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Resumen

Se evalud la actividad antibacteriana in vitro del Camellia sinensis (té verde) y
propbleo en comparacion con la clorhexidina al 0.12%, frente al crecimiento de
cepas de Streptococcus mutans, éste estudio fue experimental in vitro, longitudinal,
prospectivo y comparativo, se coloco discos de difusion sumergidos en propoéleo al
10%, 20%, té verde al 10% y 20%, clorhexidina al 0.12% (control positivo) y agua
destilada (control negativo) en 15 placas petri, haciendo medicién de halos a las 24
y 48 horas; se aplicé las pruebas no paramétricas de Kruskal Wallis para tres grupos
independientes y la comparacion entre pares independientes, U de Mann Whitney;
para muestras independientes y se utilizd la prueba Rangos de Wilcoxon para
muestras relacionadas, fueron contrastadas a un nivel de confianza del 95% y nivel
de significancia de 5%. A las 24 horas el té verde 10% y clorhexidina obtuvo
(p<0.0001), té verde 20% y clorhexidina (p<0.05). A las 48 horas, el té verde 10%
y clorhexidina (p<0.0001); té verde 20% y clorhexidina (p<0.005). Entre las 24 y
48 horas, el té verde al 10% (p=0.063); té verde al 20% (p=0.011) y clorhexidina
(p=0.007). A las 24 horas, el propbleo 10% vy clorhexidina (p<0.0001), propdleo
20% vy clorhexidina (p=0.023). A las 48 horas, propoleo 10% y clorhexidina
(p<0.0001), propoleo 20% vy clorhexidina (p=0.022). Entre las 24 y 48 horas,
propoleo 10% (p=0.046), para propdleo al 20% (p=0.014) y clorhexidina (p=0.007).
Como conclusion la clorhexidina al 0.12% presenta mayor actividad antibacteriana
que el propdleo y el té verde, tanto a las 24 como a las 48 horas, sin embargo el
propoleo al 20% presenta mayor actividad antimicrobiana respecto al té verde al

20% y sus efectos disminuyen con el paso del tiempo.

Palabras Clave: Camellia sinensis (té verde), propolis y clorhexidina.
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Abstract

The in vitro antibacterial activity of Camellia sinensis (green tea) and propolis
compared to 0.12% chlorhexidine was evaluated against the growth of
Streptococcus mutans strains, this study was experimental in vitro, longitudinal,
prospective and comparative, discs were placed diffusion immersed in 10%
propolis, 20%, 10% and 20% green tea, 0.12% chlorhexidine (positive control) and
distilled water (negative control) in 15 petri dishes, measuring halos at 24 and 48
hours; the nonparametric tests of Kruskal Wallis were applied for three independent
groups and the comparison between independent pairs, U of Mann Whitney; for
independent samples and the Wilcoxon Ranges test for related samples was used,
they were contrasted at a confidence level of 95% and level of significance of 5%.
After 24 hours, 10% green tea and chlorhexidine obtained (p <0.0001), 20% green
tea and chlorhexidine (p <0.05). At 48 hours, 10% green tea and chlorhexidine (p
<0.0001); 20% green tea and chlorhexidine (p <0.005). Between 24 and 48 hours,
10% green tea (p = 0.063); 20% green tea (p = 0.011) and chlorhexidine (p = 0.007).
At 24 hours, propolis 10% and chlorhexidine (p <0.0001), propolis 20% and
chlorhexidine (p = 0.023). At 48 hours, propolis 10% and chlorhexidine (p
<0.0001), propolis 20% and chlorhexidine (p = 0.022). Between 24 and 48 hours,
propolis 10% (p = 0.046), for propolis at 20% (p = 0.014) and chlorhexidine (p =
0.007). In conclusion, 0.12% chlorhexidine has higher antibacterial activity than
propolis and green tea, both at 24 and 48 hours, however, 20% propolis has greater
antimicrobial activity than 20% green tea and its effects they diminish with the

passage of time.

Key words: Camellia sinensis (green tea), propolis and chlorhexidine.



l. Introduccion

Al dia de hoy se sabe que el agente causal de la caries dental es la bacteria
Streptococcus mutans, puesto que ésta al metabolizar la glucosa, libera &cido lactico
ocasionando de esta manera la desmineralizacion del esmalte, es por ello que el
presente trabajo tiene como objetivo evaluar la actividad antibacteriana in vitro del
Camellia sinensis (té verde) y propdleo en comparacién con la clorhexidina al
0.12%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans, puesto que hay
evidencia cientifica que el té verde presenta dentro de sus componentes el galato de
epigalocatequina que actua en contra del efecto de acidogenicidad y acidofilia del
Streptococcus mutans y con respecto al propoleo la inhibicion de la
glucosiltransferasa que utiliza el Streptococcus mutans para adherirse a la placa
bacteriana, puesto que este producto posee apigenina y tt farnesol, es por ello que
este trabajo pretende consolidar este aspecto tedrico al demostrar su efectividad
antibacteriana por parte de ambos productos sobre el principal agente microbiano
de la caries, para ello se plantea la siguiente hipotesis de estudio: El extracto
etandlico de Camellia sinensis (té verde) y el extracto etanodlico de propdleo
presentaria diferencias significativas en la actividad antibacteriana, frente al
crecimiento de cepas del Streptococcus mutans (ATCC 25175), en comparacion

con la clorhexidina al 0.12%.

Esta investigacion esta dividida en nueve partes; primero, la introduccion que
abarca como subtemas, el planteamiento del problema, descripcion del problema,
formulacion del problema, antecedentes, justificacion, limitaciones, objetivos e
hipétesis de la investigacion; segundo, el marco tedrico, donde se expones las bases

tedricas fundamentales de la investigacion; tercero, el método, donde se detalla el



tipo de investigacion, poblacién y muestra, asi como la operacionalizacion de las
variables, instrumentos, procedimientos y andlisis de datos; cuarto, resultados,
donde se expone mediante tablas y figuras el analisis obtenido de forma descriptiva
e inferencial; quinto, discusion de resultados, donde se compara los resultados
obtenidos, con los antecedentes relacionados directamente con esta investigacion;
sexto, conclusiones; sétimo, recomendaciones; octavo, referencias y finalmente

noveno, anexos.

1.1 Planteamiento del Problema

Las personas entre 3 y 11 afios de edad en Per( presentan un alta prevalencia de
caries ascendiendo a un 85% del total de la poblacion de nifios menores de 12 afios,
debido a una mala higiene bucal (Ministerio de salud, 2017). Siendo la higiene
bucal uno de los métodos mas efectivos e importantes en la prevencion de caries,
es que muchos profesionales de la salud estan incluyendo las propiedades
terapéuticas de la medicina tradicional en las pastas dentales y enjuagatorios
bucales, tanto asi, que en la actualidad la medicina moderna no puede prescindir de
los principios activos que ofrece la medicina tradicional tan variada con maltiples
propiedades antimicrobianas, siendo Pert, uno de los paises que mantienen sus
tradiciones de medicina complementaria, gracias a la inmensidad de los recursos
naturales que proveen su vasta y variada geografia, la importancia en la actualidad
de la medicina natural se evidencia por el alto consumo de los productos
recomendados por esta alternativa para el manejo de las enfermedades y por su alta
efectividad a bajo costo puesto que la medicina natural no procesada

farmacol6gicamente es accesible para el poblador peruano de acuerdo a su situacién



economica. Hoy en dia estudios de la Sociedad Peruana de Medicina Alternativa y
Complementaria (SPEMAC), muestran un aumento superlativo de los tratamientos
médicos alternativos y complementarios, pasando de un 33.8% en 1999 a un 42.1%
en 2006 en el Peru. (Sociedad Peruana de Medicina Alternativa y Complementaria,

2013)

Uno de los métodos mas recomendados y utilizados por la odontologia es la
prevencion, de manera que se busca dar a conocer a la poblacion que existen
productos naturales de bajo costo social, que ayudan a mantener la salud de sus
hijos, siendo la medicina natural una buena opcidn terapéutica, por ello se realizo
un estudio in vitro de analisis microbiolégico del extracto etandlico de té verde a
diferentes concentraciones y el extracto etandlico de propdleo y evaluar en ambos
la actividad antibacteriana mediante los halos de inhibicion que logran frente al
Streptococcus mutans tomando como referencia al control positivo (Clorhexidina
al 0.12%) y como control negativo al agua destilada, este estudio se realiz6 en el
laboratorio de microbiologia de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega — Facultad

de Odontologia, durante el mes de mayo y junio del 2018.

1.2 Descripcién del problema

Diversos autores como Hegde y Kamath (2017), demostraron que la clorhexidina
al 0.12% disminuye significativamente el nimero de cepas de Streptococcus
mutans en comparacion a un enjuagatorio combinado y otro enjuagatorio de té
verde. Mohan, Uloopi, Vinay y Rao (2016), demostraron que tanto el diodo laser y
el propoleo de Brasil presentan similar efectividad tanto como el 2% de
clorhexidina en la desinfeccion de cavidades, para ello se hizo un estudio

comparativo a simple ciego en forma aleatoria con grupos de 20 piezas dentarias.



Anita et al. (2015), evaluaron la efectividad antimicrobiana in vitro del extracto de
Camellia sinensis contra el Streptococcus mutans y el Lactobacillus acidophilus y
demostraron que la concentracion minima inhibitoria (MIC) del extracto de té verde
contra el Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus era de 0,2% y 0,3%
respectivamente, se encontr6 que la concentracién minima bactericida (MBC) era
de 0,8% y 0,9%, respectivamente. La zona media de inhibicion para 30 pl
conteniendo 300 ug de extracto etandlico de té verde y control contra S. mutans fue
de 18,33 mm y 14,67 mm, respectivamente y contra L. acidophilus fue de 12,67
mm y 7,33 mm, respectivamente, llegando a la conclusion de que el té verde
presenta efectividad antimicrobiana frente a las bacterias, Streptococcus mutans y
Lactobacillus acidophilus. Libério et al. (2009), analizé los estudios in vitro e in
vivo publicados entre 1978 y el afio 2008 sobre el efecto bactericida del propdleo
sobre el Streptococcus mutans, la adherencia bacteriana, la actividad
glucosiltransferasa y los indicadores de caries. Diferentes investigaciones
realizadas con extractos etanolicos de propoleo en bruto, en fracciones aisladas y
compuestos purificados mostraron una disminucién de los recuentos de colonias de
Streptococcus mutans y un efecto inhibitorio de adhesion y de la actividad de
glucosiltransferasa, que se consideran caracteristicas importantes en el desarrollo
del proceso de caries. Moreno, Martinez y Figueroa (2016), demostraron que el
propdleo brasilefio libre de flavonoides (tipo 6) presentaba efectos bacteriostaticos
contra los Streptococcus mutans e inhibié la actividad de las enzimas
glucosiltransferasas. Mayta y Sacsaquispe (2010), evaluaron la actividad
antibacteriana del propoleo al 10% y 30% y lo compar6 con clorhexidina al 0.12%
y 0.05%, listerine® y agua destilada; usé el método de Kirby-Bauer. Aplicaron un

disefio experimental con muestra de 16. Como conclusion obtuvo que el extracto



etanolico de propoleo al 30% fue mas eficaz que el Listerine® contra el
Streptococcus mutans (p<0,001). Villalba L. (2010), evalud el efecto antibacteriano
del extracto alcoholico y extracto acuoso de Camellia sinensis (té verde) a la
concentracion de 20%; 10 % ;5% ; 2.5 % ; 1.25% y 0.625 % sobre el crecimiento
bacteriano CMI (Concentraciéon minima inhibitoria ) y N° de UFC (Unidad
Formadora de Colonias) de S. mutans, cultivadas en medio Agar Mueller Hinton y
concluy6 que las concentraciones de extracto alcohélico y extracto acuoso de la
Camellia sinensis (té verde) al 5%, presentd eficacia antibacteriana
estadisticamente significativa frente al S. mutans. Es por los antecedentes antes
expuestos que se investigd el efecto antibacteriano del propdleo al 10% y 20% vy
compararlo con el té verde (Camellia sinensis) al 10% y 20%, tomando como
control positivo la clorhexidina al 0.12% Yy asi demostrar cual de los dos productos
naturales presenta mayor eficacia antibacteriana frente al Streptococcus mutans y a
la vez determinar cual es la concentracion optima para lograr un efecto similar o
superior a la clorhexidina al 0.12%, planteando asi como hipdtesis principal que el
extracto etanolico de Camellia sinensis (té verde) y el extracto etandlico de
propdleo presentaria diferencias significativas en la actividad antibacteriana frente
al crecimiento de cepas del Streptococcus mutans (ATCC 25175), en comparacion
con la clorhexidina al 0.12%, con el objetivo de evaluar la actividad antibacteriana
in vitro del Camellia sinensis (t¢ verde) y propbleo en comparacion con la
clorhexidina al 0.12%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175). Contribuyendo asi a afianzar la alternativa de uso del propdleo y el
té verde como uso del odontélogo en sus tratamiento preventivos y terapéuticos

para favorecer la salud oral.



1.3 Formulacién del Problema

- Problema General

¢Cudl es la actividad antibacteriana in vitro del Camellia sinensis (té verde)
y propdleo en comparacién a la clorhexidina al 0.12%, frente al crecimiento de

cepas del Streptococcus mutans (ATCC 25175)?

- Problemas Especificos

e ¢Cual es la actividad antibacteriana de la clorhexidina al 0.12%, a las 24 y
48 horas, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC
25175)?

e (Cual es la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Camellia
sinensis (Té verde) al 10% y 20%, a las 24 y 48 horas, frente al crecimiento
de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)?

e ¢Cudl es la actividad antibacteriana del extracto etandlico de propdleo al
10% y 20%, a las 24 y 48 horas, frente al crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175)?

o (Existira diferencias en la actividad antibacteriana, al comparar el extracto
etandlico de Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% vy la clorhexidina al
0.12%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC
25175), a las 24 horas de sembrado?

» ¢Existira diferencias en la actividad antibacteriana, al comparar el extracto
etandlico de Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% y la clorhexidina al
0.12%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC

25175), a las 48 horas de sembrado?



¢Existira diferencias en la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% Yy clorhexidina al 0.12%, frente
al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), entre las
24 y 48 horas de sembrado?

¢Existira diferencias en la actividad antibacteriana, al comparar el extracto
etandlico de propoleo al 10%, 20% y clorhexidina al 0.12%, frente al
crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), a las 24
horas de sembrado?

¢Existira diferencias en la actividad antibacteriana, al comparar el extracto
etanolico de propdleo al 10%, 20% vy la clorhexidina al 0.12%, frente al
crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), a las 48
horas de sembrado?

¢Existira diferencias en la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
propdleo al 10%, 20% y la clorhexidina al 0.12%, frente al crecimiento de
cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), entre las 24 y 48 horas de
sembrado?

¢Existira diferencias entre la actividad antibacteriana del extracto etanélico
de Camellia sinensis (Té verde) al 10% y 20% Yy el extracto etandlico de
propdleo al 10% y 20%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175), a las 24 horas de sembrado?

¢Existira diferencias entre la actividad antibacteriana del extracto etanélico
de Camellia sinensis (Té verde) al 10% y 20% Yy el extracto etandlico de
propdleo al 10% y 20%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus

mutans (ATCC 25175), a las 48 horas de sembrado?



» (Existira diferencias en la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% y propdleo al 10% y 20%, frente
al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), entre las

24 y 48 horas de sembrado?

1.4 Antecedentes

Hegde y Kamath (2017), compararon la eficacia del enjuagatorio con clorhexidina
(0.12%) y la combinacién (clorhexidina y fluoruro soédico) con el enjuague de
extracto de té verde (0.5%) para reducir el recuento de Streptococcus mutans y
Lactobacillus en nifios. La muestra estuvo conformada por 75 escolares de 8 a 12
afos con cuatro o mas indice de dientes obturados, ausentes y cariados. Se formaron
tres grupos de nifios de forma aleatoria y se les pidio que se apliguen enjuague bucal
prescrito, una vez al dia durante dos semanas despues del desayuno bajo estricta
supervision. Al inicio del estudio se tomd una muestra salival total no estimulada
(2 ml) y luego del aislamiento, posteriormente se hizo un recuento de colonias de
Streptococcus mutans y Lactobacillus. Los resultados de su estudio indican que
hubo una disminucion estadisticamente significativa en el recuento de colonias
Streptococcus mutans y Lactobacillus en los tres grupos de estudio, ésta
disminucion estadisticamente significativa en los recuentos medios de
Streptococcus mutans y Lactobacillus fue mas en el grupo de clorhexidina al 0.12%
que en el enjuagatorio combinado con enjuague bucal y el 0.5% del té verde y se
obtuvo una desviacion estdndar de 5.227, ademas no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la disminucion del recuento de colonias S. mutans

y lactobacilos entre el enjuague bucal de combinacion y el grupo de enjuague té



verde al 0.5%. Finalmente se concluy6 en su estudio que el enjuague bucal con té

verde es una excelente alternativa preventiva de la caries dental.

Mohan et al. (2016), El objetivo de su estudio fue evaluar y comparar la eficacia de
desinfeccion de cavidades, aplicando el gel de APF, el propdleo brasilefio, el laser
de diodo y el 2% de clorhexidina (CHX). Se hizo un ensayo controlado aleatorio,
simple ciego con agrupado paralelo. Ochenta molares deciduos en 68 nifios con
caries oclusal a nivel de la dentina, se dividio en cuatro grupos de forma aleatoria
(20 dientes cada uno), siendo el grupo I: gel APF; el grupo II: Propdleos; el grupo
I11: laser de diodo y el grupo 1V: 2% de CHX (control). Se prepard las cavidades
utilizando el procedimiento TRA (tratamiento restaurativo atraumatico), las
muestras de dentina se recogieron antes y después de la aplicacion del agente
desinfectante por grupo. Se realiz6 la evaluacion microbioldgica, para el recuento
total viable (TVC) en agar sangre, con respecto al Streptococcus mutans en agar
mutans sanguis (MS) y el Lactobacillus (LB) en medio de cultivo agar Rogosa. La
comparacién de muestras relacionadas (prueba de Wilcoxon) mostré reduccién
estadisticamente significativa en los recuentos de todos los grupos, y se obtuvo
como una diferencia de 42.8+-37,5 y un valor de 0.004 La prueba de U de Mann -
Whitney para comparar muestras independientes, demostré que el gel de APF tenia
una menor efectividad antibacteriana entre los agentes evaluados. Como conclusion
se demuestra que el diodo laser y el propdleo brasilefio no presentan diferencias
estadisticamente significativas, al igual que el 2% de clorhexidina en el proceso de

desinfeccion de preparaciones de la cavidad dentinaria.



Anita, et al. (2015), realizaron un estudio con el fin de evaluar la actividad
antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de Camellia sinensis sobre
Streptococcus mutans y Lactobacullus acidophilus. Se obtuvo que la concentracién
minima inhibitoria del extracto de té verde sobre Streptococcus mutans y L.
acidophilus era de 0,2% y 0,3% respectivamente, ademas se encontré que la
concentracion bactericida minima era de 0,8% y 0,9%, respectivamente. La zona
media inhibitoria para 30 pl con 300 ug de extracto etanolico de té verde y control
contra S. mutans fue de 18,33 mm y 14,67 mm, respectivamente. La zona media
inhibitoria para 30 pl con 300 ug de extracto etandlico de té verde y control contra
L. acidophilus fue de 12,67 mm y 7,33 mm, respectivamente. Como conclusion se
obtuvo que el té verde tiene actividad antibacteriana contra el Streptococcus mutans

y el Lactobacillus acidophilus.

Arévalo y Gémez (2016), realizaron un estudio respecto al té verde (Camellia
sinensis) donde realzan la accion antibacteriana de la infusion de té verde sobre
microflora salival, especialmente contra Streptococcus mutans y el Lactobacillus.
Por otro lado, destacan otros estudios respecto del té verde y otros productos
naturales sobre microorganismos periodontales y sus actividades metabdlicas que
demuestran eficacia bactericida contra la Escherichia coli, Streptococcus salivarius

y Streptococcus mutans.

Libério et al. (2009), mencionaron que el propoleo es una sustancia resinosa hecha

por las abejas y posee muchas actividades bioldgicas, y que muchos estudios han
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informado de su posible aplicacion en el control de la caries dental. Sin embargo,
la diversidad de componentes quimicos del propdleo platea un problema superlativo
en su control de calidad, y para ellos es importante destacarlo puesto que ya se usa
el propdleo como enjuagatorio o topicaciones en la cavidad oral. Por ello, se
justifica un analisis critico en forma retrospectiva de estudios realizados sobre
proplleos entre 1978 y 2008 especialmente el efecto bactericida sobre el
crecimiento de Streptococcus mutans, la adherencia bacteriana, la actividad
glucosiltransferasa. Diversas investigaciones realizadas con extractos etandlicos de
propdleo en bruto, fracciones aisladas y compuestos purificados mostraron una
disminucion en el recuento de colonias de Streptococcus mutans y ademas se
mostré una capacidad inhibitoria en la adhesion y la actividad de la enzima
glucosiltransferasa. Los datos de estudios in vivo han demostrado reducciones
estadisticamente significativas en los recuentos de colonias de Streptococcus
mutans en la saliva. Estos hallazgos indican que los componentes del propdleo son
excelentes agentes cariostaticos. Por otro lado, la variacion de los componentes
quimicos del propdleo respecto a su distribucion geografica puede plantear

inconvenientes para su uso clinico comun.

Moreno et al. (2016) demostraron que el propoleo brasilefio carente de flavonoides
(tipo 6) present6 efecto bactericida contra los Streptococcus mutans e inhibio la
actividad de las enzimas glucosiltransferasas de estas bacterias. Ademas evaluaron
la influencia del extracto etandlico de un nuevo tipo de propéleo (EEP) y su fraccion
de hexano purificada (EEH) en los Streptococcus mutans y el desarrollo de caries

dental en ratas, ademas se examiné la composicion quimica del propoleo por
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cromatografia de gases y espectrometria de masas. Los efectos de EEP y EEH en
Streptococcus mutans UA159 y Streptococcus sobrinus 6715. También se probo su
efecto sobre el protontranslocating F-ATPasa. En su estudio en animales, las ratas
fueron infectadas con S. sobrinus 6715 y alimentadas con dieta cariogénica 2000.
Las ratas fueron tratadas tépicamente dos veces al dia con cada uno de los extractos
(o control) durante 5 semanas. Después del periodo experimental, se identificé la
composicion microbiana de su placa dental y presencia de caries. Los resultados
mostraron que los acidos grasos (oleico, palmitico, linoleico y estearico) fueron los
principales compuestos identificados en EEP y EEH. Estos extractos no mostraron
efectos importantes el efecto bactericida contra los Streptococcus mutans. Sin
embargo, EEP y EEH redujeron de forma estadisticamente significativa la
formacion de acidos por parte de los Streptococcus mutans y también inhibieron su

actividad de F-ATPasa (60-65%).

Moromi et al. (2007), tuvieron como objetivo determinar, el efecto antibacteriano
in vivo de la infusion de Camellia sinensis (Té verde), como enjuagatorio al 10%;
se recolectd saliva no estimulada de 32 personas aparentemente sanas, antes del
enjuague, inmediatamente después, y luego a los 30 minutos. Se sembraron las
muestras en Agar Tripticasa Soya y Agar Mitis Salivarius Bacitracina; para luego
hacer el recuento de colonias de Streptococcus mutans por ml. La prueba “t” y
Wilcoxon, indican que existen diferencias estadisticamente significativas entre los
recuentos realizados. Por otro lado para determinar la presencia de polifenoles, en
el enjuagatorio se realizd espectrofotometria infrarroja y se observd picos de

transmitancia en longitudes de onda para los grupos oxidrilos (-OH) y anillo
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aromatico. Como conclusion se obtuvo que existe efectiva reduccion en el recuento
de microorganismos de la microflora salival y respecto al Streptococcus mutans, se
aprecia la disminucion estadisticamente significativa a los 30 minutos de recuento

de unidad formadora de colonias.

Mayta y Sacsaquispe (2010), demostraron el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de propdleo (EEP) de Oxapampa-Peru evaluando in vitro su accion
antibacteriana frente al Streptococcus mutans y Staphylococcus aureus para ello se
aplicé concentraciones de propdleo al 10% y 30% y se compar6 con la clorhexidina
0.12%, 0.05%, listerine® y agua destilada. Se evaluo la actividad antibacteriana
mediante el método de Kirby-Bauer mediante un disefio experimental in vitro
tomando como muestra 16. Se realizé la prueba t de Student para analizar los datos
recabados. Se obtuvo como resultado que el extracto etanélico de propoleo (EPP)
al 30% present6 11, 77mm +x 0,19mm de halo inhibitorio contra el Staphylococcus
aureus y con respecto al extracto etandélico del propdleo, tanto a las 24 y 48 horas,
se obtuvo diferencias estadisticamente significativas (p=0.007), ademas se
determind respecto al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans que el extracto
etandlico del propdleo al 10% y 30%, tanto 24 y 48 horas, no demostraron
diferencias estadisticamente significativas. Se lleg6 a la conclusion que el EEP al
30% obtuvo mayor efecto antibacteriano que el colutorio de Listerine® contra el
Streptococcus mutans (p<0.001), sin embargo presentd similar efectividad que la

clorhexidina al 0.05% frente al S. aureus.
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Villalba (2010), el objetivo de su estudio fue determinar el efecto antibacteriano del
extracto alcohdlico y extracto acuoso de Camellia sinensis (té verde) a la
concentracion de 20%, 10 %, 5 %, 2.5 %, 1.25% y 0.625 % sobre el crecimiento y
ndmero de colonias de S. mutans, para ello se cultivaron estas cepas en Agar
Mueller Hinton, disueltas en suero fisioldgico a uno concentracion comparable al
tubo n°® 3 de la escala de Mc Farland determinado por espectofotometria (densidad
Optica de 0.08-0.10 a 625nm equivalente a 1-2 X 108 UFC / ml ). Segun la dilucién
antes mencionada se tomo 0.6 ml para colocarlas en placas petri , luego a estas se
agreg6 15 ml del medio agar Mueller Hinton en estado liquido, se mezclaron ambas
soluciones, se deja enfriar hasta que solidifique. Luego con una pipeta de Pasteur
se realizaron dos orificios en el medio de cultivo, cada uno correspondiente a un
tercio de la placa luego en el primer pozo se colocara 0.6 ml (600 ul) de cada una
de las concentraciones (20% ,10 % , 5% , 2.5% ,1.25% Yy 0.625%) del té verde
(acuoso y alcoholico), en el segundo pozo se coloco agua destilada estéril y en el
tercio de la placa restante se colocé un disco de sensibilidad de amoxicilina. Para
procesar los resultados se hizo el anélisis de varianza de ANDEVA 95 % de
confiabilidad y la prueba de Tuckey. Los resultados indican que al comparar la
prueba de susceptibilidad bacteriana y la viabilidad celular sobre S. mutans, existe
un efecto antibacteriano de los extractos alcohdlico y acuoso de la Camellia sinensis
(té verde) al 10% y 5%, logrando mayor efectividad el extracto alcoholico, con un
CMI de 5%. Ademés esta ultima tiene una efectividad antibacteriana
estadisticamente significativa frente a aislamientos de Streptococcus mutans y
Streptococcus mitis, sin afectar el crecimiento y desarrollo de Streptococcus

salivarius.
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1.5 Justificacion de la investigacién

El té verde presenta dentro de sus componentes el galato de epigalocatequina que
actla en contra del efecto de acidogenicidad y acidofilia del Streptococcus mutans
y con respecto al propéleo la inhibicién de la glucosiltransferasa que utiliza el
Streptococcus mutans para adherirse a la placa bacteriana, puesto que este producto
posee apigenina y tt farnesol, es por ello que este trabajo justifica consolidar este
aspecto tedrico al demostrar su efectividad antibacteriana por parte de ambos
productos sobre el principal agente microbiano de la caries a saber el Streptococcus
mutans. Es por esta razon que se desarrollé este estudio para comparar la efectividad
tanto del té verde como el propdleo frente a la clorhexidina y asi demostrar qué
producto presenta mayor efecto inhibitorio sobre el Streptococcus mutans y asi
brindar una propuesta econdmica de facil alcance social para todas aquellas
personas interesadas en cuidar su salud bucal frente a la caries dental y también asi

poder disminuir el indice de caries en nuestra poblacion.

1.6 Limitaciones de la investigacion

Como limitacion de investigacion fue encontrar falta de estudios abundantes que
compare el efecto bactericida del propoleo y el té verde a diferentes
concentraciones, frente al Streptococcus mutans tomando como referencia de
control positivo a la clorhexidina al 0.12%. Otra limitacion es el tiempo de
activacion de las bacterias para poder evaluar su crecimiento en el medio de cultivo,
puesto que una vez que se activa se dispone de un maximo de 48 horas para empezar

a ejecutar el estudio experimental.
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1.7 Objetivos

- Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del Camellia sinensis (té verde) y
propoleo en comparacion con la clorhexidina al 0.12%, frente al crecimiento de

cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

- Objetivos especificos

o Determinar la actividad antibacteriana de la clorhexidina al 0.12%, a las 24 y 48
horas, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

o Determinar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Camellia
sinensis (Té verde) al 10% y 20%, a las 24 y 48 horas, frente al crecimiento de
cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

o Determinar es la actividad antibacteriana del extracto etanolico de propéleo al
10% y 20%, a las 24 y 48 horas, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175).

» Comparar laactividad antibacteriana, del extracto etandlico de Camellia sinensis
(Té verde) al 10%, 20% y la clorhexidina al 0.12%, frente al crecimiento de
cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), a las 24 horas de sembrado.

« Comparar la actividad antibacteriana, del extracto etan6lico de Camellia sinensis
(Te verde) al 10%, 20% y la clorhexidina al 0.12%, frente al crecimiento de

cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), a las 48 horas de sembrado.
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Comparar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Camellia sinensis
(Té verde) al 10%, 20% y la clorhexidina al 0.12%, frente al crecimiento de
cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), entre las 24 y 48 horas de
sembrado.

Comparar la actividad antibacteriana del extracto etanélico de propéleo al 10%,
20% y la clorhexidina al 0.12%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175), a las 24 horas de sembrado.

Comparar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de propoleo al 10%,
20% y la clorhexidina al 0.12%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175), a las 48 horas de sembrado.

Comparar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de propoleo al 10%,
20% y la clorhexidina al 0.12%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175), entre las 24 y 48 horas de sembrado.

Comparar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Camellia sinensis
(Té verde) al 10% y 20% vy el extracto etanolico de propdleo al 10% y 20%,
frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), a las 24
horas de sembrado.

Comparar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Camellia sinensis
(Té verde) al 10% y 20% vy el extracto etanolico de propdleo al 10% y 20%,
frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), a las 48
horas de sembrado.

Comparar la actividad antibacteriana del extracto etanélico de Camellia sinensis
(Té verde) al 10%, 20% y propdleo al 10% y 20%, frente al crecimiento de cepas

de Streptococcus mutans (ATCC 25175), entre las 24 y 48 horas de sembrado.
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1.8 Hipotesis

- Hipétesis General

El extracto etandlico de Camellia sinensis (té verde) y el extracto etanolico de
propdbleo presentaria diferencias significativas en la actividad antibacteriana, frente
al crecimiento de cepas del Streptococcus mutans (ATCC 25175), en comparacion

con la clorhexidina al 0.12%.

- Hipotesis Derivadas

» Presentaria actividad antibacteriana la clorhexidina al 0.12%, a las 24 y 48 horas,
frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

« Presentaria actividad antibacteriana el extracto etandlico de Camellia sinensis
(Té verde) al 10% y 20%, a las 24 y 48 horas, frente al crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175).

o Presentaria actividad antibacteriana el extracto etandlico de propoéleo al 10% y
20%, a las 24 y 48 horas, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175).

« Existiria diferencias significativas en la actividad antibacteriana, al comparar el
extracto etanolico de Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% y clorhexidina
al 0.12%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC
25175), a las 24 horas de sembrado.

« Existiria diferencias significativas en la actividad antibacteriana, al comparar el
extracto etanodlico de Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% y clorhexidina
al 0.12%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC

25175), a las 48 horas de sembrado.
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Existiria diferencias significativas en la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% Yy clorhexidina al 0.12%,
frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), entre las
24y 48 horas de sembrado.

Existiria diferencias significativas en la actividad antibacteriana, al comparar el
extracto etandlico de propdleo al 10%, 20% Yy clorhexidina al 0.12%, frente al
crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), a las 24 horas de
sembrado.

Existiria diferencias significativas en la actividad antibacteriana, al comparar el
extracto etandlico de propdleo al 10%, 20% y clorhexidina al 0.12%, frente al
crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), a las 48 horas de
sembrado.

Existiria diferencias significativas entre actividad antibacteriana del extracto
etanolico de propdleo al 10%, 20% y la clorhexidina al 0.12%, frente al
crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), entre las 24 y 48
horas de sembrado.

Existiria diferencias significativas entre la actividad antibacteriana del extracto
etanolico de Camellia sinensis (Té verde) al 10% y 20% Y el extracto etandlico
de propdleo al 10% y 20%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175), a las 24 horas de sembrado.

Existiria diferencias significativas entre la actividad antibacteriana del extracto
etanolico de Camellia sinensis (Té verde) al 10% y 20% Y el extracto etandlico
de propdleo al 10% y 20%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus

mutans (ATCC 25175), a las 48 horas de sembrado.
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« Existiria diferencias significativas entre la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% y el extracto etandlico
de propodleo al 10% y 20%, frente al crecimiento de cepas de Streptococcus

mutans (ATCC 25175), entre las 24 y 48 horas de sembrado.
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1. MARCO TEORICO

2.1 Marco Conceptual

Como se menciond antes, Hegde et al. (2017), demostraron que la clorhexidina
al 0.12% reduce significativamente el recuento de colonias de Streptococcus
mutans esto se debe a que actla blogueando los grupos acidos libres (sulfatos,
carboxilos y fosfatos) de las glucoproteinas salivales. Esto trae consecuencia una
disminucion de la adherencia proteica sobre la superficie del diente, evitando o
retardando la formacion de la pelicula adquirida. Ademas bloquea la adhesion y
coagregacion de las bacterias a la pelicula adquirida. La clorhexidina se una a las
cargas negativas que se hallan sobre la pared celular de la bacteria y de esta forma
dificulta el mecanismo de adherencia a la pelicula adquirida. Una vez que se ha
formado la pelicula adquirida, las bacterias se unen a esta a través de los iones Ca?",
formando asi la placa dentobacteriana; la clorhexidina tiene la capacidad de
desplazar el Ca?* impidiendo la adherencia y coagregacion a la biopelicula
(Negroni, 2009). Respecto al propoleo su actividad antimicrobiana es mayor contra
las bacterias gram positivas, que las gram negativas. Se sugiere que esta capacidad
se debe a la accion de flavonoides como: pinocembrina (flavonone) y galangina
(flavonoles), asi como también del fenil éster del &cido cafeico, cuyo mecanismo
de accidn se basa en la inhibicion de la RNA polimerasa bacteriana. EI mecanismo
de accion de la galangina, consiste ademas en degradar la membrana citoplasmatica
de las bacterias, lo que conduce a una pérdida de iones de potasio, provocando
autolisis de la célula. La quercetina, aumenta la permeabilidad de la membrana

celular, y disipa su potencial de accion haciendo que las bacterias pierdan su
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capacidad de movimiento, transporte de membrana y sintesis de ATP, haciéndolas
mas vulnerables al ataque inmunoldgico y potenciando a los antibiéticos, segin
Viuda, Fernandez, Ruiz y Pérez (2008). Respecto a la Camellia sinensis (té verde),
se debe precisar lo siguiente respecto a su eficacia contra el Streptococcus mutans,
se sabe que la amilasa salival o ptialina hidroliza el almidén de los alimentos en
azucares (glucosa, maltosa), los que a su vez son fermentados por enzimas
bacterianas permitiendo la produccién de acidos, el té verde inhibe dicha amilasa
salival lo que no permitiria la degradacion de la sacarosa y de esta manera los
Streptococcus mutans no podrian metabolizar la glucosa y por ende no producir
acido lactico. Y para mencionar un factor mas, que potencia su efecto
anticariogenico, es que las catequinas ECG y EGCG inhiben la enzima
glucosiltransferasa bacteriana, responsable de la sintesis de glucanos responsables

a su vez de la adherencia bacteriana a la superficie dental (Padilla, 2015).
Teorias generales sobre el tema

Factores relacionados con el huésped. Con respecto al huésped, es importante
conocer y analizar las propiedades de la saliva y el esmalte contra las bacterias

cariogénicas, especialmente del Streptococcus mutans.
Saliva

La saliva es un fluido glandular fisiolégico humano que contiene Ca?", agentes
buffer, proteinas, lisozimas, HoPOs, Ig A, F, glucoproteinas, proteoglicanos, etc. La
saliva contiene escaso ion fluoruro, pero aun asi es muy importante en el proceso
de remineralizacion ya que al unirse al cristal de hidroxiapatita que presenta el

esmalte como material inorganico, le confiere mayor resistencia al proceso
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cariogénico, por otro lado la saliva es esencial en la regulacion acido - base de la
cavidad oral ya que ésta presenta un pH muy ligeramente &cido de 6.8. En la saliva
también hay presencia de bacterias acidogenas y aciduricas que forman la placa
dentobacteriana y metabolizan carbohidratos formando rapidamente cido lactico
como producto final de su fermentacion y es asi como el pH decrece en los primeros
veinte minutos después de la ingestion de carbohidratos para incrementarse
gradualmente; se plantea que en treinta minutos debe autorregularse y tomar sus
valores normales. Para que esto Ultimo se produzca actla el sistema tampon
organico e inorganico de la saliva, que incluye proteinas, fosfatos y bicarbonato,
como éste ultimo participa mas en el proceso de regulacion del pH salival, la
disminucion de ésta Ultima provoca una caida del pH de 5.5 0 menos, siendo éste
considerado pH critico, mientras que el incremento de saliva permite la

recuperacion del pH cercano a 7 (Nufez y Garcia, 2010).
Microflora

En la boca existen 10%° bacterias entre los que destacan del género Streptococcus
son las especies mutans, salivarius, mitis, sanguis, y el Lactobacillus acidophylus,
éstas han sido relacionados con la formacién de caries dental en humanos. Para que
se pueda dar inicio a la formacion de caries dental es imprescindible que la bacteria
se adhiera al esmalte. Esta adherencia bacteriana se logra por accion de la enzima
glucosiltransferasa que sintetiza el Streptococcus mutans y que éstas interactlan
con algunas proteinas de la saliva que son adsorbidas por el esmalte dental, ésta
interaccion se produce por accion de cargas electrostaticas de las proteinas debido
a gque acttian como iones dipolares debido a su estructura quimica, de ahi que se

demuestre su propiedad anfdtera. También se ha demostrado que las bacterias se
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adhieren a la pelicula adquirida y entre si, gracias a las adhesinas que se encuentran

en su pared celular. Respecto al Streptococcus mutans, se sabe que es el agente

causal de la caries como factor bioldgico debido a las siguientes caracteristicas:

Acidogenicidad: puede fermentar los carbohidratos de la dieta para liberar
acido lactico como resultado de su fermentacion que ocurre en su citoplasma
haciendo que disminuya el pH y se descalcifique los cristales de hidroxiapatita
del esmalte dental.

Aciduricidad: tiene la capacidad de mantener el pH acido.

Acidofilia: puede resistir la acidez del medio eliminado protones al Las
enzimas bacterianas glucosiltransferasa y fructosiltransferasa (GTFy FTF), se
obtienen como resultados del polimero glucano y fructano, a partir de la
hidroélisis del almiddn y éstos glucanos le permiten a la bacteria adherirse a la
pelicula adquirida, ademés de ser una fuente de alimentacion. Las
glucosiltransferasas se clasifican en GTF-S, que producen dextrano, que se
caracteriza por uniones lineales alfa (1-6), es soluble en agua y de aspecto
globular. EI GTF-I, produce un glucano apolar y fibrilar caracterizado por
uniones alfa (1-3) y la GTF-SI, que produce los dos tipos de glucanos.
El Streptococcus mutans produce las tres clases de glucosiltransferasas es por
ello que a la GTF-1y la GTF-SI, con alto predominio alfa (1-3), se le conoce
como mutano, que por sus propiedades bioquimicas, participa en los procesos
de adherencia, coagregacion y acumulacién bacteriana en la pelicula adquirida.

(Nafez y Garcia, 2010).

Bases tedricas especializadas sobre el tema
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Té Verde

Origen. EI té verde se origina del sur de China y se hace cultivos de éste en Asia
y Africa Central. Es com(n en China el consumo del té verde y ademas éste pais es
el principal productor de ésta planta. Los tres principales tipos de té verde, el oolong

y el negro (Mayta y Sacsaquispe, 2010).

Descripcion Botanica. Arbol de 1-12 m de altura con denso follaje con un tronco
de 25 centimetros de diametro, corteza lisa, blanquecina. Ramas juveniles
grisaceas, glabras; ramulos glabros a pubescentes. Peciolo 4-8 cm, glabrescente;
lamina eliptica a oblonga, 4-14 x 1,5-7,5 m, coriacea, hipofilo verde péalido, glabro
a pubescente; epifilo verde obscuro, brillante y glabro, vena media mas o menos
prominulas en ambas superficies; venas secundarias 7-9 en cada hemilimbo, venas
reticuladas visibles en ambas caras, base cuneada a anchamente cuneada, margen
aserrado a serrulado, raro entero, apice agudo a acuminado (Keller, Delucchi y

Romero, 2011).
Nombre Comun: Té Verde.
Clasificacion Botanica

Camellia sinensis, perteneciente a la familia Theacae, del género Camellia y
especie Camellia sinensis (Libério et al., 2009). Los ingredientes activos del té
verde, principalmente son las catequinas y la cafeina, que se suelen aislar mediante
extraccion con disolventes organicos. La composicién del té varia segun el clima,
la variedad, y la edad de la hoja. El té también contiene grandes cantidades de
taninos o sustancias fendlicas (5-27%) que consisten en catequina (flavanol) y

unidades de &cido galico, siendo las del té verde mas altas que las del té negro
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(Leung y Foster, 1996). En general, las hojas de té verde fresco contienen 36% de
polifenoles, entre los cuales predominan las catequinas (Perva et al.,2006). Por lo

tanto la parte til de esta planta son las hojas (Keller et al., 2011).

Distribucién y Cuidado. Las hojas del té se pueden procesar en té Oolong
(semifermentado), el té negro fermentado y el té verde no fermentado, éste Gltimo
posee mas Catechin que los otros dos tipos. El té verde tiene propiedades

antioxidantes, antivirales y antitumorales (Anita et al., 2015).

Principales Usos Medicinales. Uso Interno; posee propiedades antioxidantes,
antimicrobianas,  antimutagénicas,  antidiabéticas, hipocolesterolémicas,
antiinflamatorias y preventivas del cancer. Lo resaltante en el campo odontoldgico
es su actividad anticariogénica que se ha demostrado tanto en experimentos
realizados en humanos y animales. Por ejemplo estudios hechos en seres humanos
adultos encontré que el enjuague con extracto de té negro se tradujo en una
reduccion significativa de pH de la placa caida y un menor indice de placa en
comparacién con el enjuague con agua sola. Los enjuagues frecuentes a corto plazo
con el té negro también inhibieron el rebrote posterior y la glucélisis de las bacterias
de la placa supragingival humana. Estudios recientes han demostrado que el galato
de epigalocatequina (EGCG), el componente monomérico antimicrobiano de las
catequinas del té (el principal componente polifendlico en el té) posee fuerte accion
antimicrobiana frente al S. mutans, particularmente su acidogenicidad y acidofilia,
que son los principales atributos para propiciar la caries dental (Xu, Zhou y Wu,

2012).

Preparacion de los extracto etanolico
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Extracto Alcohdlico: Por ejemplo para obtener té verde al 10% de concentracion se
procede a tomar 10 gr de té verde, se cubre con solucidn de alcohol al 96%, se deja
macerar por 10 dias aproximadamente, se filtra y se obtiene 10ml de extracto de té
verde que estara al 100% luego se toma 1ml y se enrazo a 10ml con agua destilada
para obtener el extracto alcohdlico a la concentracion antes mencionada (Villalba,

2010).

Propdleo

Origen: Es un producto sintetizado por las abejas dentro del panal, cuyos
componentes principales son cera y resinas recogidas de brotes o secreciones
vegetales. En estos Gltimos afios este producto natural se viene usando de manera
amplia sobre todo por su accién antimicrobiana en el campo de la medicina y la
odontologia. También se ha reportado que el propdleo posee propiedades

anticancerigenas (De Castro, Negri, Salatino y Bandeira, 2011).

Caracteristicas: El propdleo se caracteriza por tener un 55% de resinas variadas y
balsamos aromaticos, 30% de lipidos complejos de tipo ceras, un 10% de aceites
esenciales y un 5% de polen. Se han reportado alrededor de 38 flavonas, 12
derivados del acido benzoico, 14 derivados del alcohol cinamilico y el acido
cinamico, 12 componentes entre alcoholes, cetonas y fenoles, 7 terpenos, 11
esteroides, 7 azucares y 2 aminoacidos. El propoleo resulta de la adicion de las
secreciones mandibulares de las abejas a las resinas recogidas por estos insectos de
diferentes partes de las plantas. Dentro de la colmena, el propoleo es utilizado por

las abejas para alinear las paredes internas y sellar posibles aberturas para permitir
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el control térmico de la colonia y evitar la entrada de otros insectos. Las abejas
utilizan también el propéleo en el panal para embalsamar insectos muertos (Libério
et al., 2009). El prop6leo es un producto apicola resinoso y complejo, con una
variable apariencia fisica, recogido y transformado por las abejas meliferas, Apis
mellifera, desde la vegetacion que visitan. Puede ser ocre, rojo, pardo, marrén claro
o0 verde, algunos son friables y firmes, mientras que otros son gomosos Yy elasticos.
Etimologicamente significa en “defensa de la ciudad”. Se postula que diferentes
propdleos pueden presentar diferentes propiedades quimicas y farmacologicas
(Pefia, 2008). Dentro de sus multiples propiedades destaca el efecto antimicrobiano
que posee gracias a que presenta flavonoides (Tolosa y Caflizares, 2002). La
farmacodindmica del propoleo ha sido revisada recientemente por Meneses (2005),
destacando propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes y
antineoplasicas. (Viuda et al., 2008). Aunque el propdleo de por si es bien tolerado
por numerosas personas que han recibido tratamientos naturales, faltan estudios
sobre los efectos alérgicos debidos a las ceras que presenta este producto. Sin
embargo, por su accidn contra el Streptococcus mutans esta siendo investigada para
el tratamiento de las caries ya que se ha demostrado que inhiben Ila
glucosiltransferasa, enzima relacionada con la fijacion de microbios al tejido
dentario. La apigenina y tt-farnesol serian en los causantes de tal inhibicién (Pefa,

2008).

Preparacion del Propdleo

La toma de muestra de propdleo se toma por raspaje a partir de las partes superiores
de la colmena, y se coloca en bolsas oscuras de polietileno y en refrigeracion.

Respecto a la obtencion de propoleo consiste en enfriar la muestra hasta 0° C, luego
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se pesa 20 gramos, Yy se transfieren a un matraz de 250 ml y se le afiade 200 ml de
etanol de 80°, se somete a reflujo en equipo Soxhlet durante una hora, al cabo de
este tiempo se detiene y se filtra a través de papel filtro Whatman N° 40; se separa
el filtrado y el sélido residual se somete nuevamente a reflujo con 200 ml de
solvente correspondiente, el nuevo filtrado se junta con el anterior, obteniendo asi
el extracto final. Luego se transfiere a un rotavapor tipo Buchi y se mantiene en
evaporacion hasta que desaparezca el solvente. El s6lido que se obtiene se somete
a secado en estufa a 70° C durante 2 horas, obteniendo asi una concentracion al 10%

(Jara, 2016)

Streptococcus mutans

En 1924, Clarke aisl6 esta bacteria de lesiones cariosas en seres humanos. Le dio
nombre de mutans porque a veces se observaban como estreptococos y en otras
ocasiones como cocobacilos, es decir, un comportamiento pleomérfico. La
capacidad de adhesion y coagregacion de esta bacteria a la pelicula adquirida ocurre
por la produccion de glucanos solubles e insolubles utilizando las enzimas
glucosiltransferasas (GTFs), a partir de los carbohidratos presentes en la dieta.
Cuando estas metabolizan la glucosa a partir de la sacarosa hidrolizada producen
como producto de su fermentacion, por carencia de la mitocondria, el acido lactico
gue provoca la formacion de cavidades microscopicas a causa de la
desmineralizacion de os cristales de hidroxiapatita del esmalte. Son alfa y gamma
hemoliticos (cuando no hay destruccion de la hemoglobina no se forma ningun halo
y se llama gamma y si el halo es incompleto se origina un pigmento llamado
Biliverdina y aparece un halo verde transparente rodeando a la unidad formadora

de colonia, el cual se denomina beta). Todas la cepas se S. Mutans fermentan el
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manitol, inulina, sorbitol, rafinosa y esculina; algunas cepas fermentan melobiosa;
tienen pruebas negativas para ureasa, arginina, hidrolisis de hipurato. Con respecto
al aislamiento del grupo Mutans, es recomendable el uso del Agar Mitis Salivarius
adicionandole 20% de sacarosa, 0,2 U/ml Bacitracina y solucion de telurito de
potasio al 1%; ademas, este medio contiene otras sustancias inhibidoras, como azul

tripan y cristal violeta. (Gutiérrez, 2006).

Clorhexidina

Es una bisbiguanida catidnica, ademas es considerado como un excelente agente
antimicrobiano efectivo en el campo de la medicina desde 1954. El gluconato de
clorhexidina, ha demostrado presentar beneficios clinicos y microbiol6gicos es. En
el transcurso del tiempo se han venido usando diferentes tipos de concentracion de
clorhexidina como colutorios primero al 0,2% en Europa y posteriormente en
Estados Unidos al 0.12%; estas concentraciones de 0,2% y 0,12% son los mas
usados en el campo de la odontologia. La clorhexidina se ha estudiado en
numerosos tipos de ensayos controlados y no se detectdé ningun indicio de
resistencia bacteriana a este producto. Ya se ha demostrado la efectividad del
gluconato de clorhexidina al 0,12% en colutorios, sin embargo no es aconsejable
enjuagarse con agua inmediatamente después de usarlo, ya que puede disminuir su

poder bactericida. (Negroni, 2009).
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1. Método

3.1 Tipo de investigacion

Experimental in vitro, longitudinal, prospectivo, comparativo y de
nivel aplicativo (Hernandez, Ferndndez y Baptista, 2014).
3.2 Poblacion y muestra
Se determiné a partir de un estudio piloto con 5 muestras por grupo obteniendo

los siguientes resultados:

mm. (milimetros del halo de inhibicion)

Agua 24 0 0 0 0
destilada o Horas

control 48 0 0 0 0
negativo .

Camellia 24 5 5 5 6
sinensis al Horas

10% 48 5 5 4 6
Horas

Camellia £ 24 6 6 6 7
sinensis al 5 Horas

20% E 48 5 5 5 6
a Horas

Propleoal g 24 5 7 7 6
10% g_ Horas

o 48 5 6 6 5
7 Horas

Propdleo al 24 7 7 6 6
20% Horas

48 7 6 6 6
Horas

Clorhexidina 24 10 11 9 10
al 0.12% o Horas

control 48 9 10 9 10
positivo Horas

Obteniendo:
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S1=0.71 (desviacion estandar del grupo prueba)

S = 0.89 (desviacion estandar del grupo control)

d = 0.5 (Se asume 0.5 mm de diferencia entre grupo control y prueba)

Z,: 1.96 (coeficiente de confianza)

Zg: 0.84 (coeficiente de potencia)

La férmula que se aplicd es la siguiente, de acuerdo al tipo de estudio y

reemplazando los valores de acuerdo a lo obtenido en el estudio piloto.

_(Zy+ Zﬁ)z* (51° +5,7)
n= 7z

Obteniendo n = 14.77; donde minimo se puede admitir 15 por grupo de prueba.

n=15

Criterios de seleccion: Como criterios de inclusion se consideré a las cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175), activadas y como criterio de exclusion se

excluyo a cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), no activadas.

3.3 Operacionalizacion de variables
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Nivel de Escala de

Dimension Instrum

Variable medicion | medicion | Indicador
entos

Independiente
Extracto
etanolico de Concentraci Difusion en Discos
Camellia onal 10% vy |Cualitativa | Nominal |agar Mueller —|de
sinensis (té 20% Hinton. difusién
verde).
Independiente
Extracto Concentraci Difusion en Discos
etandlicode |[d6nal 10% y |Cualitativa | Nominal |agar Mueller —|de
propoleo. 20% Hinton. difusion
Independiente Difusion en Discos

Concentraci
Clorhexidina Cualitativa | Nominal |agar Mueller —| de

6n de 0.12%

Hinton. difusién

33




Dependiente

Actividad Pie de
Medida del
antibacteriana Reyy
Halos de Cuantitativ halo de
contra el Continua regla
inhibicion | a/ Raz6n inhibicion en
Streptococcus milimetr
milimetros.
mutans ada.
(ATCC 25175)
Variable
24 horas Cuantitativ
Interviniente Continua |Horas Croném
48 horas o/razdn
Tiempo etro

3.4 Instrumentos

El instrumento de recoleccion de datos para este estudio, es un registro de datos

visual, no constituye un constructo con la finalidad de medir una variable y por lo

tanto no necesita de validacion. Ademas esta tomada de Manual de procedimientos

para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de disco por difusion.

Instituto Nacional de Salud (INS), 2002 (Ver anexo 2)

- Pie de rey: Los halos de inhibicién se midieron con este instrumento, el cual

dispone de dos puntas para el control de las mediciones de centro a extremo.

34




- Regla milimetrada estandar: Se utilizé una regla de precision fabricada en acero
inoxidable con graduacion de 0,5 mm desde 0 mm hasta una longitud maxima de

150 mm.

3.5 Procedimientos

La obtencion del Te Verde

Las hojas secas de Camellia sinensis fueron adquiridas en forma del producto
comercial Té verde “China Green Tea” (Jemple of Heaven), tipo granel por 500gr.
la cual se utilizé 75 gr. que contienen un 100% hojas de Té verde. Las hojas del té
verde es muy oscuro en forma de pelotitas pequefias que parecen polvora, el cual
se procedio a entregar el producto a un quimico farmacéutico acreditado con mas
10 afios de experiencia para que pueda obtener la concentracion necesaria de

acuerdo a los objetivos planteados.

Obtencion de principios activos

Técnica de maceracion alcohdlica: En un envase de vidrio estéril de 4 litros de
capacidad se colocé ¥2 kg de Camellia sinensis y se secaron las hojas del té verde
molida en una estufa por 24 horas a 60°C, seguidamente se agreg6 solucién de
alcohol etilico al 96% hasta cubrir completamente las hojas preparadas del
producto. Luego se agitd el frasco de 3 a 4 veces por 24 horas, siendo el tiempo de
maceracion 7 dias. Después de ello, se procedio a hacer el proceso de filtracion con
la ayuda de una membrana estéril. Para evaporar el alcohol de lo que se filtré se
utilizé un Buche de Rotavapor V-805 a 270 mbar de presidn con una temperatura
de 40°C ya 100 revoluciones por minuto, obteniéndose de esta manera el principio

activo del producto natural. Luego se le agregd agua quimicamente pura para
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obtener las concentraciones deseadas al 10% y 20% del extracto etandlico del Té

verde.

Disolucion del medio de cultivo deshidratado

Se utilizd una etiqueta en los envase para las cantidades y volimenes requeridos.
Se adquirid el agar Mueller Hinton ya preparado en estado gelificado y se procedio
a poner en bafio maria hasta lograr la disolucion coloidal a medio liquido y luego
se procedio a hacer el vaciado en las placas petri estériles hasta esperar nuevamente
que se gelifique al enfriarse en un periodo de 30 minutos, acto seguido se hizo el
sembrado de cepas bacterianas de Streptococcus mutans activados y luego se coloco

en la incubadora a 37 grados centigrados.

Procedimiento microbioldgico

El cultivo de las cepas se realizO en el laboratorio de microbiologia de la
Universidad Inca Garcilaso de la Vega, por el investigador; por otro lado, antes de
realizar el cultivo de las cepas, estas fueron reactivadas debido a que se encontraron
a -80°C, para lo cual se sometieron a dos pasos de reactivacion a las 24 y 48 horas
antes del experimento y fueron colocados a 37°C. Posteriormente se realizé el

sembrado selectivo mediante la técnica de hisopado.

Sembrado del microorganismo

Se esterilizé un asa de siembra por flameado en la Ilama de un mechero, luego se
introdujo en la suspension bacteriana para hacer el sembrado mediante estriaciones
sobre la superficie del Agar Mueller Hinton, en una placa Petri, luego se volvié a

esterilizar el asa, se toco en la zona de la placa ya sembrada y se hizo un segundo
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grupo de estrias en una region nueva de la placa. Repetir el proceso una tercera y

una cuarta vez, luego se procede a colocar en la incubadora.

Medicion de los halos

Luego de ser sembrado se rotul6 de acuerdo al tipo de tratamiento empleado por
cuadrante, dividiéndose cada placa petri en 6 partes para proceder a colocar un disco
de papel embebida en la sustancia a experimentar y colocada en el centro de cada
porcion, para que finalmente se lleve a la incubadora en un ambiente de 37°C en
ausencia de oxigeno (idoneo para el crecimiento de los microorganismos). Los
microorganismos crecen alrededor de la difusion bactericida de los discos,
formando asi halos de inhibicién, dependiendo de la sensibilidad de la bacteria.
Luego se midio el diametro del halo (expresado en milimetro) y se anoto en la ficha

de recoleccion de datos.

3.6 Andlisis de datos

Se elaboro6 una base de datos en una hoja de calculo Microsoft Excel 2016, luego
se importd por el paquete estadistico SPSS version 24.0, donde los datos se
analizaron para responder las preguntas formuladas en esta investigacion. Los datos
resumidos fueron presentados en tablas de clasificacion consignando los valores
descriptivos utilizados. También se utilizaron gréaficos de cajas y bigotes para
representar la distribucion de los datos. Para el contraste de hipétesis de diferencia;
se aplico las pruebas no paramétricas de Kruskal - Wallis para tres grupos
independientes mientras que para la comparacion entre pares independientes se
aplico el test U de Mann Whitney para muestras independientes. Para comparar la

variable entre tiempo de 24 y 48 horas se utilizo la prueba Rangos de Wilcoxon
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para muestras relacionadas. Las pruebas no paramétricas fueron utilizadas ya que
lo datos obtenidos no presentaron distribucion normal (ver anexo 1). Para realizar
el contraste de hipotesis de diferencia entre todos los grupos, se realizaron
comparaciones multiples utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal - Wallis
para muestras independientes. Todas las pruebas estadisticas fueron contrastadas a

un nivel de confianza del 95% y nivel de significancia de 5%, con error tipo |.

3.7 Consideraciones éticas

La presente investigacion, no requirié de consentimiento informado puesto que es
un estudio in vitro y no se trabajo con humanos, ni animales; sin embargo hay que
mencionar que el presente trabajo de investigacion no guarda ningin conflicto de

interés, respecto al autor.
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V. Resultados

4.1. Contrastacion de Hipdtesis

Tabla 1

Actividad antibacteriana de la clorhexidina al 0.12%, a las 24 y 48 horas.

Clorhexidina IC 95%
Media Mediana DE Minimo Maximo
0.12% .
Li Ls
24 horas 10.64 10.02 11.26 10.00 .924 10 12
48 horas 9.82 9.31 10.32 10.00 751 9 11
12,0 —
11,57
o 11,0
©
3
£
£ 1054
s
°
[
T 10,0
=
9,0
| I
24 horas 48 horas

Figura 1. Actividad antibacteriana de la clorhexidina al 0.12%, a las 24 y 48 horas.
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Tabla 2

Actividad antibacteriana del extracto etanélico de Camellia sinensis (Té verde) al
10%y 20% a las 24 y 48 horas.

. IC 95%
Cont?entracmn Tiempo Media Mediana DE Minimo Maximo
té verde Li Ls
24h 5.64 5.30 5.98 6.00 505 5 6
10%
48h 5.09 4.53 5.65 5.00 831 4 6
24h 6.82 6.16 7.48 7.00 .982 5 8
20%
48h 6.09 5.62 6.56 6.00 701 5 7
o Tiempo
W24 horas
148 horas

Halo de inhibicion
T

10%

Concentracion te verde

o

|
20%

Figura 2. Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Camellia sinensis (Té
verde) al 10% y 20% a las 24 y 48 horas.
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Tabla 3

Actividad antibacteriana del extracto etandlico de propdleo al 10% y 20%, a las

24y 48 horas.

. IC 95%
Concentlracmn Tiempo Media Mediana DE Minimo  Méaximo
propoéleo Li Ls
24h 6.18 5.52 6.84 6.00 .982 5 8
10%
48h 5.82 5.23 6.41 6.00 874 5 7
24h 8.36 7.50 9.23 9.00 1.286 6 10
20%
48h 7.82 7.23 8.41 8.00 874 6 9
10— Tiempo
B 24 horas
48 horas
e o
=
2
L2 B
2
=
£
@
=
L 74
[
T
5 = o]
-
| I
10% 20%

Concentracion

Figura 3. Actividad antibacteriana del extracto etandlico de propoleo al 10% y

20%, a las 24 y 48 horas.
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Tabla 4

Comparacion de la actividad antibacteriana, del extracto etanélico de Camellia

sinensis (Té verde) al 10%, 20% y clorhexidina al 0.12%, a las 24 horas de

sembrado.

1C 95% 1vs2 1vs3 2vs3
Grupos Media Mediana DE  p-valor?

Li Ls p-valor?
Té verde
10% (1) 5.64 5.30 5.98 6.00 .505
Té verde

6.82 6.16 7.48 7.00 .982

20% (2) 0.000* 0.091 0.000* 0.009**
Clorhexidina 1564 1902 1126 1000 924

0.12% (3)

aBasado el test Kruskall Wallis para muestras independientes; *Significativo (p<0.0001); **p<0.05;

DE: desviacion estandar.

12,00

10,00

Halo

8,00 T

6,00 l

4007 J—

I
Te verde 10%

T
Te verde 20%

|
Clorhexidina

Figura 4. Comparacion de la actividad antibacteriana, del extracto etandlico de
Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% Yy clorhexidina al 0.12%; a las 24 horas

de sembrado.
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Tabla 5
Comparacion de la actividad antibacteriana, del extracto etanélico de Camellia

sinensis (Té verde) al 10%, 20% y clorhexidina al 0.12%, a las 48 horas de

sembrado.
1IC95% _ L 1w 2ws3
Grupos Media Mediana DE  p-valor?
Li Ls p-valor?

Té verde 5.09 4.53 5.65 5.00 .831
10% (1)
Té verde 6.09 5.62 6.56 6.00 701
20% (2) 0.000* 0.926 0.000* 0.001**

Clorhexidina 9.82 931 1032 1000  .751
0.12% (3)

2Basado el test Kruskall Wallis para muestras independientes; *Significativo (p<0.0001);

**p<0.005; DE: desviacion estandar

Halo de inhibicion
i

57 o

T T T
Te verde 10% Te verde 20% Clorhexidina

Figura 5. Comparacion de la actividad antibacteriana, del extracto etandlico de
Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% Yy clorhexidina al 0.12%; a las 48 horas
de sembrado.
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Tabla 6

Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Camellia sinensis (Té verde) al
10%, 20% y clorhexidina al 0.12%, entre las 24 y 48 horas de sembrado.

. . 1C 95% )
Grupos Tiempo  Media Ui . Mediana DE p-valor?
1 S
24h 5.64 5.30 5.98 6.00 505
Té verde 10% 0.063
48h 5.09 4.53 5.65 5.00 .831
24h 6.82 6.16 7.48 7.00 .982
Té verde 20% 0.011~*
48h 6.09 5.62 6.56 6.00 701
24h 10.64 10.02 11.26 10.00 .924
Clorhexidina -
0.12% 0.007
48h 9.82 9.31 10.32 10.00 751

4Basado en el test rangos de Wilcoxon, Diferencias significativas *p<0.05; **p<0.01; DE:

desviacion estandar

12,00

10,00

5,00

hale de inhibicion

5,00

4,00

!

Te verde 10%

T
Te verde 20% Clorhexidina

0.12%

Tiempo

24 horas
[H 48 horas

Figura 6. Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Camellia sinensis (Té
verde) al 10%, 20% y clorhexidina al 0.12%, entre las 24 y 48 horas de sembrado.
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Tabla 7
Comparacion de la actividad antibacteriana del extracto etanélico de propoleo al
10%, 20% y clorhexidina al 0.12%, a las 24 horas de sembrado.

) IC 95% ) lvs2 1vs3 2vs3
Grupos Media Mediana DE  p-valor?
Li Ls p-valor?
Propdleo 6.18 5.52 6.84 6.00 .982
10% (1)
Propéleo 8.36 7.50 9.23 9.00 1.286
20% (2) 0.000* 0.06  0.000* 0.023**

Clorhexidina 10.64 10.02 11.26  10.00  .924
0.12% (3)

aBasado el test Kruskall Wallis para muestras independientes; *Significativo (p<0.0001); **p<0.05;

DE: desviacion estandar.

12,00 T

10,00 —"
8,007 —"

6,00

Halo de inhibicion

il

I I
Propoleo 10% Propoleo 20% Clorhexidina 0.12%

Figura 7. Comparacion de la actividad antibacteriana del extracto etanolico de
propdleo al 10%, 20% y clorhexidina al 0.12%, a las 24 horas de sembrado.
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Tabla 8
Comparacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de propdleo al
10%, 20% y clorhexidina al 0.12%, a las 48 horas de sembrado.

) IC 95% ] lvs2 1vs3 2vs3
Grupos Media Mediana DE  p-valor?
Li Ls p-valor?
Propdleo 5.82 5.23 6.41 6.00 874
10% (1)
Propdleo 7.82 7.23 8.41 8.00 874
20% (2) 0.000*  0.042* 0.000* 0.022**

Clorhexidina 9.82 931 10.32 1000  .751
0.12% (3)

aBasado el test Kruskall Wallis para muestras independientes; *Significativo (p<0.0001); **p<0.05;

DE: desviacion estandar.

11,00

10,00

9,005 [s]

8,00

7,00 J_

Halo de inhibicién

6,007 Q

5,00

| T |
Propoleo 10% Propoleo 20% Clorhexidina 0.12%

Figura 8. Comparacion de la actividad antibacteriana del extracto etanolico de
propdleo al 10%, 20% Yy clorhexidina al 0.12%, a las 48 horas de sembrado.
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Tabla 9
Comparacion la actividad antibacteriana del extracto etandlico de propoéleo al
10%, 20% y clorhexidina al 0.12%, entre las 24 y 48 horas de sembrado.

) ) IC 95% )
Grupos Tiempo  Media Ui . Mediana DE p-valor?
1 S
24h 6.18 5.52 6.84 6.00 .982
Propdleo 10% 0.046*
5.82 5.23 6.41 6.00 874
48h
24h 8.36 7.50 9.23 9.00 1.286
o 9 0.014*
Propoleo 20% 7.82 7.23 8.41 8.00 874
48h
24h 10.64 10.02 11.26 10.00 .924
Clorhexidina -
0.12% 0.007
48h 9.82 9.31 10.32 10.00 751

8Basado en el test rangos de Wilcoxon, diferencias significativas *p<0.05; **p<0.01; DE: desviacion

estandar
12,00 Tiempo
24 horas
[ 48 horas
10,00
| =
o
L2
= o
2
£
L 1)
= 500
o
[
I T
6,00 i i o

1 T T
Propoleo 10% Propoleo 20% Clorhexidina
0.12%

Figura 9. Comparacion la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
propdleo al 10%, 20% y clorhexidina al 0.12%, entre las 24 y 48 horas de sembrado.
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Tabla 10
Comparacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Camellia
sinensis (Té verde) al 10%Yy 20% y el extracto etandlico de propoleo al 10% Yy 20%,

a las 24 horas de sembrado.

lvs2 1vs3 1vs4 2vs3 2vsd4d 3vs4
Grupos Media Mediana p-valor?

p-valor?
Téverde 5.64 6.00
10% (1)
Téverde 6.82 7.00
20% (2)
0.000** 0.091 0.437 0.000** 1.000 0.013* 0.06
Propdleo  6.18 6.00
10% (3)
Propéleo  8.36 9.00
20% (4)

4Basado el test Kruskall Wallis para muestras independientes; **Significativo (p<0.0001); *p<0.05;

DE: desviacion estandar.

10,00 —"

9,00

7,00
6,00

5,00 J~ l
4,00 J—

I I I I
Teverde 10%  Te verde 20%  Propoleo 10%  Propoleo 20%
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Figura 10. Comparacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Camellia sinensis (Té verde) al 10% y 20% vy el extracto etanolico de propoleo al
10% y 20%, a las 24 horas de sembrado.
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Tabla 11
Comparacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Camellia
sinensis (Té verde) al 10%Yy 20% y el extracto etandlico de propoleo al 10% Yy 20%,

a las 48 horas de sembrado.

1vs2 1vs3 1vs4 2vs3 2vs4 3vsd
Grupos Media Mediana p-valor?

p-valor?
Téverde 5.09 5.00
10% (1)
Téverde 6.09 6.00
20% (2)
0.000** 0.926 1.000 0.000** 1.000 0.011* 0.042*
Propdleo  5.82 6.00
10% (3)
Propéleo  7.82 8.00
20% (4)

4Basado el test Kruskall Wallis para muestras independientes; **Significativo (p<0.0001); *p<0.05;

DE: desviacion estandar.
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Figura 11. Comparacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Camellia sinensis (Té verde) al 10% y 20% Y el extracto etanolico de propdleo al
10% y 20%, a las 48 horas de sembrado.
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Tabla 12

Comparacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Camellia

sinensis (Té verde) al 10%, 20% y propdleo al 10% y 20%, entre las 24 y 48 horas

de sembrado.

_ _ IC 95% _
Grupos Tiempo  Media L . Mediana DE p-valor?
| S
24h 5.64 5.30 5.98 6.00 505
Té verde 10% 0.063
5.09 4,53 5.65 5.00 .831
48h
24h 6.82 6.16 7.48 7.00 982
Té verde 20% 0.011*
6.09 5.62 6.56 6.00 701
48h
24h 6.18 5.52 6.84 6.00 .982
Propoéleo 10% 0.046*
5.82 5.23 6.41 6.00 874
48h
24h 8.36 7.50 9.23 9.00 1.286
Propoleo 20% ssh 7.82 7.23 8.41 8.00 874 0.014*

4Basado en el test rangos de Wilcoxon, diferencias significativas *p<0.05; p<0.01; DE:

desviacion estandar
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Figura 12. Comparacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% y propdleo al 10% y 20%, entre las 24 'y

48 horas de sembrado.
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4.2. Andlisis e interpretacion

Analisis descriptivo

La tabla 1 muestra los valores descriptivos para didametro del halo inhibitorio del
grupo clorhexidina al 0.12%, que a las 24 horas, se observo un halo de inhibicién
(10.64 mm % 0.924 mm) con una mediana de 10 mm, levemente menor que lo
observado a las 48 horas donde el halo de inhibicion fue (9.82 mm + 0.751 mm)

con una mediana de 10 mm.

Al evaluar la actividad antibacteriana del extracto etanolico de Camellia sinensis,
con una concentracion del 10% se hallaron similares valores a las 24 horas de
5.64mmz=0.505mm con una mediana de 6 mm de halo de inhibicién y a las 48 horas
con valores de 5.09 mm + 0.831 mm, con una mediana de 5 mm. Para una
concentracion del 20% aumento el halo de inhibicion, que a las 24 horas presento
valores de 6.82 mm £ 0.982 mm con una mediana de 7 mm, mientras que a las 48
horas, los valores disminuyeron ligeramente a 6.09 mm + 0.701 mm con mediana

de 6mm. (Tabla 2).

De igual forma, la actividad antibacteriana del prop6leo con una concentracion del
10% se hall6 valores a las 24 horas de 6.18 mm + 0.982 mm con una mediana de 6
mm de halo de inhibicion y a las 48 horas con valores de 5.82 mm +£0.874 mm, con
una mediana de 6 mm. Para la concentracion del 20% aumento el halo de inhibicion,
que a las 24 horas presento valores de 8.36 mm + 1.286 mm con una mediana de 9
mm, mientras que a las 48 horas, los valores disminuyeron ligeramente a 7.82 mm

+ 0.874 mm con mediana de 8mm. (Tabla 3).
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Anadlisis inferencial

Comparaciones multiples de la actividad antibacteriana entre el extracto etanolico
de Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% y clorhexidina al 0.12%; sobre el
crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), a las 24 horas.
Hipotesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre los grupos

evaluados

H1: Existen diferencias del didametro del halo inhibitorio entre al menos dos grupos

evaluados

Al realizar las comparaciones entre grupos, se observa que las diferencias halladas
son estadisticamente muy significativas entre té verde 10% y clorhexidina 0.12%
(p<0.0001), en el caso del té verde 20% vy clorhexidina 0.12% las diferencias
estadisticas son significativas (p<0.05). No se hallaron diferencias estadisticamente

significativas entre ambas concentraciones de té verde (p>0.05). (Tabla 4).

Comparaciones multiples de la actividad antibacteriana entre Camellia sinensis (té
verde) al 10%, 20% vy clorhexidina al 0.12%, sobre el crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175), a las 48 horas.

Hipotesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre los grupos

evaluados
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H1: Existen diferencias del didmetro del halo inhibitorio entre al menos dos grupos

evaluados

Al realizar las comparaciones entre grupos, se observa que las diferencias halladas
son estadisticamente muy significativas entre té verde 10% y clorhexidina 0.12%
(p<0.0001), asi como entre el té verde 20% y clorhexidina 0,12% (p<0.005). No se
hallaron diferencias estadisticamente significativas entre ambas concentraciones de

té verde (p>0.05). (Tabla 5).

Comparaciones multiples de la actividad antibacteriana entre Camellia sinensis (té
verde) al 10%, 20% vy clorhexidina al 0.12%, sobre el crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175), entre las 24 y 48 horas.

Hipdtesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre los grupos

evaluados.

H1: Existen diferencias del didmetro del halo inhibitorio entre los grupos evaluados

Para el té verde al 10%, no se hallaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0.063). Para la concentracion de té verde al 20% se hall6 diferencias
estadisticamente significativas entre las 24 y 48 horas (p=0.011). En cuanto a la
clorhexidina 0.12% hubo un cambio significativo entre las 24 y 48 horas (p=0.007).

(Tabla 6).
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Comparaciones multiples de la actividad antibacteriana entre el extracto etanolico
de propoleo al 10%, 20% y clorhexidina al 0.12%; sobre el crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175), a las 24 horas.

Hipotesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre grupos evaluados

H1: Existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre al menos dos grupos

evaluados

Al realizar las comparaciones entre grupos, a las 24 horas, se observa que entre el
grupo propoleo 10% y clorhexidina 0.12% las diferencias estadisticas halladas son
altamente significativas (p<0.0001), y en el caso del propdleo al 20% vy la
clorhexidina al 0.12% las diferencias son estadisticamente significativas (p=0.023).

(Tabla 7).

Comparaciones multiples de la actividad antibacteriana entre el extracto etanélico
de propoleo al 10%, 20% y clorhexidina al 0.12%; sobre el crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175), a las 48 horas.

Hipotesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre grupos evaluados

H1: Existen diferencias del didmetro del halo inhibitorio entre al menos dos grupos

evaluados

Al realizar las comparaciones entre grupos, a las 48 horas, se observa que entre el
grupo propoleo 10% y clorhexidina 0.12% las diferencias estadisticas halladas son
altamente significativas (p<0.0001), y en el caso del propdleo 20% y clorhexidina
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las diferencias son estadisticamente significativas (p=0.022). Ademas entre las
concentraciones de propéleo las diferencias son estadisticamente significativas

(p=0.042). (Tabla 8).

Comparaciones multiples de la actividad antibacteriana entre extracto etanolico de
propdleo al 10%, 20% y clorhexidina al 0.12%, sobre el crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175), entre las 24 y 48 horas.

Hipdtesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del didmetro del halo inhibitorio entre los grupos

evaluados

H1: Existen diferencias del didmetro del halo inhibitorio entre los grupos evaluados

Para el propoleo al 10%, se hallaron diferencias estadisticamente significativas
entre las 24 y 48 horas (p=0.046). Para la concentracion del propéleo al 20% se
hall6 diferencias estadisticamente significativas entre las 24 y 48 horas (p=0.014).
En cuanto a la clorhexidina al 0.12% hubo un cambio estadisticamente muy

significativo entre las 24 y 48 horas (p=0.007). (Tabla 9).

Comparaciones multiples de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Camellia sinensis (Té verde) al 10% y 20% y el extracto etandlico de propodleo al
10% y 20%, sobre el crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175),

a las 24 horas.

Hipotesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del didmetro del halo inhibitorio entre grupos evaluados
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H1: Existen diferencias del didmetro del halo inhibitorio entre al menos dos grupos

evaluados

Al realizar las comparaciones entre grupos, se observa que las diferencias halladas
son altamente significativas entre el grupo té verde 10% y propdleo 20%
(p<0.0001). No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre
concentraciones del té verde (p=0.091) y de igual manera entre concentraciones del

propdleo (p=0.06) a las 24 horas. (Tabla 10).

Comparaciones multiples de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Camellia sinensis (Té verde) al 10% y 20% y el extracto etandlico de propo6leo al
10% y 20%, sobre el crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175),

a las 48 horas.

Hipdtesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del diametro del halo inhibitorio entre grupos evaluados

H1: Existen diferencias del didametro del halo inhibitorio entre al menos dos grupos

evaluados

Al realizar las comparaciones entre grupos, se observa que las diferencias halladas
son altamente significativas entre el grupo té verde 10% y propéleo 20%
(p<0.0001). Asi mismo, se hallaron diferencias significativas entre té verde al 20%
y propdleo 20% (p=0.011) y significativas entre concentraciones del propdleo

(p=0.042) a las 48 horas. (Tabla 11).
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Comparaciones multiples de la actividad antibacteriana del extracto etanolico de
Camellia sinensis (Té verde) al 10%, 20% y prop6leo al 10% y 20%, sobre el
crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), entre las 24 y 48
horas.

Hipotesis estadisticas

Ho: No existen diferencias del didmetro del halo inhibitorio entre los grupos

evaluados

H1: Existen diferencias del didmetro del halo inhibitorio entre los grupos evaluados.

Para el té verde al 10%, no se hallaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0.063). Para la concentracion de té verde al 20% se hallé diferencias

significativas entre las 24 y 48 horas (p=0.011)

Para el propoleo al 10%, se hallaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0.046). Para la concentracion del propoleo al 20% se hallo diferencias

significativas entre las 24 y 48 horas (p=0.014). (Tabla 12).
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V. Discusién de resultados

La actividad antibacteriana de la clorhexidina al 0.12% a las 24 horas, logré un halo
de inhibicion (10.64 mm + 0.924 mm) con una mediana de 10 mm, levemente
menor que lo observado a las 48 horas donde el halo de inhibicién fue (9.82 mm +
0.751 mm) con una mediana de 10 mm, corroborando los resultados obtenidos
Hegde, R., & cols. (2017) respecto al efecto antibacteriano contra el Streptococcus

mutans.

Al evaluar la actividad antibacteriana del extracto etanolico de Camellia sinensis
(té verde), al 10% se hallaron similares valores a las 24 horas de 5.64mmz=0.505mm
con una mediana de 6 mm de halo de inhibicion y a las 48 horas con valores de 5.09
mm = 0.831 mm, con una mediana de 5 mm. Para una concentracion del 20%
aumento el halo de inhibicion, que a las 24 horas presento valores de 6.82 mm +
0.982 mm con una mediana de 7 mm, mientras que a las 48 horas, los valores
disminuyeron ligeramente a 6.09 mm = 0.701 mm con mediana de 6mm.
Corroborando de esta manera los resultados respecto al efecto antibacteriano contra
el Streptococcus mutans obtenido por Anita, & cols. (2015); siendo también
similares resultados a los obtenido por Villalba L. (2010) que afirmé en su estudio

que la Camellia sinensis al 5% presenta efecto antibacteriano contra el S. mutans.

Respecto al propdleo con una concentracion del 10% se hall6 valores a las 24 horas
de 6.18 mm % 0.982 mm con una mediana de 6 mm de halo de inhibicion y a las 48
horas con valores de 5.82 mm +0.874 mm, con una mediana de 6 mm. Para la
concentracion del 20% aument6 el halo de inhibicion, que a las 24 horas presento

valores de 8.36 mm £ 1.286 mm con una mediana de 9 mm, mientras que a las 48
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horas, los valores disminuyeron ligeramente a 7.82 mm £ 0.874 mm con mediana
de 8mm. concordando asi con las conclusiones publicadas por Libério et al. (2009)
respecto a la eficacia del propdéleo, a su vez corroborando los resultados obtenidos

por Moreno et al (2016), al igual que por Mayta y Sacsaquispe (2010).

Al realizar comparaciones a las 24 horas entre el té verde al 10% y clorhexidina al
0.12% se obtuvo (p<0.0001), lo que demuestra una diferencia estadistica altamente
significativa. Para los grupos de té verde al 20% y la clorhexidina al 0.12% se
obtuvo diferencias significativas (p<0.05), mientras que al comparar el té verde al
10% con el té verde al 20% no se obtuvo diferencias significativas (p>0.05).
Quedando demostrado la superioridad antibacteriana de la clorhexidina al 0.12%,

tal como afirmo el estudio realizado por Hegde, R., & cols. (2017).

Al hacer comparaciones a las 48 horas entre el té verde al 10% y la clorhexidina al
0.12% se obtuvo diferencias estadisticas altamente significativas (p<0.0001); y en
el caso del té verde al 20% vy la clorhexidina al 0.12% se obtuvo diferencias
estadisticas significativas (p<0.005); mientras que al comparar ambas
concentraciones de té verde, no se obtuvo diferencias significativas (p>0.05). Tal
como afirmo el estudio realizado por Hegde, R., & cols. (2017), donde demuestra
la alta y mayor efectividad antibacteriana de la clorhexidina al 0.12% sobre el té

verde.

Al hacer comparaciones entre las 24 y 48 horas del té verde al 10% no se obtuvo
diferencias estadisticamente significativas (p=0.063); mientras que en el té verde al
20% si se obtuvo diferencias significativas (p=0.011) y con respecto a la
clorhexidina al 0.12% se obtuvo diferencias estadisticas altamente significativas
(p=0.007).
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A las 24 horas, al comparar el propoleo al 10% y la clorhexidina al 0.12% se obtuvo
diferencias estadisticas altamente significativas (p<0.0001), mientras que al
comparar el propoleo al 20% y la clorhexidina al 0.12% se obtuvo diferencias
estadisticas significativas (p=0.023). Estos resultados muestran una discrepancia
con los resultados obtenidos por Mohan, P. & cols (2016), que afirman que el
propdleo tiene similar efectividad antibacteriana que la clorhexidina. Estos
resultados discrepan con Mayta y Sacsaquispe (2010), puesto que afirma que el
propdleo tiene similar eficacia a la clorhexidina al 0.12%, quiza esta diferencia se
deba a la diferente procedencia del propoleo puesto que su estudio menciona que
es proveniente de Oxapampa mientras que en esta investigacion el propoleo fue
proveniente de Chiclayo; ademads Mayta y Sacsaquispe (2010), hacen esa
afirmacion basandose en la aplicacion del propoleo al 30%, lo que resulté imposible

obtener en este estudio puesto que la concentracion maxima obtenida fue de 20%.

A las 48 horas, al comparar el prop6leo al 10% y la clorhexidina al 0.12% se obtuvo
diferencias altamente significativas (p<0.0001), por otro lado en el caso de
comparar propéleo al 20% y clorhexidina al 0.12% se obtuvo diferencias
estadisticas significativas (p=0.022). Al comparar entre las concentraciones de

propoleo se obtuvo diferencias significativas (p=0.042).

Al realizar comparaciones de la actividad antibacteriana entre las 24 y 48 horas, en
el caso del propoleo al 10% si se encontrd diferencias estadisticas significativas
(p=0.046); discrepando con lo obtenido por Mayta y Sacsaquispe (2010); respecto
al propoleo 20%, también se obtuvo diferencias estadisticas significativas

(p=0.014), discrepando con lo obtenido por Mayta y Sacsaquispe (2010) puesto que
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el afirma que a una mayor concentracion como es el caso al 30% no obtuvo

diferencias significativas entre las 24 y 48 horas.
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VI. Conclusiones

La actividad antibacteriana de la clorhexidina al 0.12%, a las 24 horas de
observacion es ligeramente mayor que a las 48 horas.

La actividad antibacteriana de la Camellia sinensis (té verde) al 10% es similar tanto
a las 24 horas como a las 48 horas. Del mismo modo sucede con la concentracion
de té verde al 20%.

La actividad antibacteriana del propdleo tanto al 10% como al 20%, presenta
valores diferentes, donde el crecimiento bacteriano aumenta a las 48 horas, lo que
se refleja en la disminucion del halo de inhibicion.

A las 24 horas de sembrado, se observa diferencias estadisticas altamente
significativas de la actividad antibacteriana entre Camellia sinensis (té verde) al
10% vy clorhexidina al 0.12%, de la misma manera entre la Camellia sinensis (té
verde) al 20% y clorhexidina al 0.12%; mientras que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre la actividad antibacteriana que logra ambas
concentraciones de la Camelia sinensis (té verde).

A las 48 horas de sembrado se observa diferencias estadisticas altamente
significativas entre Camellia sinensis (té verde) al 10% y clorhexidina al 0.12%, asi
como entre el Camellia sinensis (té verde) al 20% y clorhexidina al 0.12%; mientras
que no se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre la actividad
antibacteriana que logra ambas concentraciones de Camellia sinensis (té verde).
Para el Camellia sinensis (té verde) al 10%, entre las 24 y 48 horas, no existen
diferencias estadisticamente significativas de la actividad antibacteriana. Para la
concentracion de Camellia sinensis (té verde) al 20% se hallo diferencias

significativas entre las 24 y 48 horas. En cuanto a la clorhexidina al 0.12% hubo un
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cambio estadistico altamente significativo entre las 24 y 48 horas, disminuyendo
asi su efecto con el paso del tiempo.

A las 24 horas las diferencias estadisticas halladas entre el grupo propdleo al 10%
y la clorhexidina al 0.12% son altamente significativas, y con respecto a la
comparacion entre el propdleo al 20% y clorhexidina al 0.12% a las 24 horas, las
diferencias son estadisticamente significativas.

A las 48 horas, las diferencias estadisticas halladas son altamente significativas
entre el grupo propoleo 10% y clorhexidina 0.12%, y estadisticamente significativa
entre el propoleo 20% y la clorhexidina al 0.12%; tal como sucede entre la actividad
que logra el propoleo al 10% respecto al 20%.

Para el propoleo al 10%, propoleo al 20% y clorhexidina al 0.12% entre las 24 y 48
horas, se hallaron diferencias estadisticamente significativas, disminuyendo su
efecto con el paso del tiempo.

A las 24 horas, las diferencias estadisticas son altamente significativas entre el
grupo Camellia sinensis (té verde) al 10% y propdleo al 20%, siendo mejor el efecto
de éste ultimo. Respecto a la comparacion de ambos productos al 20%, se observa
diferencias estadisticamente significativas, siendo mejor el propoleo.

A las 48 horas, existen diferencias altamente significativas de la actividad
antibacteriana entre el grupo Camellia Sinensis (té verde) al 10% y propoleo al 20%,
siendo mejor éste ultimo. También se encontr6 diferencias estadisticamente
significativas de la actividad antibacteriana entre Camellia sinensis (té verde) al
20% y propdleo al 20%, siendo mejor éste tltimo y logrando a su vez mejor efecto
sobre el propoleo al 10%.

Tanto para el propéleo al 10% y el propdleo al 20% y Camellia sinensis (té verde)

al 20% se hallé diferencias estadisticamente significativas de su actividad
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antibacteriana entre las 24 y 48 horas, disminuyendo su efecto con el paso del

tiempo.
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VIlI. Recomendaciones

Ampliar la muestra por encima de quince por cada grupo experimental puesto que
las diferencias en algunas comparaciones bordeaban el limite permitido de
significancia estadistica.

Hacer un analisis comparativo del mismo estudio pero a diferentes medios de
cultivo para ver si este constituye una variable interviniente.

Se recomienda hacer trabajos in vitro comparativos entre propoleos de diferente
region del pais y trabajarlo a concentraciones de 20%.

Se recomienda realizar estudios in vitro contabilizando las unidades formadoras
de colonias que se formen des pues de aplicar propéleo al 20% y té verde al 20%.
Se recomienda no trabajar con concentraciones por encima del 20% respecto al té
verde y propoleo puesto que por encima de esa concentracion solo se consigue
sedimentar el producto mas no aumentar la concentracion lo que podria generar
un falso resultado de preparacion.

Se recomienda estos productos naturales tanto el té verde como el propdleo como
solucion bactericida e inmediata puesto que su efecto no dura en el tiempo sino
que tiende levemente a disminuir.

Se recomienda hacer ensayos clinicos controlados utilizando el propéleo al 20%
y el té verde al 20% como enjuagatorio bucal y compararlo con un control positivo

de uso comun que goce de aceptacion por la comunidad odontolégica.
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IX.

ANEXos

Anexo 1
Prueba de Normalidad

Shapiro-Wilk
GRUPOS

Estadistico gl p-valor?
Tel (10%) a las 24h 630 15 0.000
Te2 (10%) a las 48h .815 15 0.006
Tel (20%) a las 24h .881 15 0.049
Te2 (20%) a las 48h .823 15 0.007
Prol (10%o) a las 24h .882 15 0.052
Pro2 (10%) a las 48h 71 15 0.002
Prol (20%o) a las 24h .867 15 0.031
Pro2 (20%o) a las 48h 915 15 0.163
E;cr);:exidina 0.12% a las 24 771 15 0.002
Clorhexidina 0.12% a las 48 643 15 0.000

horas

aDistribucién normal (p>0.05)
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Anexo 2

Definicion de términos

e  Streptococcus mutans: Microorganismo perteneciente al grupo monera. Son
unicelulares, procariotas y carecen en general de pigmentos asimiladores; se
reproducen por biparticion. Poseen un solo cromosoma disperso por el
protoplasma (carecen de membrana nuclear); en algunos casos, existe un
pequefio fragmento adicional denominado plasmido, son anaerobios
facultativos Gram positivos.

e Cultivo: Eslaformaen la que se hacen crecer los microorganismos (colonias)
en una superficie solida (agar) o en medio liquido (caldo) e incluso en células
(linea celular) y es utilizado como el método principal para poder estudiar a
los agentes causales de enfermedades, y saber si se trata de bacterias, hongos,
virus, parasitos o algas.

e Agar nutritivo: Medio de cultivo utilizado para propoésitos generales, para
el aislamiento de microorganismos poco exigentes en lo que se refiere a
requerimientos nutritivos. Su uso esta descripto en muchos procedimientos
para el analisis de alimentos, aguas y otros materiales de importancia
sanitaria.

e Mueller Hinton: Medio de cultivo recomendado universalmente para la
realizacion de la prueba de sensibilidad a los antimicrobianos.

e Prueba in vitro: Muchos experimentos en biologia celular son Ilevados a
cabo fuera del organismo, en células. Son a menudo denominados in vitro,
para distinguirlos de los experimentos in vivo, en los que los tejidos
estudiados permanecen dentro del organismo en el que normalmente se

encuentran.



Flavonoides: Son metabolitos secundarios polifenélicos comunmente con
un grupo cetona y normalmente pigmentos de coloracion amarilla de donde
viene su nombre (del latin flavus, "amarillo™).

Glucosiltransferasa: enzima sintetizada por el Streptococcus mutans para

adherirse a la pelicula adquirida del diente.



Anexo 3

VST | macreay | TEVPODE DISCO/mm
gl 01012 (8| W |56 [8]0[20[20|2 8|u[5|620/828]30
24 Horas
Control ()
48 Horas
Téverde 24 Horas
: 0
(Camellia c
sienss) 0% | © | 48Homs
3
Téverde E 24 Horas
(Camellia 0
sinensis) 20% 8 18 Horas
0]
0 24 Horas
Propoleo 10% | ©
9 | i8Homs
Q
¢ 24 Horas
Propoleo 20% |+
) 48 Horas
Clorhexidina 24Hores
0
bt 48 Horas

*Ficha de recoleccién tomada de Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de disco por difusion. Instituto Nacional de Salud

(INS), 2002




Anexo 4.
Evidencias o constancias de documentos emitidos por la
Institucidén donde se realizo la investigacion. Fotos

Solicito: Permiso para uso del
laboratorio de microbiologia de la UIGV — FE

Sr. Decano de la facultad de Estomatologia
Dr. Luis Adolfo Cervantes Ganoza

Presente.-

Yo, Mg. Esp. César F. Cayo Rojas es grato dirigirme a usted para solicitarle, el uso
del laboratorio de microbiologia durante el mes de mayo y junio del 2018, para ejecucion de mi
proyecto de tesis de doctorado, para obtener el grado de Doctor en Odontologia, sin
obstaculizar los horarios de préctica con los alumnos de pregrado.

Agradeciendo de antemano su gentil comprensidn, es propicia la oportunidad
para expresarle los sentimientos de mi especial consideracion y alta estima.

Atentamente

_Esp. CD. César Félix Cayo Rojas

Docente UIGV — Patologia General y Aplicada

Cédigo J416

Lima, 1 de mayo del 2018



Universidad

Inca Garcilaso de la Vega

L

Nuevos Tiempos. Nuevas ideas
Facultad de Estomatologia
Av. Bolivar 165 — Pueblo Libre Tf. 4630000 Anexo 2301

Pueblo Libre, 10 de Mayo del 2018
CARTA N°989 -DFE-2018

Dr.
Cesar Felix Cayo Rojas

Docente
Facultad de Estomatologia

De mi mayor consideracion:

Tengo a bien dirigirme a usted para saludarlo cordialmente, a fin
de autorizar el uso de los laboratorios de microbiologia durante
los meses de mayo y junio del presente afo para su ejecuciéon de
su proyecto de tesis para el doctorado de acuerdo a su solicitud
S/N que se adjunta al presente.

Agradeciendo la atencién que brinde a la presente quedo de Usted.

LCG/mt
Tramite: 932726




Universidad Nacional

UNIVERSIDAD NACIONAL FEDERICO VILLARREAL
HERBARIO UFV

CONSTANCIA N° 28 - UFV - 2018

EL JEFE DEL HERBARIO DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL FEDERICO VILLARREAL
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y MATEMATICA DEPARTAMENTO
ACADEMICO DE BIOLOGIA DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (Planta completa), recibida del Mg Cesar Félix Cayo Rojas egresado del
doctorado en odontologia y docente de la facultad de odontologia de la universidad Alas Peruanas

Filial Huacho; ha sido estudiada y clasificada como Camellia sinensis vy tiene la siguiente
posicién taxonémica segun el sistema de clasificacion APG I 2009.

CLADO: EUDICOTILEDONEA
ORDEN: THEALES

FAMILIA: THEACEAE

ESPECIE: Camellia sinensis VAR. sinensis
Nombre Vulgar: “Té verde” o “Té de la china”

Determinado por: Mg Blgo Botanico JORGE LUIS LOPEZ BULNES con maestria en Botanica
Tropical, Mencidn, Taxonomia y Sistematica Evolutiva Colegiatura: CBP 8932 — Habilitado.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada para fines de estudio.

Fecha: 15 de Marzo de 2018

Mg Blgo JORGRE I8 LOPEZ BULNES
CBP 8932
Jefe de Herbario UFV

Jr. Rio Chepen No. 110,114 y 290 Telf: 7480888

El Agustino http//: www . unfv.edu,pe




CONSTANCIA

Conste por medio del presente documento que yo Fermin Humberto Arévalo Ortiz.
con DNI 10190957. de profesion Quimico Farmacéutico con No. de colegio CQFP 0076.
Magister en Biotecnologia acreditado por la UNMSM vy Profesor del curso de Fitoquimica
del Dpto. de Quimica de la Facultad de Ciencias de la UNALM, dejo constancia y doy fe
que, en el ejercicio de mi profesion y amparado por la Ley de Trabajo del Quimico
Farmacéutico, Ley No. 28173, he realizado la extraccion etandlica de hojas de Camelia
sinensis, cuyo nombre comun es “té verde™ a una concentracion equivalente de 20 g de hojas
secas estabilizadas y particuladas, en 100 ml de suspension etanélica, la misma que fue
macerada hasta agotamiento. decantada. filtrada al vacio y concentrada en rotavapor.
Adicionalmente, a partir del extracto mencionado. se realizo diluciones al 20%. 10%. 5% y
2.5%. respecto al extracto obtenido de la suspension primigenia. Cabe destacar que la

muestra de “té verde” fue proporcionada por el cliente.
En ejercicio de mi derecho profesional, extiendo la presente constancia a solicitud de
del Mg. César Félix Cayo Rojas, con DNI N° 41613915, para fines investigativos que €l

manifiesta.

Se extiende la presente Constancia a los 20 dias del mes de marzo del 2018.

C.Q.F.P. N° 00076



CONSTANCIA

Conste por medio del presente documento que yo Fermin Humberto Arévalo Ortiz.
con DNI 10190957, de profesion Quimico Farmacéutico con No. de colegio CQFP 0076.
Magister en Biotecnologia acreditado por la UNMSM y Profesor del curso de Fitoquimica
del Dpto. de Quimica de la Facultad de Ciencias de la UNALM. dejo constancia y doy fe
que, en el ejercicio de mi profesion y amparado por la Ley de Trabajo del Quimico
Farmacéutico, Ley No. 28173, he realizado la preparacion de soluciones etandlicas de
propoleos a una concentracion de 20% y 10%. Para esto el propdleo bruto fue particulado.
solubilizado. decantado, filtrada al vacio y concentrada en rotavapor, para obtener la solucion

al 20% y. posteriormente, a partir de esta concentracion se prepard la solucion de 10%.
En ejercicio de mi derecho profesional, extiendo la presente constancia a solicitud de
del Mg. César Félix Cayo Rojas, con DNI N° 41613915, para fines investigativos que €l

manifiesta.

Se extiende la presente Constancia a los 11 dias del mes de junio del 2018.

C.Q.F.P. N° 00076



UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

Spiritus ubi vult spirat

CONSTANCIA

Quien suscribe hace constar que:

Se han cumplido con todos los protocolos para la reactivacion
(24/48 horas) del microorganismo Streptococcus mutans ATCC ©
25175™ |a cual sera utilizada para cumplir fines de investigacion
cientifica.

Se expende la presente constancia para los fines convenientes.

S.M.P. Lima, junio del 2018

MSe. Maurtua Torres Dora
Docente Microbiologia — FCF - UPCH
C.B.P. 0776

DI/UPCH
Archivol08

Av. Houorio Delgado 430, Urb. Ingenieria, SM.F. Litna — Ferri.
Teléfono. (51-1) 310 — 0000 // email. portalwveb@upch pe
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APLICAR EN ROTAVAPOR DESTILACION ROTATORIO

Té verde (Camellia sinensis)
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etandlico




Verificar temperatura con el Termometro: A 47 grados de
temperatura, pero a son 10 grados menos en el extracto.
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Anexo 5. Matriz de consistencia

EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL CAMELLIA SINENSIS (TE VERDE) Y PROPOLEO EN COMPARACION
A LA CLORHEXIDINA AL 0.12% SOBRE EL STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175)

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES ESCALADE TE(?NICA v INSTRUMENTOS

MEDICION METODO

Problema Principal Obijetivo general Hipotesis Principal Independiente

¢Cual es la actividad | Evaluar la actividad antibacteriana | El extracto etandlico de Camellia | - Extracto etanolico Nivel: Ficha de

antibacteriana in vitro del | in vitro del Camellia sinensis (t& | sinensis (t& verde) y el extracto | de Camellia sinensis | Método de - Explicativo recoleccion de

Camellia  sinensis  (t& | verde) y prop6leo en comparacion | etandlico de propdleo presentaria | (té verde). difusion en agar Nominal. datos.

verde) y prop6leo en | con la clorhexidina al 0.12%; | diferencias significativas en la | - Extracto etan6lico Tipo:

comparacion a la | sobre crecimiento de cepas de | actividad antibacteriana  del | de propdleo. con discos Comparativo, gtr)esgtr:acic’m

clorhexidina al 0.12%; | Streptococcus mutans (ATCC | crecimiento de cepas del | - Clorhexidina longitudinal y '

sobre el crecimiento de | 25175). Streptococcus mutans (ATCC prospectivo. Pie de rey.

cepas del Streptococcus | Objetivos especificos 25175), en comparacion con la | Dependiente

mutans ATCC 25175? . Determinar la actividad | clorhexidina al 0.12%. Actividad Disefio:

Problemas Especificos antibacteriana de la clorhexidinaal | Hipdtesis Derivadas antibacteriana Medicion del halo | Continua - Experimental

. ¢Cudl es la | 0.12%, a las 24 y 48 horas; sobre | Existirfa actividad | contra el de inhibicién en in vitro.

actividad ~ antibacteriana | el crecimiento de cepas de | antibacterianade la clorhexidinaal | Streptococcus

de la clorhexidina al | Streptococcus mutans (ATCC | 0.12%, a las 24 y 48 horas; sobre | mutans (ATCC milimetros.

0.12%, alas 24 y 48 horas; | 25175). el crecimiento de cepas de | 25175)

sobre el crecimiento de | . Determinar la actividad | Streptococcus mutans (ATCC Continua / | METODO

cepas de Streptococcus | antibacteriana del extracto | 25175). Variable razon -Observacion.

mutans (ATCC 25175)? | etanélico de Camellia sinensis (Té | » Existiria actividad | Interviniente horas -Método

. ¢Cudl es la | verde)al 10% Yy 20%, alas 24 y48 | antibacteriana  del  extracto | Tiempo estadistico.

actividad ~ antibacteriana | horas, sobre el crecimiento de | etanélico de Camellia sinensis (Té




del extracto etandlico de
Camellia (Té
verde) al 10% y 20%, a las

sinensis

24 'y 48 horas, sobre el
crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans
(ATCC 25175)?

. ¢(Cudl es la
actividad  antibacteriana
del extracto etanolico de
propdleo al 10% y 20%, a
las 24 y 48 horas, sobre el
crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans
(ATCC 25175)?

. ¢Existira

diferencias en la actividad

antibacteriana, al
comparar el  extracto
etandlico de Camellia

sinensis (Té verde) al
10%, 20% vy clorhexidina
al  0.12%; sobre el
crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans
(ATCC 25175), a las 24

horas de sembrado?

cepas de Streptococcus mutans

(ATCC 25175).
. Determinar es la
actividad  antibacteriana  del

extracto etandlico de propoleo al
10% y 20%, a las 24 y 48 horas,
sobre el crecimiento de cepas de

Streptococcus mutans (ATCC
25175).

. Comparar la actividad
antibacteriana, del extracto

etandlico de Camellia sinensis (Té
verde) al 10%, 20% y clorhexidina
al 0.12%; sobre el crecimiento de
cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175), a las 24 horas de
sembrado.

. Comparar la actividad
antibacteriana, del extracto
etanolico de Camellia sinensis (Té
verde) al 10%, 20% y clorhexidina
al 0.12%; sobre el crecimiento de
cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175), a las 48 horas de
sembrado.

. Comparar la actividad
antibacteriana  del extracto

etanolico de Camellia sinensis (Té

verde) al 10% y 20%, a las 24 y 48
horas, sobre el crecimiento de
cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175).

. Existiria actividad
antibacteriana  del extracto
etandlico de propoleo al 10% y

20%, a las 24 y 48 horas, sobre el

crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans (ATCC
25175).

. Existiria diferencias
significativas en la actividad
antibacteriana, al comparar el

extracto etandlico de Camellia
sinensis (Té verde) al 10%, 20% y
clorhexidina al 0.12%; sobre el

crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans  (ATCC
25175), a las 24 horas de
sembrado.

. Existiria diferencias
significativas en la actividad
antibacteriana, al comparar el

extracto etanélico de Camellia
sinensis (Té verde) al 10%, 20% y
clorhexidina al 0.12%; sobre el

crecimiento de cepas de




. ¢Existira

diferencias en la actividad

antibacteriana, al
comparar el  extracto
etandlico de Camellia
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10%, 20% vy clorhexidina
al  0.12%; sobre el
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Streptococcus mutans
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Streptococcus mutans
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al 0.12%; sobre el crecimiento de
cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175), entre las 24 y 48
horas de sembrado.

. Comparar la actividad
antibacteriana  del extracto
etandlico de propdleo al 10%, 20%
y clorhexidina al 0.12%; sobre el
crecimiento de cepas de
(ATCC

las 24 horas de

Streptococcus  mutans
25175), a
sembrado.
. Comparar la actividad
antibacteriana  del extracto
etanolico de propdleo al 10%, 20%
y clorhexidina al 0.12%; sobre el
crecimiento de cepas de
(ATCC

las 48 horas de

Streptococcus  mutans
25175), a
sembrado.
. Comparar la actividad
antibacteriana del extracto
etandlico de propdleo al 10%, 20%
y clorhexidina al 0.12%; sobre el
crecimiento de cepas de

Streptococcus mutans (ATCC

Streptococcus mutans (ATCC
25175), a las 48 horas de
sembrado.

. Existiria diferencias
significativas en la actividad
antibacteriana  del extracto

etandlico de Camellia sinensis (Té
verde) al 10%, 20% y clorhexidina
al 0.12%; sobre el crecimiento de
cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175), entre las 24 y 48

horas de sembrado.

. Existiria diferencias
significativas en la actividad
antibacteriana, al comparar el

extracto etandlico de propoleo al
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0.12%; sobre el crecimiento de

20% vy clorhexidina al
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(ATCC 25175), a las 24 horas de

sembrado.

. Existiria diferencias
significativas en la actividad
antibacteriana, al comparar el

extracto etanolico de propoleo al
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0.12%; sobre el crecimiento de

20% vy clorhexidina al

cepas de Streptococcus mutans
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10%, 20% vy clorhexidina
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crecimiento de cepas de

sobre el
Streptococcus mutans
(ATCC 25175), a las 24
horas de sembrado?

. ¢EXxistira

diferencias en la actividad
antibacteriana, al
comparar el extracto
etandlico de propdleo al
10%, 20% y clorhexidina
al  0.12%;
crecimiento de cepas de

sobre el
Streptococcus mutans
(ATCC 25175), a las 48
horas de sembrado?

. ¢EXxistira

diferencias en la actividad
antibacteriana del extracto
etandlico de propdleo al
10%, 20% vy clorhexidina
al  0.12%;
crecimiento de cepas de

sobre el

Streptococcus mutans

(ATCC 25175), entre las

25175), entre las 24 y 48 horas de
sembrado.

. Comparar la actividad
antibacteriana  del extracto
etanolico de Camellia sinensis (Té
verde) al 10% y 20% y el extracto
etandlico de propoleo al 10% y
20%, sobre crecimiento de cepas

de Streptococcus mutans (ATCC

25175), a las 24 horas de
sembrado.
. Comparar la actividad

antibacteriana del extracto
etanolico de Camellia sinensis (Té
verde) al 10% y 20% y el extracto
etanodlico de propdleo al 10% y
20%, sobre crecimiento de cepas

de Streptococcus mutans (ATCC

25175), a las 48 horas de
sembrado.
. Comparar la actividad

antibacteriana del extracto
etandlico de Camellia sinensis (Té
verde) al 10%, 20% y propdleo al
10% y 20%, sobre el crecimiento
de cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175), entre las 24 y 48

horas de sembrado.

(ATCC 25175), a las 48 horas de
sembrado.

. Existiria diferencias
significativas en la actividad
antibacteriana del extracto

etanolico de propdleo al 10%, 20%
y clorhexidina al 0.12%; sobre el
crecimiento de cepas de
Streptococcus (ATCC
25175), entre las 24 y 48 horas de

sembrado.

mutans

. Existiria diferencias
significativas entre la actividad
antibacteriana del extracto
etanolico de Camellia sinensis (Té
verde) al 10% y 20% y el extracto
etanodlico de propdleo al 10% y
20%, sobre crecimiento de cepas

de Streptococcus mutans (ATCC

25175), a las 24 horas de
sembrado.
. Existiria diferencias

significativas entre la actividad
antibacteriana del extracto
etanélico de Camellia sinensis (Té
verde) al 10% y 20% y el extracto
etanodlico de propdleo al 10% y

20%, sobre crecimiento de cepas




24 'y 48 horas de
sembrado?

. ¢Existira
diferencias  entre la
actividad  antibacteriana
del extracto etanélico de
Camellia  sinensis (Té
verde) al 10% y 20% vy el
extracto  etandlico de
propdleo al 10% y 20%,
sobre  crecimiento  de
cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175), a
las 24 horas de sembrado?
. ¢Existira
diferencias  entre la
actividad  antibacteriana
del extracto etanélico de
Camellia  sinensis (Té
verde) al 10% y 20% vy el
extracto  etandlico de
propdleo al 10% y 20%,
sobre  crecimiento  de
cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175), a
las 48 horas de sembrado?
. ¢Existira

diferencias en la actividad

de Streptococcus mutans (ATCC
25175), a las 48 horas de
sembrado.

«Existiria diferencias significativas
en la actividad antibacteriana del
extracto etandlico de Camellia
sinensis (Té verde) al 10%, 20% y
propdleo al 10% y 20%, sobre el
crecimiento de  cepas de
Streptococcus  mutans  (ATCC
25175), entre las 24 y 48 horas de

sembrado.




antibacteriana del extracto
etandlico de Camellia
sinensis (Té verde) al
10%, 20% y propoleo al
10% y 20%, sobre el
crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans
(ATCC 25175), entre las
24 'y 48 horas de

sembrado?




Anexo 6. Matriz de recolecciéon de datos

FICHA DE RECOLECION DE DATOS

MUESTRA | BACTERIA MEF01E DlSCO / ul
LECTURAHS) 1 | 2 B05 16789 |0|ul|B|u| 56|y Bl0l0|al2 B 567] 80|30
uwss |00 0 0 o o o o o o o o o o o0 0
Control ()
whoes |0 ol o o o o o o o o o o o o0 0
Tevede || e |5 50 5 6 6 6 5 6 6 5 6 6 6 5 6
(Camellia c
senss) % |~ © | 4etoms | 50 5 4 6 4 5 5 6 4 5 6 6 5 5 5
J
Téverde 24 H
o f, s |6 6 70 sl 8| 7 6 71 6 71 8 7 ¢ 8
sinensis) 20% 8 48 Horas 5 5 5 6 6 71 71 6 6 6 6 7 6 5 7
6]
o |t | 5 7 7 6 7 5 5 6 6 7 8 5 8§ 7 6
Propoleo 10% 0
g @hoas |5l 6 6 5 6 5 5 5 5 7 7 5 7 7 6
O s | 7 7 6 6 7 6 120 9 8 12 9 9 9o 9 1
Propoleo 20% o
O e |70 6 6 6 71 6 1 9 o 9o 8 8 8 § 1w
Corhexidina aoes g0l 1190 100 100 11| 100 11| 1] 100 100 10 10 12 10
s s | o 100 o w0 1o 1 o o 1 o 9o 9 9o w 9




