

M.O. Media DS Min Max
S. mutans 30.4 2.3 27.7 35.6
Ajosd S.sanguinis 11.6 1.3 9.5 13.9
C. albicans 23 1.4 20.7 26.3

Fuente: Propia del investigador

INTERPRETACION: En la Tabla N° 4 se puede apreciar que el AE de Allium
sativum al 100% tuvo el mayor EA contra la cepa de S.mutans (ATCC 25125) con
una media de 30.4 mm. La media para la cepa de C.albicans (ATCC 10231) es 23
mm. Mientras que contra S.sanguinis (ATCC 10556) se encontré la menor

actividad 11.6 mm.
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Grafico N° 4

Evaluacion del Efecto Antimicrobiano del Aceite Esencial de Allium
sativum 100% (Ajos 4)
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Fuente: Propia del investigador
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5.2. Anédlisis Inferencial

Tabla N° 5

Determinacion de la Normalidad: Prueba de Shapiro Wilk

. swilk aceiteesencialalliumsativum streptococcusmutansatcc25125
streptococcussanguinisatccl0556

Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable | Obs W \Y z Prob>z
_____________ o
aceiteesen~m | 80 0.99630 0.254 -3.004 0.99867
strept~25125 | 80 0.95480 3.103 2.481 0.00655
strept~10556 | 80 0.97641 1.619 1.056 0.14543

El valor 0.00655 al ser menor a 0.05 NO TIENE DISTRIBUCION NORMAL por lo

tanto se debe usar una prueba no paramétrica como Kruskal wallis.
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Tabla N° 6

Comparacion del Efecto Antimicrobiano del Aceite Esencial de Allium
sativum a diferentes concentraciones %

Media DS Min Max
S. mutans 224 1.1 20.6 24.9
Ajos 1 S.sanguinis 8.6 8.6 7.8 10.1
C. albicans 0 0 0 0
S. mutans 24 1.2 20.7 25.9
Ajos2 S.sanguinis 10.7 11 9.2 11.7
C. albicans 10.5 0.8 9.1 12.1
S. mutans 28.6 2.3 23.7 32.6
Ajos3 S.sanguinis 11.1 1.3 8.7 13.6
C. albicans 20.6 1.4 17.9 23.1
S. mutans 30.4 2.3 27.7 35.6
Ajosd S.sanguinis 11.6 1.3 9.5 13.9
C. albicans 23 1.4 20.7 26.3

Fuente: Propia del investigador

Estadistica inferencial (Prueba de Kruskall Wallis) p = 0.001 (p < 0.05) en todos los

grupos*
Normalidad p>0.05 (Prueba Shapiro wilk)

INTERPRETACION. Al realizar la estadistica inferencial se encontr6 que existio
diferencias estadisticamente significativas entre todas concentraciones del AE de

Allium sativum y los microorganismos evaluados; lo que quiere decir que el AE de
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Allium sativum tiene una efecto antimicrobiano demostrado frente a las cepas

microbianas en estudio.

Por lo que se puede apreciar que el AE de Allium sativum al 25 % tuvo el mayor
efecto antimicrobiano contra el S.mutans (ATCC 25175) con una media de 22.4mm.
Para el AE de Allium sativum al 50% también el S.mutans (ATCC 25175) fue
afectado mayoritariamente con una media de 24mm de halo de inhibicion. Para el
AE de A.sativum al 75%, se encontré similar efecto contra el Streptococcus
mutans (ATCC 25175) con 28.6mm. Finalmente en el AE de Allium sativum al
100%, el Streptococcus mutans (ATCC 25175) también fue afectado

prioritariamente con una media de 30.4mm.

Con respecto al Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) se puede apreciar que
el AE de Allium sativum al 25 % tuvo efecto antimicrobiano con una media de 8.6
mm. Para el AE de Allium sativum al 50% también el S.sanguinis (ATCC 10556)
fue afectado con una media de 10.7mm de halo de inhibicion. Para el AE de Allium
sativum al 75%, se encontrd similar efecto contra el S.sanguinis (ATCC 10556)
con 11.1mm. Finalmente en el AE de Allium sativum al 100%, el S.sanguinis

(ATCC 10556) también fue afectado prioritariamente con una media de 11.6mm.

Por ultimo frente a la C.albicans (ATCC 10231) se puede apreciar que el AE de
Allium sativum al 25 % no tuvo efecto antimicrobiano con una media de 0 mm.
Para el AE de Allium sativum al 50% la Candida albicans (ATCC 10231) fue
afectada con una media de 10.5 mm de halo de inhibicion. Para el AE de Allium

sativum al 75%, se encontro efecto contra la Candida albicans (ATCC 10231) con
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un 20.6 mm. Finalmente en el AE de Allium sativum al 100%, la Candida albicans

(ATCC 10231) también fue afectado prioritariamente con una media de 23 mm.

Grafico N° 5

Comparacion del Efecto Antimicrobiano del Aceite Esencial de Allium
sativum a diferentes concentraciones %
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5.3. Comprobacion de hipoétesis

Estadistica inferencial Comparativa

kwallis streptococcusmutansatcc25125, by (aceiteesencialalliumsativum)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

ettt +
| aceite~m | Obs | Rank Sum |
| === to———- Fomm e \
| 11 20 | 280.00 |
| 2 1 20 | 555.50 |

| 3 ] 20 | 1125.50 |

| 4 | 20 | 1279.00
o +
chi-squared = 61.590 with 3 d.f.
probability = 0.0001

kwallis streptococcussanguinisatccl0556, by (aceiteesencialalliumsativum)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

Fo - +
| aceite~m | Obs | Rank Sum |
=== tomm- Fommmm o \
| 11 20 | 243.00 |
| 21 20 | 871.00 |
| 31 20 | 990.00 |

chi-squared = 42.952 with 3 d.f.

probability = 0.0001



. kwallis candidaalbicansatccl0231, by (aceiteesencialalliumsativum)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

| aceite~m | Obs | Rank Sum |

\ 2 1 20 | 610.00 |
\ 3 ] 20 | 1058.50 |

\ 4 | 20 | 1361.50 |

chi-squared = 70.917 with 3 d.f.

probability = 0.0001

Estadistica inferencial (Prueba de Kruskall Wallis) p = 0.001 (p < 0.05) en todos los

grupos*

Normalidad p>0.05 (Prueba Shapiro wilk)

Al realizar la estadistica inferencial se encontr6 que existi6 diferencias
estadisticamente significativas entre los efectos antimicrobianos del AE de Allium
sativum a diferentes concentraciones y los microorganismos orales evaluados lo
que quiere decir que el AE de Allium sativum tiene un efecto antimicrobiano

demostrado.
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Por lo tanto, se acepta la hipétesis general: EI AE de Allium sativum presenta EA in
vitro sobre cepas de S.mutans (ATCC 25125), S.sanguinis (ATCC 10556) y

C.albicans (ATCC 10231)

Asimismo, se acepta las hipotesis especificas:

H1: Existe diferencias estadisticamente significativas de las diferentes

concentraciones del AE de Allium sativum sobre S.mutans (ATCC 25175)

H2: Existe diferencias estadisticamente significativas de las diferentes

concentraciones del AE de A.s sobre S.sanguinis (ATCC 10556).

H3: Existe diferencias estadisticamente significativas de las diferentes

concentraciones del AE de A.s sobre C.albicans (ATCC 10231)
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Grafico N° 6

Distribucion del Efecto Antimicrobiano del Aceite Esencial de Allium

sativum a diferentes concentraciones %
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5.3. Discusion.

Acorde a los objetivos de estudio se realiz6 la evaluacion del efecto antifangico del
AE de la planta A.s mas conocida como ajo, buscando identificar que efecto tiene
esta sobre microbios orales como lo son el S.mutans presente en los procesos
cariogénicos que se dan en la estructura dentaria; el S.sanguinis, especie
importante en la colonizacion primaria de los tejidos orales y precursor de la
formacidén del biofilm; y de la Candida albicans, especie micética responsable de la
Candidiasis oral, especialmente la psedomembranosa que es la mas frecuente y

que implica probablemente que el paciente este con inmunodepresion.

Es importante saber que todas las plantas son capaces de sintetizar los productos
que requieren para su crecimiento y desarrollo por medio de rutas metabdlicas y
estas rutas se conocen como metabolitos primarios y secundarios, los cuales a su
vez le atribuyen caracteristicas y propiedades especiales a la planta. Las plantas
medicinales a partir del metabolito primario son capaces de sintetizar los metabolitos
secundarios los cuales ejercen una accion farmacoldgica, beneficiosa o perjudicial,

sobre los organismos vivos.

Al analizar los resultados obtenidos en la presente investigacién se encontré que
existio diferencias estadisticamente significativas entre los efectos antimicrobianos
del AE de Allium sativum a diferentes concentraciones y los microorganismos

orales evaluados lo que quiere decir que el AE de Allium sativum tiene una
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actividad antimicrobiana demostrada sobre las cepas de S. mutans (ATCC 25175),

S. sanguinis (ATCC 10556) y C. albicans (ATCC 10231).

De los resultados obtenidos del efecto antimicrobiano del AE de Allium sativum
sobre la cepa de S.mutans (ATCC 25175), se puede apreciar que el aceite esencial
al 25%, 50%, 75% y 100% obtuvieron una media de 22.4 mm, 24 mm, 28.6 mmy
30.4 mm respectivamente, resultados con tendencia ascendente acorde al aumento
de concentracion de aceite esencial de ajo, similares a los obtenidos por Fani et al
(2007) ¢ en cuya investigacion encontraron halos de inhibicién e alrededor de 22 a
44 mm de diametro usando en este caso un extracto de Allium sativum. Inclusive
estos resultados son sustentados por la concentracibn minima inhibitoria del
extracto etandlico de ajo de 37.5% obtenido por Manurung L et al (2017) °° sobre
cepa de Streptococcus mutans. A su vez estos resultados difieren con los obtenidos
por Chavan et al (2010) ¢ que encontré halos de inhibicién de 12 mm y 14 mm
usando colutorios a base de extracto etandlico de ajo pero a una concentracién de
9% y 10% respectivamente, pero que sustentan la tendencia ascendente acorde al

aumento de concentracion del agente Allium sativum.

De los resultados obtenidos del efecto antimicrobiano del aceite esencial de Allium
sativum sobre la cepa de Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), se puede
apreciar que el aceite esencial al 25%, 50%, 75% y 100% obtuvieron una media de
8.6 mm, 10.7 mm, 11.1 mm y 11.6 mm respectivamente, resultados con tendencia
minimamente ascendente acorde al aumento de concentracion de aceite esencial

de ajo, pero diferentes a los resultados obtenidos por Houshmand et al (2013) 61
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que al 5%, 10%, 20% y 100% de extracto de ajo, obtuvo halos de inhibicion menores
a 10 mm de diametro para Streptococcus sanguinis, que implicaria que el aceite
esencial de ajo tiene mayor concentracion de agentes quimicos antimicrobiano que

los extractos de ajo.

Con respecto a la cepa C.albicans (ATCC 10231), de los resultados obtenidos del
efecto antimicrobiano del AE de A.s, se puede apreciar que el aceite esencial al
25%, 50%, 75% y 100% obtuvieron una media de 0 mm, 10.5 mm, 20.6 mmy 23
mm respectivamente, resultados que difieren con resultados de Lora et al (2010)°
que refiere que a partir de una concentracion de 0.5%(5000ug/ml) existe efecto
antifangico, ya que en esta investigacion se encontro dicho efecto a partir de aceite
esencial a una concentracion de 50% para este microorganismo; la diferencia se
sustentaria en el uso de ajo liofilizado en el estudio de referencia, que concentraria
mas los agentes productores del efecto antifingico. Asimismo, nuestros resultados
son similares a los obtenidos por Nirwana et al (2018)%? quienes, usando extracto
puro de ajo, encontraron que a concentraciones mayores a 20% el efecto antifiungico
aumenta sobre la Candida albicans y sustentado en sus mediciones de UFC/ml que
a concentraciones de 20%, 30% y 40%, ascendian a 162.1, 125.0 y 87.8
respectivamente; lo que es congruente con la tendencia ascendente del efecto
antifangico de nuestra investigacién. Y que anteriores investigaciones corroboran
como la de Lora et al (2010)° que estudiaron el efecto fungicida mediante
subcultivos en Agar Sabouraud a partir de los tubos que no presentaron turbidez

encontrandose que a 5000 ug/mL no desarroll6 la levadura, por lo que a mayor
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concentracion mayor efecto fungicida; lo que a su vez, esta tendencia ascendente
es compatible con el efecto antifingico de este estudio, que demostrdé con respecto

a Candida albicans que a mayor concentracion mayor es el efecto antifingico.
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CONCLUSIONES

Existe diferencias estadisticamente significativas entre los efectos
antimicrobianos del AE de A.s a diferentes concentraciones y los
microorganismos orales evaluados; por lo que el AE de A.s posee una
actividad antimicrobiana demostrada.

Existe diferencias estadisticamente significativas de las diferentes
concentraciones del AE de A.s sobre S.mutans (ATCC 25175), por lo que
tiene efecto antimicrobiano comprobado frente a este microorganismo a
todas las concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%); siendo calificada como
alto segun la escala de Duraffourd.

Existe diferencias estadisticamente significativas de las diferentes
concentraciones del AE de A.s sobre S.sanguinis (ATCC 10556), por lo que
tiene efecto antimicrobiano comprobado frente a este microorganismo a
todas las concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%); siendo calificada como
bajo segun la escala de Duraffourd.

Existe diferencias estadisticamente significativas de las diferentes
concentraciones del AE de A.s sobre Candida albicans (ATCC 10231), por
lo que tiene efecto antimicrobiano comprobado frente a este microorganismo
a concentraciones de 50%, 75% y 100%; siendo calificada como bajo para

50% y alta para 75% y 100% segun la escala de Duraffourd.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios que corroboren el efecto antimicrobiano y citotéxico del
Allium sativum, mediante pruebas cualitativas y cuantitativas, que permitan
Su uso en terapia alternativa frente a infecciones orales.

Realizar estudios para medir la eficacia antimicrobiana del A.s en otros
microbios patégenos de la cavidad oral.

Fomentar el estudio fitoquimico del Allium sativum para identificar
fehacientemente el agente responsable o0 responsables del efecto
antimicrobiano del Allium sativum y sea considerado como alternativa
terapéutica oral.

Elaborar productos de uso oral en base al Allium sativum he investigar la
eficacia antimicrobiana y efecto de citotoxicidad de los mismos buscando

alternativas terapéuticas para los procesos infecciosos de la cavidad oral.
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Anexo 2: Constancia de desarrollo de la investigacion

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA Y CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

(U RIP/RS Feuanas

Pueblo Libre, 28 de junio del 2019

CONSTANCIA DE EJECUCION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

Dra. MYRIAM OCAMPO GUABLOCHE
DIRECTORA DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

Al Sr JOSE DANIEL CHAVARRY PORTILLA, Bachiller de la Escuela Profesional de
Estomatologia, de Codigo 2012152586

Quien ha realizado la ejecucion y recoleccion de datos de la investigacion titulada:

“EVALUACION INVITRO DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL ACEITE ESENCIAL
DE ALLIUM SATIVUM (AJO) SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC
25175), STREPTOCOCCUS SANGUINIS (ATCC10556) Y CANDIDA ALBICANS (ATCC
10231)”

Demostrando responsabilidad en el desarrollo de la investigacion para la obtencion del
Titulo Profesional de Cirujano Dentista, bajo la supervision del Director Asesor Mg CD
Eloy Gamboa Alvarado y mi persona Mg Carmen Luisa Aquije Dapozzo en mi condicion

de Jefa de Laboratorio de la Facultad de Medicina Humana y Ciencias de la Salud de la
Universidad Alas Peruanas.

Se otorga la presente constancia para los fines que el interesado considere conveniente
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PERUANAS
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ANEXO 3: Ficha de Recoleccién de Datos

(AP RS Fonvanas

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

N° de Ficha:

Fecha:

Nombre del Investigador:

Microorganismo estudiado:

Observaciones:

Medio de cultivo usado:

e Agar Sangre (
o Agar Sabouraud (
e Agar TSA (

N N N

Técnica de siembra usada:

Cultivo positivo: Si( ) No( )

Agente antimicrobiano a evaluar:

Temperatura de cultivo:

Tiempo de cultivo:

Presencia de halos de inhibicion: Si( ) No( )

NUmero de halos:




Efecto Antimicrobiano del Aceite Esencial de Allium sativum

Concentracion

Presencia de

Esquema del Agente Ha_llq qlg Medida (mm)
Inhibicion
Placa 01
100% ( ) Si( ) No( )
75& () |Si( ) No( )
50% () Si( ) No( )
25% () Si( ) No( )
Placa 02
100% ( ) Si( ) No( )
75& () Si( ) No( )
50% () Si( ) No( )
25% () Si( ) No( )
Placa 03
100% ( ) Si( ) No( )
75& () Si( ) No( )
50% () Si( ) No( )
25% () Si( ) No( )
Placa 04
100% ( ) Si( ) No( )
75& () Si( ) No( )
50% () Si( ) No( )
25% () Si( ) No( )
Placa 05
100% ( ) Si( ) No( )
75& () Si( ) No( )
50% () Si( ) No( )
25% () Si( ) No( )
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ANEXO 04: MATRIZ DE CONSISTENCIA

EVALUACION INVITRO DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE
Allium sativum (AJO) SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans (ATCC25175),

Streptococcus sanguinis (ATCC10556) Y Candida albicans (ATCC 10231)

Problema

Objetivos

Hipodtesis

Variables de
estudio

Metodologia de la
investigacion

Problema General:

¢ Cual es el efecto
antimicrobiano in vitro del
aceite esencial de Allium
sativum (ajo) sobre
cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175),
Streptococcus sanguinis
(ATCC 10556) y Candida
albicans (ATCC 10231)?

Problemas especificos

. ¢ Cual es el efecto
antimicrobiano in vitro
del aceite esencial de
Allium sativum (ajo) en

diferentes
concentraciones sobre
cepa de Streptococcus

mutans (ATCC 25125)?.

. ¢ Cual es el efecto
antimicrobiano in vitro

del aceite esencial de
Allium sativum (ajo) en
diferentes
concentraciones sobre
cepa de Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556)
P

. ¢ Cudl es el efecto
antimicrobiano in vitro

del aceite esencial de
Allium sativum (ajo) en
diferentes
concentraciones sobre
cepa de Candida
albicans (ATCC 10231)?

Objetivo general
Comparar el efecto
antimicrobiano in vitro
del aceite esencial de
Allium sativum (ajo)
sobre cepas de
Streptococcus mutans
(ATCC 25125),
Streptococcus sanguinis
(ATCC 10556) y Candida
albicans (ATCC 10231)?

Objetivos especificos:

. Comparar el efecto
antimicrobiano in vitro y
determinar la existencia
de una diferencia
estadisticamente
significativa de las
diferentes
concentraciones del
aceite esencial de Allium
sativum (ajo) sobre cepa
de Streptococcus mutans
(ATCC 25125)?.

. Comparar el efecto
antimicrobiano in vitro y
determinar la existencia
de una diferencia
estadisticamente
significativa de las
diferentes
concentraciones del
aceite esencial de Allium
sativum (ajo) sobre cepa
de Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556)
2

. Comparar el efecto
antimicrobiano in vitro y
determinar la existencia
de una diferencia
estadisticamente
significativa de las
diferentes
concentraciones del
aceite esencial de Allium
sativum (ajo) sobre cepa
de Candida albicans
(ATCC 10231)?

Hipotesis General

El aceite esencial de
Allium sativum
presenta efecto
antimicrobiano in vitro
sobre cepas de
Streptococcus mutans
(ATCC 25125),
Streptococcus
sanguinis (ATCC
10556) y Candida
albicans (ATCC 10231)

Hipdtesis Especificas

H1: Existe diferencias
estadisticamente
significativa de las
diferentes
concentraciones del
aceite esencial de
Allium sativum sobre
Streptococcus mutans
(ATCC 25125)

H2: Existe diferencias
estadisticamente
significativa de las
diferentes
concentraciones del
aceite esencial de
Allium sativum sobre
Streptococcus
sanguinis (ATCC
10556).

H3: Existe diferencias
estadisticamente
significativa de las
diferentes
concentraciones del
aceite esencial de
Allium sativum sobre
Candida albicans
(ATCC 10231)

Variable
Independiente

Efecto
antimicrobiano
in vitro del
aceite esencial
de Allium
sativum.

Variable
Dependiente

Cepas
microbianas:
Streptococcus
mutans (ATCC
25125),
Streptococcus
sanguinis
(ATCC 10556)
y Candida
albicans
(ATCC 10231)

Tipo de estudio:

Experimental In vitro,
prospectivo,
transversal y
comparativo.

Muestra

Cepas cultivadas de
microorganismos
comunmente
encontrados en la
cavidad oral:
Streptococcus
mutans (ATCC
25125),
Streptococcus
sanguinis (ATCC
10556) y Candida
albicans (ATCC
10231)
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ANEXO 5: Tamano Muestral

(AP AR Feruanas

DETERMINACION DE TAMANO MUESTRAL

COMPARACION DE MEDIAS

Tamafio muestral

sampsi 24.06 28.8, sdl1(1.29) sd2(2.31) alpha(0.05) power(.80)

Estimated sample size for two-sample comparison of means

Test Ho: ml = m2, where ml is the mean in population 1

and m2 is the mean in population 2

Assumptions:
alpha = 0.0500 (two-sided)
power = 0.8000
ml = 24.06
m2 = 28.8
sdl = 1.29
sd2 = 2.31
n2/nl = 1.00

Estimated required sample sizes:

nl
n2
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ANEXO 6: Certificado de taxonomia del Allium sativum

B
{ P UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS y’ 00,
Y7 Mo da

{»\‘/‘- Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA

/m VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
) MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio del Didlogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°152-USM-2019

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (bulbo), recibida de José Daniel Chavarri Portilla; estudiante de
la Universidad Alas Peruanas; ha sido estudiada y clasificada como: Allium sativum L.;
y tiene la siguiente posicion taxonémica, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist
(1988):

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: LILIOPSIDA
SUB CLASE: LILIIDAE
ORDEN: LILIALES
FAMILIA: LILIACEAE
GENERO: Allium
ESPECIE: Allium sativum L.

Nombre vulgar: "Ajo”
Determinado por: Mg. Maria Isabel La Torre.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 08 de mayo de 2019

#2571 Mag. ASUNCION-A. CANO ECHEVARRIA
‘ DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb



ANEXO 7: Certificado de elaboracion del aceite esencial del Allium
sativum

Constancia

Por |s preseme degamos constanoa de haber realizado of proceso de destiacidn de aceite
esencial de Ajo (Alum sarvum| wsando |a thenica de arrsstre con vapor com un alambigue 2n
el taller boratorio del Inezituto de Aromateragia & pedido v on colaborscdn del backiller
CHAVARI PORTILLA JOSE DANIEL que 52 encuentra efaborando a Tesis "EVALUACON
INVITRO DEL EFECTO ANTIMICROBIAND DE AMiwm sativum (AX0) SOBRE CEPAS DE
Strepeococcus mutans (ATCC25125), Sereptococcus senguing [ATCC10856) y Condida albicons
[ATCC20231 )", Bachiler en Crujano Dentista de la UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS.

Para el proceso de destitacion se utiizd un alambigque de capacdad de L0 litros de agua
giccando 1.6 Kg. Da ajo pelado y cortada. B iempo de coccion foe de 7% minutos obteniendo
Z litros He agua floral de ajo y 2 mi. De aceite wancial d¢ #o,
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ANEXO 8: Certificado de cepa Streptococcus mutans (ATCC 25175)

O Microbiologics®

nrificaln ol AqEl 2 Linon Hsleasi
gifkcatlons "

Nacroorganism Name: Sirspiccocos mutans Feeieate mfomaea -

Catalog "mmgﬂi‘ﬁ'ﬁ Qusality Control Technalogist: Mary L Bowman
Let Mumber: Release Dats: 20185413
Reference Nambar: ATCOX 251750
Purity: Purs
Pazzage from Referenca: 2

Macroscopic Features: PR e dium:

Thvo, colany Y Tomall, fireular, doma shaped, entire edge, white nd the SBAP
Micrascophe Faslsres: Msthod:

Deaarinately i Chaing oC! 10 Gvsid cells pxzuring singly, in palrs and Gram Stain (1)

ID System: MALDLTOS (1)

Other Features! Challenges: Results
See aflached 10 System resulls docimant (1} Ctalase (¥4 Hycrogen Peroide): negasive

Lpwos Mo

Amanda Fupenas
Cheality Comirol Manages
AUTHORIZED SIGNATURE

=[Rachsrrar: Tha laal of . I numbe I I .
= s iﬂ',:',, . r appearing on Be prode label and packing sia are mendy 3 packaging s Aamben The ok sumbest diplaped on ts

:ﬂ:ﬁmnﬂm :ﬂ"ﬂmﬂm uniqes snwlronre of T card, Cranbined with The & hait sy batisn perod, may

oy Rederip the enchesed praduct inesr dor iratuciona, niended use snd tmcerdiuafcty Information.

Iredbrigusl pro-ducls sre Tageald e 10 & recopnized cultera collactizn.

BITTEPACE HATERIALFEODELEE
LLLUEFLEER

e s ¥ oo SSE g RS SV DOALES Lo Drvcte ek 0 05 RIS

(1] These ksis sre socedited 1o ISOVES 110252005,

TESTIMG CERT s2835.01
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results 'ggﬂ
Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (v+4) green
1.70 - 1.99 Low-confidence identification (+) vellow
0.00 - 1.69 (-) red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best matel is (1) a
(A)  [high-confidence idemtification in which the species is identical fo the best match. (2) a low-confidence
identification 2 which the species or genus is identical to the best march. or (3) a non-identification.
Low consistency: The sequirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best matcls is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.
(<) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sampla Name: Streptococcus mutans
Sampie Description; 0266
Sample |D: 266-26

Sample Creation DatefTime:  2018-03.0BT11:58:23 608 cs
Applied MSP Library(les): 80AL, Mycobacteris Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
( “E‘)’ P 266-26 Streptococcus mutans
Comments:
nfa
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ANEXO 9: Certificado de cepa Streptococcus Sanguinis (ATCC 10556)

0 MICFObIObQICS'

mw ncou 25175™ Realeace Date: 20740313

mmmz

Parfarvance

Macrcacopic Pestores: N

e T UL o Daial s 3360, crvre adge, whii and e SRAP

Nicrsscopic Featines: i

g cocct to ovald el ccouing singly, bn pais and Gram S (1)

D el Q®er Faxturess Chalienges: Resuits

fse hom resuts Socirment | ¢1) Cataiman (3% Mycrogen Percdde | negatve
Arrards Kupena
Quealty Cortral Manager
AUTHOMIED SICNaTUnRE

et e i o e
= W rarher mopewrng on e padect o B0 200G MR Y ey & Deaging se moeer. The for ronber Suped o0 e

S o Vet AT INC DTSR Y ST ML ST SN £ e ewivament of fu cou, conbrad iR e shen et pured, sy

£ P 13 tha 1rcionsd Dradas bvsert b dod wre snd oty e

Padivitasd e Bt ww DACHEDM 13 8 reTOg I cetase eallssiine

oL

et M RGBT SR SRS LR S 7 AT

(0 Thans Mats srs scowoted 1o IS0MEG 1020 208,

oL

TESTING CORT #2530.3%

Ommumm.mm«mmmm,mm Page 1501 Docts
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results .%.

Meaning of Score Values
Color
green
yellow
el
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation

L Tigh comslstency: The best maech is a high-confidence identification. The second. best usatcl is (1) a
(A} high-confidewce idenssficanion in which the specaes is identical 10 e best maeeh. (2) 2 low-confidence
ot in Whach the specaes or petis is idennical 10 1he best match. o (3) & nou-sdentif sice

which the penus is identical 1o the best nsaich or (2) 2 noa-ideulificotion.

(C} | No comsistency: The requiremnents for high o Jor consisiency see not et

Low conslstency: The requaessenss for high cousistency ave mof met. The best match i Ingh- or low-
(B) confidence wlentification The md-bwgnch 15 (1) 8 lugh- o Jow<confidesce idewtifhe s m

Sampio Name: Streplococcus muns
Sampie Desarpton. mes
Somple 1D o026

Sample Crestion Dale'Times 20180008711 5823 608 <4
Apphed MSP Libearg(ms) BDAL, Mycobociena Litvary (bead method), Fimmenicus Fungl Ubrary 1.0, Listeris

Ssmple Name Sampie IO Organism [best match) | Scare Value
(4} ]
(#44)(A) . ’ i
Comments:
n~a
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ANEXO 10: Certificado de cepa Candida albicans (ATCC 10231)

Q Mlcroblolog|c5“

Expuallan om 2020430
Release Infarmation:

sooememon
Microorganism Name: Candids albicans

Numbar: 0443 Quality Control Technalogist: Christing Condon
Lot Number: 443-860"* Release Date: 2018/5/30
Refersnce Number: ATCC® 10231 ™*
Purity: Pure
Passage froe Reference: 3
Performance
Macroscopic Features: Medium:
Senall 1o medivm, white, circular, converx, duf colonies. Nulrient
Microscopic Features: Method:
Gram pasive, ovoidal, budding yeast calls. Gearn Stain (1)
1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached |D System resulls document, (1) Germ Tube Test: positive
(1) Chiamydospore production: positive
Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE
"Dw-:” W(lLdNMWOMNMM4amwmnmnmapoouqngwod The lat dayed on thes

A e M S S5 A e s o e o combbrd it e s st

4 Refer 10 the enclesed prodect insart for use and te

i il e Py " ™ Mot
- s loa

L4

IRt rasa
ATCC Lcened . W?M%’S&mm g Argiaid b ] e ATGC catuog morks 40g

(1) Thesa tusts ae sccredined 19 ISOVEC 170252005

TESTING CERT #2655.01

105




Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results B%R

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+4++) green
1.70- 199 Low-confidence identification (+) yellow
0.00 - 1.69 (-) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

s

High consistency: The best match is a high-confidence tdentification. The second-best matcl is (1) a
(A)  [high-confidence identification i which the species is identical to the best matcl, (2) a low-confidence
identification i which the species or genus is identical to the best match. or (3) a non-identification.

which the genus is identical to the best match or (2) 0 non-identification

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match s a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best match 1s (1) a high- or low-confidence identification in

(C) No consistency: The requirements for high or Jow consistency are not met,

Sample Name: Candida albicans
Sample Description: 0443
Sample ID: 443-860

Sample Creation Date/Time:  2018-05-24T13:19.33.672KN
Applied MSP Library(ies). BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Flamentous Fungi Library 1.0, Listeria

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
" OA:)':;B) 443-860 Candlida albicans
Comments:

| A
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ANEXO 11: Fotos de la Investigacion

Preparacion de Medios de cultivo:

Mezcla medio de cultivo con
H20d en agitador magnético

Verificacion de fase de
Medio de cultivo

Preparacion de medio de

cultivo para autoclavado

Autoclavado de medio de
cultivo.
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Reactivaciéon de las Cepas Microbianas

e mesa de Siembra de inéculo de cepas
activacion de en medios de cultivo

5
TESISTAs

NO TocaR
3H°C

Cepas reactivadas son Incubacion de cepas
colocadas en incubadora. reactivadas
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Preparacion de Inéculo y siembra de Cepas Microbianas

Preparacion de mesa de
trabajo

Toma de colonias de cepas
reactivadas para inéculo.

Dispersion de colonias de
cepas reactivadas en CINa
0.9%

Inéculos de cepas reactivadas
a 0.5 macFarland.
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Toma de indculo de cepas con
hisopo estéril.

culo de cepas
ril.

Toma de inéculo de cepas con
hisopo estéril.

Siembra por difusion en
placas con agar Millen Hinton

110



um
nes

Efecto Antimicrobiano de Aceite Esencial de Allium sativum (Ajo)

Extraccion de micropipeta de
aceites esenciales de ajo a
diferentes concentraciones.

Colocacién de AE en discos de
papel filtro estériles.

.

Se coloca 10 pl de AE en cada
disco estéril.
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los discos
on el AE a
entraciones en
brados con las
nas

Se coloca los discos
embebidos con el AE a
diferentes concentraciones en
los medio sembrados con las
cepas microbianas

Se coloca las placas con discos
en recipiente para
anaerobiosis

Se sella herméticamente el
recipiente en anaerobiosis
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Recipiente sellado
completamente

> halos

vernier.

de

Tras la incubacién de las
placas, se procede a realizar la
medicion de halos de
inhibicion de los AE a
diferentes  concentraciones
sobre las cepas microbianas

TESISTAS
NO TOCAR
31°C

= —

Recipiente en incubadora a
37°C por 48 horas.

Toma de resultados del efecto
antimicrobiano del AE a
diferentes  concentraciones
sobre las cepas microbianas.

Se coloca 10 pl de AE en cada
disco estéril.
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