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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la efectividad antibacteriana in vitro del
extracto etanolico de Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre el Streptococcus mutans ATCC
25175. Fue un estudio experimental, in vitro, comparativo y longitudinal; se trabajoé en 10
placas con cuatro concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% del extracto etanolico de
eucalipto y se comparé con el control positivo clorhexidina al 0.12% a las 24 y 48 horas. Para
la deteccion de la eficacia antibacteriana se realizé6 mediante el método de Kirby Bauer y para
el andlisis estadistico se utilizé la prueba de comparacion multiple de Bonferroni, mientras para
la comparacion entre tiempos se utilizé la prueba Wilcoxon y la prueba t de Student. Se obtuvo
como resultado que a las 24 y 48 horas el extracto etanélico de eucalipto al 100% presento
mayor halo inhibitorio (21.67 mm y 20.12 mm respectivamente), mientras que el extracto al
25% presentd el menor halo inhibitorio (12.92 mmy 11.53 mm respectivamente). Al comparar
con la clorhexidina al 0.12% (17.50 mm y 17.04 mm respectivamente) el extracto etandlico de
eucalipto al 100% presentd un mayor halo inhibitorio, (p<0.05). Concluimos que a las 24 y 48
horas se encontrd que el extracto etandlico de eucalipto al 100% obtuvo mayor valor de media
y significativo comparado a los otros grupos.

Palabras clave: efectividad antibacteriana, extracto etandlico, eucalipto, Streptococcus

mutans.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the in vitro antibacterial effectiveness of the
ethanolic extract of Eucalyptus globulus (eucalyptus) on Streptococcus mutans ATCC 25175.
It was an experimental, in vitro, comparative and longitudinal study; Work was carried out in
10 plates with four concentrations of 25%, 50%, 75% and 100% of the ethanolic extract of
eucalyptus and it was compared with the positive control chlorhexidine at 0.12% at 24 and 48
hours. The Kirby Bauer method was used to detect antibacterial efficacy and the Bonferroni
multiple comparison test was used for statistical analysis, while the Wilcoxon test and Student's
t test were used for the comparison between times. It was obtained as a result that at 24 and 48
hours the 100% ethanolic extract of eucalyptus presented the highest inhibitory halo (21.67
mm and 20.12 mm respectively), while the 25% extract presented the lowest inhibitory halo
(12.92 mm and 11.53 mm respectively). When compared with 0.12% chlorhexidine (17.50 mm
and 17.04 mm respectively), the 100% ethanolic extract of eucalyptus presented a greater
inhibitory halo (p<0.05). We conclude that at 24 and 48 hours it was found that the 100%
eucalyptus ethanolic extract obtained a higher mean and significant value compared to the other
groups.

Keywords: antibacterial effectiveness, ethanolic extract, eucalyptus, Streptococcus

mutans.



l. INTRODUCCION

Hoy en dia, la caries dental es una de las enfermedades més frecuentes, pues afecta a
nifios y adultos, por eso es muy importante la prevencion y el tratamiento; ya que si lo
detectamos a tiempo podemos detener su proceso.

Esta patologia se da por diversas reacciones quimicas y microbiolégicas, que van
dafiando los tejidos duros del diente, avanzando hacia el interior y destruyendo la pieza
dentaria; por lo cual, es una de las principales causas de la pérdida dental.

La caries es multifactorial, siendo unos de los factores principales: la acumulacion de
placa bacteriana, la dieta como el alto consumo de azlcares y los microorganismos como el
Streptococcus mutans, los Lactobacillus y los Actinomyces.

Las bacterias cariogénicas son capaces de transformar los carbohidratos de los
alimentos en &cidos y estos producen una desmineralizacion progresiva de los dientes que van
destruyendo los tejidos, produciendo la caries dental.

El Streptococcus mutans es la principal bacteria responsable de la generacién de caries,
siendo participe de la colonizacion principal del biofilm que rodea a los dientes; si hay un
desequilibrio por diversos factores, entonces el Streptococcus mutans metabolizara diversos
azucares, formando una fuerte biopelicula y produciendo abundante cantidad de acido lactico,
el cual destruird el esmalte dental.

La forma més eficaz de combatir la caries es previniendo su aparicién, con una higiene
bucal completa, una dieta saludable y chequeos preventivos.

Actualmente se conoce la utilizacion de medicinas naturales para el tratamiento de
algunas enfermedades como la caries. El uso y el mecanismo de accion de extractos etanolicos
que impidan el desarrollo del Streptococcus mutans en el biofilm dental estd siendo
investigado. Tal es el caso del eucalipto, el cual posee componentes con efectos

bacteriostaticos; asimismo, inhiben la adherencia de placa bacteriana.



1.1.  Descripcion y formulacién del problema

La caries dental es una enfermedad infecciosa, probablemente mas prevalente, esta
mediada por biopeliculas e impulsada por aztcares que da como resultado la desmineralizacion
y remineralizacion de los tejidos del diente. La caries puede ocurrir a lo largo de la vida, tanto
en la denticion temporal como en la permanente y puede dafiar la corona del diente produciendo
su pérdida. La relacion entre los factores patoldgicos y defensores influye en el comienzo y
progresion de la caries. (Pitts et al., 2017)

En la patogénesis de la caries dental participan diversos microorganismos, dentro los
méas comunes tenemos: a los Streptococos del grupo mutans, los Lactobacillus spp y los
Actinomyces spp; siendo el Streptococcus mutans el microorganismo principal causante.
(Escribano et al., 2005)

La placa bacteriana dental es una pelicula incolora y pegajosa formada por el
metabolismo de azUcares, se genera y deposita en las superficies de los dientes, la cual crea un
habitat natural con todas sus funciones, interacciones y propiedades para el Streptococcus
mutans. Esta bacteria se adapta sintetizando glucanos, fijando compuestos y se adapta a su
aciduricidad. Por eso, el Streptococcus mutans ha evolucionado para que su desarrollo,
sobrevivencia y persistencia en la cavidad oral dependa de su crecimiento en biopelicula 'y de
la densidad celular que alcance en ella. (Ojeda et al., 2013)

Varios paises han reconocido el aporte de la medicina tradicional al sistema de salud y
el bienestar de las personas. Incluso la Organizacion Mundial de la Salud viene iniciando la
utilizacion adecuada de los sistemas tradicionales de medicina con el objetivo de instaurar con
base cientifica el uso de la medicina natural. (OMS, 2013).

Los productos antibacterianos y antisépticos pueden ser hechos a base de plantas
medicinales como el eucalipto, que contiene eucaliptina, la cual posee efectos bacteriostaticos;

ademas del cineol y la carvona, que son altamente antisépticos. Hay estudios que han



demostrado que sus componentes principales poseen un amplio espectro de actividad
antibacteriana (Fonnegra y Jiménez, 2007; Gachkar et al., 2007).

La presencia de compuestos fendlicos y taninos en el extracto etandlico de eucalipto,
podria ser la razon principal de la actividad antibacteriana y estar relacionado con su capacidad
para unirse a proteinas y destruir la pared celular de las bacterias. (Seyyednejad et al., 2014)

La clorhexidina es un colutorio bucal antiséptico mas empleado y efectivo debido a sus
efectos antimicrobianos, ya que ayuda controlar la placa dental y reducir los sintomas clinicos
de gingivitis y alveolitis seca; asi también, reducir el desarrollo bacteriano. Sin embargo, posee
efectos menos deseables como la tincidn extrinseca de los dientes, la resistencia antimicrobiana
a los agentes antisépticos y las reacciones alérgicas raras pero fatales a la clorhexidina. (Cieplik
etal., 2019)

Debido a las propiedades antibacterianas que posee el extracto etandlico de eucalipto,
se propone su uso como alternativa de tratamiento natural, econémico y accesible, frente a
farmacos convencionales en la prevencion de las enfermedades bucales. Por ello, surge la
siguiente interrogante:

¢Cudl es la efectividad antibacteriana del extracto etandlico de Eucalyptus globulus
(eucalipto) sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 en un estudio in vitro?

1.2.  Antecedentes

Abad (2019) desarrollé una investigacion en Ecuador, con el objetivo de determinar el
efecto inhibitorio del aceite esencial de eucalipto a diferentes concentraciones de 25 %, 50 %,
75 %y 100 % en un tiempo determinado de 12, 24, 48 'y 72 horas frente a las cepas bacterianas
del Streptococcus mutans y la Porphyromonas gingivalis. Fue un estudio in vitro, experimental
y comparativo en donde se utilizé el método de difusion en agar Kirby-Bauer. El aceite esencial
de Eucalyptus globulus se obtuvo a traves de arrastre por vapor, se utilizaron un total de 22

cajas Petri esterilizadas, contenidas de agar Miller- Hinton, donde se sembraron las cepas de



Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis, luego de la inoculacion se procedié a
colocar cuatro discos de papel filtro impregnados con 20 ml de aceite esencial de Eucalyptus
globulus en diferentes concentraciones; como control positivo se utilizé clorhexidina al 2 %
(Gold estandar) y como control negativo, agua estéril. Se analizaron los resultados
transcurridos 12, 24, 48 y 72 horas para luego proceder a realizar un analisis estadistico
ANOVA, tablas descriptivas T student. Como resultado se obtuvo que a las 24 y 48 horas las
concentraciones de aceite esencial de Eucalipto de 75 % y 100 % tuvo el mayor efecto
inhibitorio sobre el Streptococcus mutans, mientras que sobre la cepa de Porphyromonas
gingivalis la concentracion al 100 % en 24 horas resulto ser la més efectiva. Se concluy6 que
el aceite esencial fue mas eficaz sobre el Streptococcus mutans que sobre Porphyromonas
gingivalis en algunas concentraciones, llegando a superar la media de la clorhexidina (Gold
estandar).

Espin (2019) desarrollé un estudio en Ecuador, con el objetivo de comparar el efecto
inhibitorio del aceite esencial de eucalipto con el aceite esencial de clavo de olor, sobre cepas
de Streptococcus mutans ATCC (American Type Culture Collection) 25175. Fue un estudio in
vitro, experimental y comparativo, en donde se inoculé el microorganismo en 12 cajas Petri
con Agar Mueller Hinton suplementado con 5% de sangre, en las 6 cajas se colocé cinco discos
de papel impregnados del aceite esencial de eucalipto a concentraciones de 50, 75y 100%, la
azitromicina como control positivo y como control negativo, agua destilada; en las otras 6 cajas
con el aceite esencial de clavo de olor a concentraciones de 50, 75y 100%, la azitromicina
como control positivo y como control negativo el agua destilada; se llevo a incubacién en
campana de anaerobios a una temperatura de 37°C por 24 horas y posteriormente se midio el
halo de inhibicién producido. Los resultados fueron que el aceite de eucalipto tuvo efecto
inhibitorio con tendencia a “muy sensible”, mientras que el clavo de olor presento la tendencia

de “muy sensible” a “sumamente sensible”. Se concluyd que el efecto inhibitorio del aceite de



clavo de olor es mayor al efecto del aceite de eucalipto, creando un efecto antimicrobiano
elevado hacia la cepa Streptococcus mutans.

Ragul et al. (2018) publicaron una investigacién en la India, con el objetivo de comparar
el efecto terapéutico de los colutorios de clorhexidina y aceite de eucalipto en el mantenimiento
de la higiene bucal. Fue un estudio experimental y comparativo, donde un total de 74 sujetos
humanos seleccionados fueron asignados al azar en dos grupos, Grupo |y Grupo Il. A los
sujetos del Grupo I se les indic6 que usaran 10 ml de enjuague bucal con clorhexidina durante
14 dias 'y al Grupo Il se les indic6 que usaran un enjuague bucal con aceite de eucalipto durante
14 dias dos veces al dia. El estado de higiene oral se evalu6 midiendo la placa y las
puntuaciones gingivales. La formacidon de placa se evalu6 usando el agente revelador eritrosina,
y el indice gingival se calcul6 usando el indice de Silness y Loe al inicio y a los 14 dias. En los
resultados se observd una disminucion del nivel de placa en ambos enjuagues bucales sin
ningun efecto adverso. Las puntuaciones del indice de placay del indice gingival para el Grupo
I 'y el Grupo Il después de 14 dias fueron 1,012 + 0,25, 1,008 + 0,27 y 1,254 + 0,58, 1,233 +
0,72 respectivamente. No hubo diferencia estadisticamente significativa entre los enjuagues
bucales de clorhexidina y eucalipto (PAG>0,05). Se concluy6 que una alternativa eficaz a la
clorhexidina es el aceite de eucalipto, se puede utilizar como enjuague bucal para un
mantenimiento eficaz de la higiene bucal. Los presentes resultados, por lo tanto, ofrecen una
base cientifica para el uso tradicional y el conocimiento del enjuague bucal con el aceite de
eucalipto.

Spoorthi et al. (2017) ejecutaron una investigacion en Malasia, con el objetivo de
evaluar la actividad antimicrobiana de extractos metanodlicos de los bulbos de ajo, hojas de
menta, hojas de mango y hojas de eucalipto sobre el Streptococcus mutans. Fue un estudio in
vitro, experimental y comparativo, en donde se realizo analisis microbiologicos (método de

difusion en pozo) para determinar la zona de inhibicion contra formas puras de Streptococcus



mutans. Se estudiaron los efectos antibacterianos de los extractos metandlicas de las hojas de
mango, hojas de eucalipto, hojas de menta y bulbos de ajo. Como resultados se obtuvo que los
extractos derivados de las ramas de eucalipto y del mango mostraron importantes efectos
antibacterianos en las concentraciones de ensayo, mientras los extractos de menta y ajo no
mostraron efectos significativos antibacterianos en concentraciones similares.

Coswig et al. (2014) publicaron una investigacion en Brasil, con el objetivo de evaluar
la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de dos especies de eucalipto Eucalyptus
globulus y Eucalyptus urograndis contra las células planctonicas y del biofilm de
Streptococcus mutans. Fue un estudio in vitro y experimental, en donde utilizando el ensayo
de difusion en agar y determinando las concentraciones inhibidoras minimas, la cinética de
accion y la capacidad para inhibir la formacion de biopeliculas; también se probd el efecto
sinérgico de los aceites combinados (1:1). Se prepararon peliculas construidas de almidon
biodegradable con los aceites esenciales y se prob6 su bioactividad mediante la técnica de
macrodilucién. Los resultados fueron que los aceites probados mostraron bioactividad
contra Streptococcus mutans. En el ensayo de difusion en agar, se observaron zonas de
inhibicion de 14,7 £ 1,2mm diametro para el Eucalyptus urograndis y 35,3 £ 0,3 mm de
didmetro para Eucalyptus globulus. Se concluy6 que los aceites esenciales de Eucalyptus
globulus y Eucalyptus urograndis son potenciales anticariogénicos que inhiben el biofilmy las
células planctonicas del Streptococcus mutans. Sin embargo, el Eucalyptus globulus mostré
los mejores resultados.

Chaudhari et al. (2012) ejecutaron un estudio en la India, con el objetivo de estudiar la
actividad antibacteriana de nueve aceites esenciales comercialmente disponibles contra
Streptococcus mutans y comparar la actividad antibacteriana entre cada material. Fue un
estudio in vitro, experimental y comparativo, en donde se seleccionaron para el estudio los

siguientes aceites: aceite de gaulteria, aceite de lima, aceite de canela, aceite de menta verde,



aceite de menta piperita, aceite de limoncillo, aceite de cedro, aceite de clavo y aceite de
eucalipto; el Streptococcus mutans se inoculé a 37 ° C y se sembrd en medio de agar sangre;
el ensayo de difusion en pozos de agar se usé para medir la actividad antibacteriana, la zona de
inhibicion se midi6 alrededor del papel de filtro en milimetros con un calibre vernier. Como
resultados se obtuvo que el aceite de canela mostrd la mayor actividad contra Streptococcus
mutans, seguido del aceite de limoncillo y el aceite de cedro. El aceite de gaulteria, el aceite de
lima, el aceite de menta piperita y el de menta verde no mostraron actividad antibacteriana. Se
concluyé que los aceites de canela, limoncillo, cedro, clavo y eucalipto tienen propiedades
antibacterianas contra el Streptococcus mutans.

Carranza (2020) desarrollé una investigacion en Perd, con el objetivo de evaluar el
efecto sinérgico de la combinacion de extractos de Plantago major (llantén), Eucalyptus
globulus (eucalipto) y Matricaria chamomilla (manzanilla) en la inhibicion del crecimiento de
cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175). Fue un estudio experimental, in vitro,
prospectivo y longitudinal. El universo estuvo formado por las cepas Streptococcus mutans, y
la poblacion las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175). El tamafio de la muestra se
bas6 en el método estandarizado del CLSI. La muestra fueron 10 discos por extracto,
embebidos con 50 uL., colocados sobre agar Mueller Hinton con sembrado de Streptococcus
mutans (ATCC 25175), se realizé las medidas de los halos de inhibicion a las 24 horas. Se
usaron pruebas paramétricas de andlisis de varianza y la prueba Tukey. Como resultado el halo
inhibitorio promedio de la clorhexidina al 0.12% fue de 12,76 mm (p= 0,006). El extracto de
“eucalipto” al 25% present6 diferencias significativas respecto a los otros grupos (p=0,040), al
50% (p=0,002) y al 100% (p=0,000). Se concluyé que el extracto hidroalcoholico
de Eucalyptus globulusal 100% presentd efecto inhibitorio frente a Streptococcus

mutans (ATCC 25175) in vitro.



Landeo (2018) ejecutd una investigacion en Peru, con el objetivo de evaluar la actividad
inhibitoria de los aceites esenciales de Mentha spicata (hierba buena) y Eucalyptus globulus
(eucalipto) de origen comercial sobre el desarrollo de biopeliculas de Streptococcus mutans
ATCC 25175 en un modelo in vitro. Fue un estudio experimental y comparativo, en donde se
evalu6 la composicion de los aceites esenciales por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometro de Masas (CG/EM) siendo los principales metabolitos el R-(-)-carvona
(57,93%) y limoneno (12,907%) para Mentha spicata y el 1,8-cineol (eucaliptol) (65,83%) para
Eucalyptus globulus, también evalu6 la actividad inhibitoria de los aceites esenciales por los
métodos de difusidn en pozo de agar y microdilucion colorimétrica. Como resultados se obtuvo
que los halos de inhibicion fueron de 18,3 =+ 0,47 mm y 27,0 + 0,82 mm para los aceites
esenciales de Mentha spicata y Eucalyptus globulus respectivamente. Se concluy6 que los
efectos de ambos aceites esenciales no resultaron significativamente distintos entre si y que
ambos aceites esenciales presentan actividad antimicrobiana frente a Streptococcus mutans en
cultivos plancténicos y de biopelicula, por lo que podria tener gran potencial para el desarrollo
de productos farmacéuticos y sanitarios en el area de la salud oral.

Cahuana 'y Condori (2017) realizaron un estudio en Per(, con el objetivo de determinar
el efecto inhibitorio del extracto etanodlico del Eucalyptus globulus sobre la bacteria
Streptococcus mutans y el hongo Candida albicans. Fue un estudio in vitro, experimental y
comparativo, en donde se utilizo la técnica de cultivo propuesta por el Instituto Nacional de
Salud y para la deteccion del efecto inhibidor a través de la prueba de difusion de pocillos con
disco de papel filtro combinado y por el método de Kirby Bauer. Como resultados se obtuvo
que el extracto etanolico Eucalyptus globulus tiene actividad inhibitorio para la bacteria
Streptococcus mutans con un promedio de halo de inhibicion 11.85 mm para una concentracion
del 25%, 13.3 mm para una concentracion del 50%,13.97 mm para una concentracion del 75%

y 15.54 mm para una concentracion del 100%, la actividad antifingica para Candida albicans



se dio con un promedio de 9.34 mm para una concentracion del 25%, 10.41 mm para una
concentracion del 50%, 11.39 mm para una concentracion del 75% y 12.45 mm para una
concentracion del 100%, lo que demuestra que a mayor halo inhibitorio se da a mayor
concentracion, siendo directamente proporcional. Se concluyd que el extracto etanolico del
Eucalyptus Globulus presenta efecto inhibitorio sobre la cepa de la bacteria Streptococcus
mutans y en el hongo Céandida albicans, de modo que puede ser usado como un agente en el
control de la caries dental y candidiasis oral.

Vela (2017) desarroll6 un estudio en Peru, con el objetivo de determinar el efecto
antibacteriano del extracto etanélico de eucalipto en comparacion con el efecto del gluconato
de clorhexidina al 2% sobre la cepa ATCC 25175 de Streptococcus mutans. Fue un estudio in
vitro, experimental y comparativo, en donde se determind la susceptibilidad bacteriana
mediante la técnica por difusion en discos, embebidos en concentraciones al 50%, 75% y 100%
del extracto etanolico de eucalipto, gluconato de clorhexidina al 2% y en agua destilada. Se
incubaron a 37°C en microanaerobiosis, midiéndose los halos con un vernier después de 24
horas. Como resultados se obtuvo que las 10 repeticiones con las concentraciones del extracto
etandlico de eucalipto al 50%, 75% y 100% presentaron sensibilidad media; mientras que de
las 10 repeticiones con gluconato de clorhexidina al 2%, 4 presentaron sensibilidad media y 6
sensibilidad alta en la inhibicion de Streptococcus mutans ATCC 25175. EI promedio de los
halos de inhibicion de crecimiento de Streptococcus mutans con extracto etandlico de eucalipto
al 50% fue de 16.7 mm, con extracto etandlico de eucalipto al 75% fue de 18.0 mm, con
extracto etanolico de eucalipto al 100% fue de 19.1 mm, con gluconato de clorhexidina al 2%
fue de 20.3 mm y con agua destilada fue de 0 mm. Se concluyo que el extracto etandlico de
eucalipto y el gluconato de clorhexidina al 2% tuvieron efecto antibacteriano semejante sobre

el Streptococcus mutans ATCC 25175.
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1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo general

o Evaluar la efectividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de
Eucalyptus globulus (eucalipto) al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans
ATCC 25175.

1.3.2. Objetivos especificos

o Determinar in vitro el diametro de los halos inhibitorios del extracto etandlico
de Eucalyptus globulus (eucalipto) al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans
ATCC 25175 a las 24 horas.

e Determinar in vitro el diametro de los halos inhibitorios del extracto etandlico de
Eucalyptus globulus (eucalipto) al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans
ATCC 25175 a las 48 horas.

e Determinar in vitro el didmetro del halo inhibitorio de la clorhexidina al 0.12%
sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 horas.

e Determinar in vitro el didmetro del halo inhibitorio de la clorhexidina al 0.12%
sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 48 horas.

e Comparar el promedio del diametro de los halos inhibitorios del extracto etandlico
de Eucalyptus globulus (eucalipto) al 25%, 50%, 75% y 100% Y la clorhexidina al 0.12% sobre
el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 horas.

e Comparar el promedio del diametro de los halos inhibitorios del extracto etandlico
de Eucalyptus globulus (eucalipto) al 25%, 50%, 75% y 100% Y la clorhexidina al 0.12% sobre

el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 48 horas.
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1.4.  Justificacion

La caries dental se ha convertido en un problema bucal muy comun que afecta tanto a
nifios como adultos y el Perl es uno de los paises con el indice mas alto. EI Streptococcus
mutans es el principal responsable de la iniciacion de esta enfermedad, por lo que se buscan
sustancias que inhiban su crecimiento.

En la actualidad los productos de higiene bucal contienen muchos quimicos que pueden
tener efectos adversos, como reacciones de hipersensibilidad inmediata, toxicidad y tincion de
los dientes; por esa razon, se buscan alternativas con productos a base de plantas medicinales
con propiedades antibacterianas, como el eucalipto.

Por ello, de acuerdo con lo descrito, el propdésito del presente estudio es determinar la
efectividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Eucalyptus globulus sobre el
Streptococcus mutans ATCC 25175, con el fin de que pueda ser usado como agente preventivo
para controlar esta bacteria y disminuir la caries dental en nuestro medio; ademas, por ser de
facil acceso, de bajo costo y un recurso abundante en nuestro pais. También podria establecerse
como base para una futura elaboracién de un producto aplicable y beneficioso en la practica
odontologica.

1.5. Hipotesis

Dado que el extracto etandlico del Eucalyptus globulus presenta propiedades

antibacterianas; es probable que tengan efectividad inhibitoria sobre la formacion del

Streptococcus mutans cepa ATCC 25175.
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Il.  MARCO TEORICO

2.1. Bases teoricas sobre el tema de investigacion
2.1.1. Eucalyptus globulus (Eucalipto)

Es una de las especies de eucalipto méas conocido y plantado, es muy facil de adaptarse
y de rdpido crecimiento, también resiste fuertes vientos y climas muy frios. Es una planta de
gran tamafo y forma, tiene un caracteristico follaje de color plata, es facil de reconocer por el
fuerte olor a alcanfor que desprenden las hojas al estrujarlas. (Becerra, 2010)

El eucalipto es originario de Australia y fue introducido a la sierra del Pert en la década
de 1860-1870, principalmente en los valles interandinos, la especie se aclimat6 velozmente a
las condiciones geogréficas y ambientales de la sierra, costa y también la selva alta. Los
campesinos y la poblacién de las ciudades se benefician directa o indirectamente. (Tarte, 1986).

2.1.1.1. Clasificacion. Es perteneciente al dominio: Eucariota, reino: Plantae,
division: Magnoliophyta, clase: Magnoliopsida, subclase: Rosidae, orden: Myrtales, familia:
Myrtaceae, subfamilia: Myrtoideae, tribu: Eucalypteae, género: Eucalyptus y especie:
Globulus. (Liu et al., 2002)

2.1.1.2. Caracteristicas botanicas. El arbol de eucalipto es de gran tamafio, maderero
y a su vez medicinal, alcanza a crecer hasta los 60 metros. Posee un tronco cilindrico, recto, de
un grosor que puede alcanzar hasta 2 metros de diametro; tiene una copa irregular y alargada
en forma de cono; su corteza principal es de aproximadamente 3 cm. de espesor cuando esta
maduro, dejando una segunda corteza lisa; sus hojas jovenes tienen un color particular gris-
azulado, con crecimiento en sentido opuesto, abrazando al tallo; mientras las hojas adultas
tienen un color verdoso, pudiendo llegar a crecer 20 cm de largo aproximadamente, ademas
toman una forma cuneada y crecen en grupos de 3 a 4 hojas; su estambre es de color blanco y

su fruto esta encapsulado en forma de campana cubierta de un polvo blanquecino y sus semillas
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fértiles son de color negro, rugosas y méas grandes, mientras los 6vulos sin fertilizar, tienen un
color rojizo y son més livianos (Tarte, 1986).

2.1.1.3. Composicion. Las hojas de eucalipto contienen de 3 a 5% de aceite esencial;
el primordial componente es el cineol, también llamado eucaliptol y se presenta en un 75% a
85% en el aceite esencial; asimismo posee terpenos y alcoholes como el pineno, canfeno,
terpinol y eugenol; ademés de aldehidos y cetonas. Aparte del aceite esencial, el eucalipto
contiene acidos como el polifendlico, elagico, alico, flavonoides (eucaliptina), taninos
(sustancias detoxificantes) y resinas. (Osawa et al., 1995)

2.1.1.4. Propiedades. El eucalipto tiene propiedades comprobadas cientificamente, el
aceite esencial es usado como antitsico, expectorante y antiséptico, la eucaliptina tiene efectos
bacteriostéaticos, el cineol y la carvona son altamente antisépticos. (Fonnegray Jiménez, 2007)

En el extracto de hoja de eucalipto se encontrd6 componentes activos antibacterianos,
antifungicos, antivirales, antiinflamatorios y antihelminticos. Dentro de estos componentes
activos estan el acido fendlico, flavonoides y taninos. (Ullah et al., 2021)

Los aceites esenciales de eucalipto son indicados para realizar inhalaciones que, gracias
a su accion, eliminan e interrumpen el crecimiento de microorganismos perjudiciales para
nuestro aparato respiratorio; también se utiliza como fungicida, caracteristica que le permite
ser administrado como antiséptico en zonas con escasoS recursos para operaciones de
desinfeccion, especialmente ambiental, para combatir la propagacién por el aire de
enfermedades como el colera. (Montoya, 1995)

Es usado frecuentemente para despejar las vias respiratorias, ya que es un magnifico
expectorante con capacidad contra la inflamacion, esta propiedad le otorga una gran ventaja
para tratamientos contra la bronquitis, gripe, faringitis, rinitis, sinusitis, asma (Damjanovi¢ et

al., 2011)
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Usado también en el tratamiento de la piel, reduciendo las manchas, forinculos y
granos; asimismo, mejora la circulacion sanguinea, pero con aplicaciones de dosis pequefias,
ya que si se aplica en altas proporciones puede irritar en la zona a tratar. (Damjanovic et al.,
2011).

En odontologia, el eucaliptol y el aceite de naranja han desarrollado una actividad
solvente de la gutapercha tan eficaz en cuanto al xilol y el halotano; ademés la sustancia
extraida de las hojas de eucalipto Ilamada eucaliptona, es considerado como un nuevo agente
cariostatico. (Oyama et al., 2002; Osawa et al., 1995)

2.1.1.5. Mecanismo de Accién. La actividad bactericida del eucalipto se debe a sus
compuestos fendlicos y monoterpenos, debido a que son capaces de tener una interaccion
inmediata con el citoplasma del patdégeno y gracias a su hidrofobicidad pueden unirse a los
lipidos de la membrana celular bacteriana, en donde ocurre una salida de iones y demas
compuestos de la bacteria. Esta actividad antimicrobiana esta relacionada con su composicion
y efectos citotoxicos, que producen dafio a la membrana celular y como resultado causa la lisis
bacteriana. (Montero et al., 2019)

En general, el efecto antimicrobiano se debe principalmente a la presencia de fenoles
como los taninos y flavonoides; ademés de los aldehidos y alcoholes. (Reyes et al., 2014)

Los compuestos fendlicos presentes en el eucalipto podrian estar relacionado con su
capacidad para unirse e inhibir la sintesis de proteinas de la pared celular de la bacteria,
produciendo una alta actividad antimicrobiana. (Seyyednejad et al., 2014)

Actualmente, una de las plantas més utilizadas como medicina natural en los Andes
peruanos es el eucalipto; fundamentalmente es empelado para tratar las afecciones respiratorias
como la faringitis y la laringitis, las cuales se encuentran entre las cinco complicaciones de

salud mas frecuentes en las provincias de Huaraz y Carhuaz, entre otras. (Brescia, 2022)
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2.1.1.6. Contraindicaciones y toxicidad. El aceite esencial de eucalipto estd
contraindicado en pacientes que sufren inflamacion gastrointestinal, de las vias biliares o
insuficiencia hepética (Fonnegra y Jiménez, 2007). También puede provocar sintomas toxicos
en forma de ataque, taquicardia, somnolencia, entre otros. Esto puede deberse por la presencia
del eucaliptol, componente presente en el aceite esencial de eucalipto. (BermuUdez et al., 2007)

Sin embargo, hay estudios que demostraron que el extracto de eucalipto a ciertas dosis
no presenta toxicidad. Bermudez et al. (2007) evaluaron la toxicidad en ratas empleando una
dosis limite de 2000 mg/kg de masa corporal, en el cual no se evidencié ningln sintoma ni
signo de toxicidad.

Ajilore et al. (2021) evaluaron la toxicidad del extracto metandlico de hojas
de Eucalyptus globulus sobre ratas, en el cual a una dosis de 300 mg/kg de peso corporal no
mostraron toxicidad en ninguna de las ratas que recibieron la dosis durante el periodo de 14
dias.

Berhan et al. (2020) evaluaron la toxicidad del aceite esencial de eucalipto en ratones y
ratas, donde no se mostr6 ningun efecto en los ratones a una dosis de 1500 mg/kg o menos,
pero causo signos de toxicidad y muerte a una dosis de 1750 mg/kg 0 mas.

Lozano et al. (2017) evaluaron la toxicidad aguda de tres enjuagues bucales a base de
Ilantén, ufia de gato y eucalipto sobre el camar6n salino, donde se determiné poca toxicidad de
estas plantas en el camarén salino, con base a los indices de toxicidad de Meyer y de Clarkson,
lo que demuestra que se podrian usar los tres enjuagues bucales, pero con cautela.

2.1.2. Laclorhexidina

La clorhexidina es una bisbiguanida que se desarroll6 en la década de 1940 en el Reino
Unido y se ha comercializado como desinfectante general. En la década de 1970 se descubrid
su actividad antiplaca y en 1976 estaba disponible como enjuague bucal. (Raszewski et al.,

2019)
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Los nombres de las sales de clorhexidina se simplifican a: clorhidrato, acetato o
gluconato de clorhexidina. La clorhexidina también existe en forma de otra sal: el fosfonato.
(Lukomska et al., 2017)

2.1.2.1. Mecanismo de accion. Comienza cuando la clorhexidina cargada
positivamente es atraida por la carga negativa en la pared celular bacteriana. La clorhexidina
forma una adsorcion fuerte y especifica a las moléculas que contienen fosfato encontradas en
la superficie de la célula bacteriana. La penetracion se origina a través de la pared celular
bacteriana, como resultado de la difusion pasiva, atrayendo hacia la membrana citoplasmatica
de la célula, dafandola y comprometiendo su integridad. Este evento permite que la
clorhexidina se infiltre en la membrana celular interna, dando resultado una mayor
permeabilidad, provocando una salida de moléculas de bajo peso molecular y componentes
citoplasmaticos que escapan del microorganismo, como los iones de potasio; llevando a la
inhibicion de la actividad de algunas de las enzimas asociadas con la membrana citoplasmatica.
En este punto, la accién antimicrobiana de la clorhexidina permanece en la etapa
bacteriostatica, pero puede revertirse si se elimina la clorhexidina. Sin embargo, si la
concentracion de la clorhexidina se mantiene estable en el tiempo o0 aumenta, se producird un
dafio celular irreversible y una etapa bactericida. En la etapa bactericida, la coagulaciéon y la
precipitacion citoplasmatica se producen mediante la formacion de complejos con compuestos
fosforilados, como el trifosfato de adenosina (ATP) y los acidos nucleicos. (Poppolo y
Ouanounou, 2022).

La clorhexidina se ha utilizado para controlar la caries dental causada por bacterias
tolerantes a los acidos como Streptococcus mutans desde la década de 1970. La exposicion
repetida a la clorhexidina para otras especies bacterianas da como resultado el desarrollo de
variantes con susceptibilidad reducida que también se vuelven mas resistentes a otros

antimicrobianos. (Kaspar et al., 2019)
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2.1.3. LaCaries

La caries constituye un proceso patologico, caracterizado por la pérdida de minerales
que esta mediada por la accién metabolica del biofilm adherido a las zonas del diente y cuando
ocurre, se produce una serie de cambios en la superficie del esmalte que permite su deteccidn
clinica y radiografica. Estas lesiones cariosas pueden manifestarse desde pequefias pérdidas de
mineral o destruccién total del esmalte, dentina o el cemento. (Moncada y Urzla, 2008)

La caries dental es un proceso complejo de causa contagiosa y traspasable, que dafian
las estructuras de las piezas dentarias, también afectan en el proceso de la alimentacion y la
nutricién; asimismo, altera la forma psicoldgica como social de quienes lo padecen. (Barreiro
y Zambrano, 2021)

2.1.3.1. Factores de la Caries. La etiopatogenia de la caries dental se debe a la
interaccion de tres factores principales: huésped, microorganismo y sustrato. Cuando estos
factores se presentan paralelamente, hace que la caries se manifieste, si uno sélo de los
componentes faltase, la caries no se desarrollaria y si ésta ya existiese, se detendria. Este
conjunto de agentes es conocido como Triada Etioldgica de Keyes. (Keyes, 1962)

Para la iniciacion de la caries dental es necesaria la interaccion de tres factores
primarios: el tejido huésped en el que se encuentra la morfologia del diente con superficie
propicia para la retencion de placa y la saliva la cual es el medio oral; el segundo factor es la
microflora bucal en la que se encuentra bacterias con potencial poder cariogénico y colonizan
la boca produciendo sustancias quimicas que pueden destruir el esmalte y la dentina; el tercer
factor es el sustrato local que se da con la ingesta frecuente de azlcares y mas si es pegajosa o
viscosa proporciona los requisitos nutricionales y energéticos para la microflora. (Villafranca
et al., 2005).

Estas interacciones de factores modulan la transicion de una condicion saludable a un

estado de enfermedad, como la caries dental, que se caracteriza por el establecimiento de
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biopeliculas cariogénicas en la superficie del diente susceptible y muchas veces conduce a la
cavitacion a traves de la disolucion acida del esmalte. (Bowen y Koo, 2011)

Los microorganismos principales relacionados a esta enfermedad de la caries son
aquella que participan en el desarrollo inicial de la enfermedad, como el Streptococcus mutans
que esté relacionado con la biopelicula de la placa cariogénica y asociada a su comienzo;
ademas, en la saliva hay un aumento de estos microorganismos antes de la formacién de la
caries y los que participan en la progresion de lesiones establecidas, aqui se encuentran los
Lactobacilos, Actinomyces y otros microorganismos capaces de sobrevivir y proliferar en
medio &cido. (Negroni, 2009)

Las dos especies de estreptococos mas comunmente aislados de muestras de dientes
son Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus. Siendo mas cariogénico el Streptococcus
mutans; debido a que las proteinas especificas de su superficie celular ayuda en su unién
primaria al diente, mientras que el Streptococcus sobrinus carece de tales proteinas.
(Coykendall, 1989)

2.1.4. Streptococcus Mutans

El Streptococcus mutans es un microorganismo gram positivo identificado por Clarke
en 1924 a partir de lesiones cariosas en personas. Es una bacteria anaerobia facultativa, ya que
puede crecer en presencia de oxigeno y también puede sobrevivir en ausencia de oxigeno; sin
embargo, su crecimiento éptimo sucede en anaerobiosis. Se denomind Streptococcus mutans
porque presenta formas mutantes: en un medio acido presenta forma ovalada y en un medio
alcalino se presenta en forma de coco o redondeada. El Streptococcus mutans en los nifios se
adquiere y se transmite a traves de la saliva de las madres y la presencia permanente de estos
microorganismos empieza con la erupcién de los primeros dientes en la cavidad oral; ya que

requiere la presencia de tejido duro no descamativo para su colonizacion. (Gutiérrez, 2006)
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El Streptococcus mutans al ser un anaerobio facultativo puede sobrevivir en cualquier
lugar de la cavidad oral y también puede fermentar la mayoria de los azucares y alcoholes
presentes en los alimentos como glucosa, sacarosa, lactosa, manitol, sorbitol, etc. (Okada et al.,
2005)

2.1.4.1. Factores de virulencia. Los factores de virulencia cariogénicos
de Streptococcus mutans conducen a una abundante produccion de &cido, tolerancia al acido y
formacion estable de biopeliculas. (Banas, 2004)

En los principales factores de virulencia del Streptococcus mutans estan: su capacidad
para producir acidos organicos a través del metabolismo de los carbohidratos de la dieta
(acidogeneidad) y para resistir sobreviviendo en un entorno de pH éacido. (Beighton, 2005; Zhu
etal., 2017)

El Streptococcus mutans presenta una serie de factores cariogénicos: tiene poder
acidégeno porque producen acidos; poder acidéfilo porque son muy tolerantes en el medio de
pH acido; poder acidurico porque siguen produciendo acidos en un medio de pH acido; tiene
rapido metabolismo de los azlcares a acido lactico y a otros acidos organicos; pueden
conseguir el pH critico causando la desmineralizacion del esmalte mas rapido que cualquier
otro microorganismo; producen polisacaridos extracelulares a partir de la sacarosa; por ultimo,
produce y moviliza los polisacaridos intracelulares. (Liébana, 2002)

A. Produccion de polisacaridos extracelulares. La sintesis de polisacaridos
extracelulares se da a través de las enzimas glucosiltransferasas adsorbidos en la superficie,
estas enzimas sintetizan glucanos complejos a partir de la sacarosa de la dieta in situ, que son
criticos para la acumulacion de bacterias en la superficie del diente y contribuyen a la integridad

estructural y voluminosa de las biopeliculas. (Schilling y Bowen, 1992)
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El Streptococcus mutans metaboliza la sacarosa para sintetizar glucanos solubles y/o
insolubles en agua. Las reacciones son catalizadas por tres isoenzimas de glucosiltransferasas
(GTF); es decir, GTF-B, GTF-C y GTF-D. (Monchois et al., 1999)

El glucano tiene una caracteristica pegajosa facilitando la adherencia de las bacterias al
diente y resistiendo su desprendimiento por fuerzas mecéanicas normales, como la masticacion
y la deglucién. Ademas, el Streptococcus mutans produce tres proteinas de unién a glucano
(Gbps), GbpA, GbpB y GbpC; ha sido probado que estas proteinas tienen un papel importante
en la mediacién de la adherencia dependiente de la sacarosa. (Matsumura et al., 2003)

B. Aciduricidad, acidogenicidad y acidofilicidad. El Streptococcus mutans tiene la
capacidad de producir rdpidamente grandes cantidades de acido (acidogenicidad), tolerar la
exposicion a ambientes de pH acido (acidofilicidad) y producir acido en un ambiente ya &cido
(aciduricidad). En comparacion con otras bacterias probadas, in vitro, los streptococos mutans
generalmente son capaces de producir &cido mas rapidamente, para producir la mayor cantidad
cuando se exponen a un entorno de pH bajo y para sobrevivir a la exposicion a condiciones
acidas (de Soet et al., 2000; Kohler et al., 1995)

Se observé una disminucion considerable del pH de 7,0 en la cavidad bucal unos
minutos después de un enjuague con glucosa. Esto implica que la bacteria es rdpidamente
acidogénica. Esto esta mediado por un sistema de fosfotransferasa altamente eficiente para la
glucosa y la sacarosa. (Kleinberg, 2002; Nascimento et al., 2004)

C. Sintesis de polisacaridos intracelulares. El Streptococcus mutans sintetiza
polisacaridos intracelulares (IPS) similares al glucdgeno, en presencia de glucosa extracelular
y sacarosa. Estos IPS son homopolimeros de glucosa con enlaces a (1-4) y a (1-6). El
metabolismo de IPS puede favorecer el desarrollo de caries al prolongar el tiempo de
exposicion a los acidos organicos cuando la bacteria esta desprovista de una fuente externa de

alimento. (van Houte et al., 1970)
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Si hay exceso de azucar disponible, ademas de producir acidos orgénicos y matriz, se
forma polisacarido intracelular. EI IPS de Streptococcus mutans es un polimero del tipo
glucégeno-amilopectina, con glucosa unida a a-(1, 4) y a-(1, 6), y se almacena en forma de
granulos intracelulares. ElI IPS se puede utilizar como fuente de carbohidratos para la
fermentacion al agotarse los nutrientes. La utilizacion de IPS puede prolongar la produccion
de &cido y, por lo tanto, aumenta el periodo de disminucion del pH de la placa en reposo (entre
comidas), lo cual es un factor que contribuye a la incidencia de caries. (Busuioc et al., 2009)

Numerosos informes confirman a los polisacaridos intracelulares como contribuyente
importante a la cariogenicidad de Streptococcus mutans. (Harris et al., 1992)

D. Sintesis de glucanos y fructanos. A partir de la sacarosa actuaran enzimas como
glucosil y fructosiltransferasas (GTF y FTF), las cuales originan como producto los polimeros
glucano y fructano. Estos glucanos insolubles consiguen ayudar a la célula a adherirse al diente

y ser utilizado como reserva de nutrientes. (Duque et al., 2006)
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I1l.  METODO

3.1. Tipo de investigacion

Experimental in vitro, prospectivo, longitudinal y analitico.
3.2. Ambito temporal y espacial

El extracto etandlico de eucalipto y los cultivos para la prueba de sensibilidad fueron
realizados en Lima, Perd; en el Centro Control Analitico de la facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. (Anexo A)
3.3. Variables
Variable Independiente

o El extracto etandlico de Eucalyptus globulus (eucalipto).
Variable Dependiente

o Efecto antibacteriano.
Grupo de control positivo

o Clorhexidina al 0.12%

3.3.1. Operacionalizacion de las variables

Variables Definicion Indicadores Escala Valor
El extracto Sustancia concentrada . 25%
1 . Porcentajes de
etandlico de de eucalipto, cuyas . - 50%
. disolucion del . 0
Eucalyptus propiedades presentan 1 Nominal
- extracto etandlico 75%
globulus efectividad .
. . . de eucalipto.
(eucalipto) antibacteriana. 100%
Es la capacidad de ~
1a capac Tamario del - .
inhibicion del -/ Diametro del
L diametro del halo
Efecto crecimiento de las R ) halo de
. . . . de inhibicion Razon . ... ..
antibacteriano bacterias debido a la inhibicién (0-
. formado alrededor
presencia de un agente X mm.)
del pozo.

antibacteriano
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3.4. Poblacion y muestra
3.4.1. Poblacion

Cepas de la bacteria anaerobia facultativa Streptococcus mutans (ATCC 25175).
3.4.2. Muestra

El tamafio muestral se calculd a partir de una formula de comparacion de medias, en
donde se considerd un nivel de confianza del 95% y una potencia del 80%. Los parametros de
media y desviacion estandar fueron tomados de un estudio previo (Vela, 2017). Por lo cual, se
determino 10 lecturas por grupo de prueba. (Anexo B)
3.5. Instrumentos

Se observd directamente y se emple6 como instrumento la regla de vernier para realizar
la medicion del diametro del halo inhibitorio formada por el extracto etandlico de eucalipto al
25%, 50%, 75%, 100% y como grupo control positivo la clorhexidina al 0.12% frente al
Streptococcus mutans cepa ATCC 25175, a las 24 y 48 horas. Asi mismo, los valores
expresados en milimetros (mm) fueron registrados una ficha de recoleccion de datos
confeccionada por la autora de esta investigacion. (Anexo C)
3.6. Procedimientos
3.6.1. Elaboracion del extracto etanélico

Se recolecté las hojas de eucalipto en la ciudad de Cerro de Pasco, Departamento de
Pasco, Peru.

A partir de 1kg de hojas de eucalipto limpias y bien lavadas, fueron llevados a la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM.

Se dejo secar las hojas de eucalipto a temperatura ambiente, luego se procedio a la
colocacion en la estufa a una temperatura de 40°C por un periodo de 4 dias y se comprobaron
gue se encuentren completamente secas para luego pasar a molerlas mecanicamente. Luego de

verificar que las hojas estén totalmente secas, se trituraron hasta que estuvieran completamente
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pulverizadas, se procedio a pesar 200g de las hojas pulverizadas y se almacenaron en un frasco
ambar en la oscuridad con 1000 ml de etanol a 96° por un tiempo de 2 semanas, agitando el
frasco mecanicamente cada 6 horas. Luego se filtré el macerado con papel filtro Whatman
N°42 y finalmente se prepararon las concentraciones al 25, 50, 75 y 100 mg/ml, las cuales
fueron guardadas en frascos color &mbar estériles y almacenadas en refrigeracion. (Anexo D y
E)

3.6.2. Obtencidn de la cepa

La cepa utilizada en la presente investigacion fue el Streptococcus mutans ATCC
25175 obtenida del laboratorio GenLab del Pert, debido que cuentan con los certificados de
andlisis que garantizan la calidad y distribucién de la cepa bacteriana. (Anexos Fy G)

3.6.3. Preparacion de los medios de cultivo

La preparacion fue con 100 ml de agar de cerebro-corazon, segun las instrucciones
del fabricante (52 gramos para 1 litro de agua destilada) esta solucién fue almacenada en un
frasco de vidrio y posteriormente se esterilizé en autoclave. El agar ya esterilizado se dejo6
enfriar en bafio maria a 45-50°C para ser vertidos en las placas Petri estériles.

Se prepararon 800 ml de agar Mueller Hinton en un frasco de vidrio de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (34 gramos para 1 litro de agua destilada). Se esterilizo el agar en
autoclave a 121°Cy 15 Ib/pg2 por un lapso de 15 minutos, luego de la autoclave se dej6 enfriar
a bafio maria a una temperatura de 45 - 50°C, una vez obtenido un preparado fresco y tibio se
vertio a las placas Petri de vidrio estériles, de esta forma, dando un fondo uniforme de
aproximadamente de 4 mm, correspondiendo a un 25- 30 ml para placas de 90 mm de didmetro.
Ya distribuido el agar se dejo solidificar a temperatura ambiente. El pH de cada lote de agar
Mueller Hinton debe tener necesariamente un pH entre 7,0-7,6; esta medicion se puede obtener
sumergiendo el bulbo de electrodo del potenciometro en el agar antes de colocar en la

autoclave.
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3.6.4. Activacion de la cepa

En las placas con agar de cerebro-corazon se encontro la cepa refrigerada entre un rango
con temperatura de 4 a 8°C., luego se tomé una colonia de la cepa con el asa bacteriol6gica
para ser sembrados en tubos con caldo de cerebro-corazon estéril y se llevo a la incubadora a
37°C por un lapso de 24 horas, se observo una turbidez demostrando el crecimiento de la cepa.
Se procedid a sembrar a las placas con agar de cerebro-corazon, luego se llevo 24 horas a la
incubadora a una temperatura de 37°C.

Se prepard 100ml de suero fisioldgico estéril (cloruro de sodio 0.9%), de los cuales se
agregd volumenes de 10ml a 4 tubos estériles.
3.6.5. Preparacion del in6culo

Se tomd una cierta cantidad de colonias del microorganismo Streptococcus mutans
ATCC 25175 para ser diluida en tubos de ensayo conteniendo 10 ml de suero fisioldgico estéril,
se observd una turbidez correspondiente al tubo N°1 de la escala de MacFarland,
correspondiendo una concentracion de 3x108 ufc/ml.

De estas soluciones obtenidas se realizaron diluciones de 1 en 3, en el cual se tomaron
3 ml y se diluyeron a un volumen de 9 ml con suero fisiol6gico en tubos con tapa rosca y se
obtuvo soluciones resultantes a una concentraciéon de 1x108 ufc/ml.
3.6.6. Inoculacion de las placas

En 10 placas con agar Mueller Hinton se incorpor6 100 ul de cada indculo bacteriano
del preparado anterior (1x108 ufc/ml) esparciendo los indculos en forma paralela y por toda la
superficie de las placas, con de una espatula de Drigalsky y de esta forma obtener un
crecimiento homogeneo. Este proceso se repitio en dos oportunidades mas, rotando la placa a
60°; posteriormente se dejo secar de 3 a 5 minutos antes de hacer los pocillos. Todo este
procedimiento debe realizarse con sumo cuidado para evitar problemas en la realizacion de las

lecturas.
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3.6.7. Formacion de los pocillos

Se formaron 6 pocillos con un sacabocado esterilizado en alcohol y flameado en el
mechero, distribuyéndose de manera uniforme y a 15 mm del borde de la placa para evitar
alguna superposicién de los halos de inhibicion.
3.6.8. Sembrado de las muestras y controles

En los 6 pocillos de cada una de las 10 placas Petri se afnadieron 40ul de las 4
concentraciones del extracto etanolico de eucalipto, también se afiadié 40ul del control positivo
(clorhexidina al 0.12%) y finalmente 40uL del control negativo (agua destilada).
3.6.9. Incubacion

Estas 10 placas preparadas con las diluciones de la muestra y los controles fueron
llevados a una incubadora a 37°C por un periodo de 24 y 48 horas. (Anexos H)
3.6.10. Fase post analitica

Finalmente, cada placa fue examinada a las 24 y 48 horas de incubacion, se midieron
en milimetros los didmetros de la zona de inhibicién completa, pasando por el centro de cada
pocillo, esta medicidn se realizo tres veces para cada pocillo, estos tres valores se promediaron
y se redondearon para registrarlo como un nimero natural. Es importante que las zonas de
inhibicion sean uniformemente circulares con una capa homogénea de crecimiento bacteriano.
(Anexos 1)
3.7. Anélisis de datos

Se confecciond una base de datos utilizando el programa Excel, los resultados
posteriormente fueron exportados y procesado con el paquete estadistico SPSS® (Statistical
Package for the Social Sciences) version 24. Para el analisis descriptivo se utiliz6 medidas de
tendencia central (media aritmética y mediana) y dispersion (desviacion estandar, minimo y
méaximo) para describir el comportamiento de la variable dependiente estudiada. Luego para el

analisis inferencial se realizé primero la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y la prueba de
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homogeneidad de varianzas de Barlett (Anexo J), cuyos resultados demostraron que los datos
reunian los requisitos para aplicar pruebas paramétricas; por ello, se comparé los halos de
inhibicion con el Test de Anova, luego para evaluar entre que concentraciones del extracto
habia diferencias significativas se utilizo la prueba de comparacion maltiple de Bonferroni. Por
ualtimo, para la comparacion entre tiempos se utilizo la prueba Wilcoxon y la prueba t de
Student, y asi obtener un resultado prospectivo de un antes y un después. EI nivel de

significancia que se uso fue de 0.05 con un nivel de confianza de 95%.
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V. RESULTADOS

En el presente estudio se utilizd extractos etandlico de eucalipto en concentraciones de
25%, 50%, 75% y 100% con la finalidad de evaluar el efecto antibacteriano in vitro sobre
cultivos de cepas del Streptococcus mutans ATCC 25175 en 10 muestras durante un periodo
de 24 y 48 horas.

Al comparar a las 24 horas la media del halo inhibitorio de la clorhexidina al 0.12% y
extracto etanolico de eucalipto al 25%, 50%, 75% y 100% frente al Streptococcus mutans
ATCC 25175 se observé mayor halo de inhibicion en el grupo del extracto etandlico al 100%
con una media de 21.67 mm £ 1.96 mm; la clorhexidina al 0.12% formé un halo inhibitorio
con una media de 17.50 mm £1.39 mm y el didmetro méas bajo se obtuvo con el extracto
etanolico al 25% con 12.92 mm * 0.99 mm; asimismo, se determind diferencias significativas
entre todos (p<0.05), excepto entre la clorhexidina al 0.12% y extracto etanolico de eucalipto
al 75% (p>0.05).

Al comparar a las 48 horas la media del halo inhibitorio de la clorhexidina al 0.12% y
extracto etandlico de eucalipto al 25%, 50%, 75% y 100% frente al Streptococcus mutans
ATCC 25175 se observd mayor halo de inhibicion en el grupo del extracto etandlico al 100%
con una media de 20.12 mm £ 2.00 mm; la clorhexidina al 0.12% formé un halo inhibitorio
con una media de 17.00 mm £ 1.12 mm y el didmetro mas bajo se obtuvo con el extracto
etanolico al 25% con 11.53 mm * 1.55mm; asimismo, se determind diferencias significativas
entre todos (p<0.05), excepto entre la clorhexidina al 0.12% y el extracto etandlico de eucalipto

al 75% (p>0.05).
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Tabla 1
Valores descriptivos de los diametros de los halos inhibitorios del extracto etanolico de

eucalipto al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24

horas.
Grupo N° Media DS Mediana Min. Max.
Extracto 100% 10 21.67 1.96 21.41 19.57 25.97
Extracto 75% 10 18.08 0.91 18.37 16.66 19.29
Extracto 50% 10 14.78 1.31 14.34 13.36 17.39
Extracto 25% 10 12.92 0.99 12.52 12.03 15.34

Nota. Se observa que a las 24 horas el extracto etandlico de eucalipto al100% presenté un
mayor valor de la media del halo inhibitorio (21.67 mm = 1.96 mm), mientras que el extracto
etandlico de eucalipto al 25% presentd un menor valor de la media del halo inhibitorio (12.92
mm £ 0.99 mm). Ademas, el valor minimo y méximo de medias de todos los grupos fue de

12.03 mm y 25.97 mm respectivamente.
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Figura l.

Distribucion de los valores del halo inhibitorio para los grupos evaluados a las 24 horas
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Nota. Se observa que la mediana del halo de inhibicion del extracto etandlico de eucalipto al
100% presentd un mayor valor de la mediana comparado con las otras concentraciones de 75%,
50% y 25%.

Tabla 2

Valores descriptivos de los didmetros de los halos inhibitorios del extracto etandlico de

eucalipto al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 48

horas.
Grupo N° Media DS Mediana Minimo Maximo
100% 10 20.12 2.00 19.68 17.70 24.67
75% 10 16.85 1.37 16.66 14.96 19.09
50% 10 13.80 0.90 13.90 12.48 15.53
25% 10 11.53 1.55 11.86 7.74 13.18

Nota. Se observa que a las 48 horas que el extracto etanélico de al 100% tuvo un mayor valor
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de la media del halo inhibitorio con (20.12 mm + 2.00 mm); mientras que el extracto etanolico
de eucalipto al 25% present6 un menor valor de la media del halo inhibitorio (11.53 mm £ 1.55
mm). Ademas, el valor minimo y maximo de medias de todos los grupos fue de 7.74 mm y
24.67 mm respectivamente.

Figura 2

Distribucion de los valores del halo inhibitorio para los grupos evaluados a las 48 horas
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Nota. se observa que la media del halo de inhibicion del extracto etandlico de eucalipto al 100%

presentd un mayor valor, cercano a 20 mm, comparado con las otras concentraciones de 75%,

50% y 25%.
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Tabla 3

Valores descriptivos de los diametros de los halos inhibitorios de la clorhexidina al 0.12% a

las 24 horas.
Grupo N° Media DS Mediana Minimo Maximo
Clorhexidina 10 17.50 1.39 17.63 15.39 19.63

Nota. Se observa que a las 24 horas la media del halo de inhibicion de la clorhexidina 0.12%
fue de 17.50 mm con una desviacién estandar de 1.39 mm.
Figura 3

Distribucion de los valores del control positivo, clorhexidina al 0.12%, a las 24 horas.
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Nota. Se observa la distribucion de los valores del control positivo, clorhexidina al 0.12%, con

un valor medio entre 17 y 18 mm a las 24 horas.
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Tabla 4

Valores descriptivos de los diametros de los halos inhibitorios de la clorhexidina al 0.12% a

las 48 horas.
Grupo N°  Media DS Mediana Minimo Maximo
Clorhexidina 10 17.04 1.12 17.07 15.29 18.49

Nota. Se observa que a las 48 horas la media del halo de inhibicion de la clorhexidina 0.12%
fue de 17.07 mm con una desviacién estandar de 1.12 mm.

Figura 4

Distribucion de los valores del control positivo, clorhexidina al 0.12%, a las 48 horas.
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Nota. Se observa la distribucion de los valores del control positivo, clorhexidina al 0.12%, con

un valor de la media de 17 mm a las 48 horas.
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Tabla5
Comparacion del promedio del didmetro de los halos inhibitorios del extracto etandlico de
eucalipto al 25%, 50%, 75% y 100% y la clorhexidina al 0.12% sobre el Streptococcus mutans

ATCC 25175 a las 24 horas.

Control Extracto Extracto Extracto
Grupo
positivo 100% 75% 50%
Extracto 100% 4.17*
P 0.001
Extracto 75% 0.58 -3.59*
P 1.00 0.001
Extracto 50% -2.72* -6.89* -3.29*
P 0.001 0.001 0.001
Extracto 25% -4.57* -8.75* -5.15* -1.86*
P 0.001 0.001 0.001 0.039

Nota. Al realizar la prueba post-hoc de comparaciones mdltiples por pares de Bonferroni, se
determiné diferencias significativas entre todos (p<0.05), excepto entre la clorhexidina al
0.12% vy el extracto etandlico de eucalipto al 75% (p>0.05). *La diferencia de medias es

significativa en el nivel 0.05.



35

Figura 5
Comparacion del promedio del didmetro de los halos inhibitorios del extracto etandlico de
eucalipto al 25%, 50%, 75% y 100% y la clorhexidina al 0.12% sobre el Streptococcus mutans

ATCC 25175 a las 24 horas.
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Nota. Se observa que el valor de la media del extracto etandlico de eucalipto al 100% presento

el mayor valor cuando se comparé con los otros grupos a las 24 horas.



36

Tabla 6
Comparacion del promedio del didmetro de los halos inhibitorios del extracto etandlico de
eucalipto al 25%, 50%, 75% y 100% y la clorhexidina al 0.12% sobre el Streptococcus mutans

ATCC 25175 a las 48 horas.

Concentracion Control positivo 100% 75% 50%
100% 3.08*
P 0.001
75% -0.19 -3.27*
P 1.00 0.001
50% -3.24* -6.31* -3.05*
P 0.001 0.001 0.001
25% -5.51* -8.58* -5.31* -2.27*
P 0.001 0.001 0.001 0.01

Nota. Al realizar la prueba post-hoc de comparaciones multiples por pares de Bonferroni, con
esta se determind diferencias significativas entre todos (p<0.05), excepto entre la clorhexidina
al 0.12% vy el extracto etandlico de eucalipto al 75% (p>0.05). * La diferencia de medias es

significativa en el nivel 0.05.
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Comparacion del promedio del diametro de los halos inhibitorios del extracto etandlico de

eucalipto al 25%, 50%, 75% y 100% y la clorhexidina al 0.12% sobre el Streptococcus mutans

ATCC 25175 a las 48 horas.
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Nota. Se observa que el valor de la media del extracto etandlico de eucalipto al 100% presento

el mayor valor cuando se comparé con los otros grupos a las 48 horas.
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Tabla 7
Comparacion del promedio del didmetro de los halos inhibitorios del extracto etandlico de
eucalipto al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24

horas vs 48 horas.

Diametro de halo de inhibicion (mm) extracto etandlico de eucalipto

24 horas 48 horas
24h vs
Concentracion Media DS Mediana DIC Media DS Mediana DIC

48h
100% 2167 196 2141 114 20.12 200 1968 1.25 0.0051*
75% 18.08 091 1837 0.72 16.85 137 16.66 1.13 0.0025**
50% 1478 131 1434 024 13.80 090 1390 0.49 0.0051*
25% 1288 1.02 12.46 05 1153 155 1186 0.91 0.0051*

Nota. Para las concentraciones de 100%, 50% y 25% se aplicd la prueba signo rango de
Wilcoxon y se encontrd que existen diferencias significativas de la mediana del diametro de
los halos inhibitorios del extracto etandlico de eucalipto sobre el Streptococcus mutans ATCC
25175 entre las 24 horas y 48 horas con un valor de p= 0.0051. Para la concentracion de 75%
se aplicé la prueba t de Student y se encontrd que existen diferencias significativas de la media
del didmetro de los halos inhibitorios del extracto etanélico de eucalipto sobre el Streptococcus
mutans ATCC 25175 entre las 24 horas y 48 horas con un valor de p= 0.0025. *Prueba signo

rango de Wilcoxon, p<0.05 significativo. ** Prueba t de Student, p<0.05 significativo.
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Grafico combinado del valor medio y mediana del halo de inhibicion segun concentracion de

eucalipto
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Nota. Se observa que el valor de la mediana para la concentracion de eucalipto al 100% fue

mayor para el grupo 24 horas que a las 48 horas, la media para eucalipto al 75% fue mayor

para el grupo 24 horas que para el grupo 48 horas, la mediana para la concentracion de eucalipto

al 50% fue mayor para el grupo 24 horas que a las 48 horas, en el grupo de 24 horas se presentd

valores extremos, la mediana para la concentracion de eucalipto al 25% fue mayor para el grupo

24 horas que a las 48 horas con valores extremos en ambos grupos.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Actualmente la medicina natural esté siendo utilizada como tratamiento alternativo en
las enfermedades que son causadas por diversos microorganismos como las bacterias patdégenas
relacionadas a la cavidad oral; por ello, se busca estudiar la efectividad antibacteriana de
plantas medicinales; por lo cual nuestro proposito fue determinar la efectividad antibacteriana
in vitro del extracto etandlico de Eucalyptus globulus (eucalipto) al 25%, 50%, 75% y 100%
sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175.

Nuestros resultados demuestran que el extracto etandlico de eucalipto a las diferentes
concentraciones si presenta efectividad antibacteriana sobre el Streptococcus mutans, debido a
que formaron halos inhibitorios, siendo el extracto de eucalipto al 100% con un mayor didmetro
de 21.67mm. a las 24 horas.

Se demostrd en nuestro estudio que a mayor concentracion del extracto etandlico de
eucalipto existe un mayor incremento del halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans
ATCC 25175, siendo el 25% con menor halo inhibitorio y el 1200% con mayor halo inhibitorio;
coincidiendo con el estudio realizado por Cahuana y Condéri (2017), donde determinaron el
efecto inhibitorio a diferentes concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 % sobre la bacteria
Streptococcus mutans, demostrando que a mayor concentracion se da mayor halo inhibitorio;
es posible que, a mayor concentracién presentan mayor componentes activos, por lo cual
existan mayor efecto antibacteriano. De la misma manera, coinciden con los resultados de Vela
(2017) cuyo estudio determind que el promedio de los halos de inhibicion de crecimiento de
Streptococcus mutans fue mayor con el extracto etandlico de eucalipto al 100% que a
concentraciones de 75% y 50%.

En nuestra investigacion el extracto etandlico de eucalipto al 100% presenté el mayor
efecto inhibitorio sobre el Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas, dichos resultados tienen

concordancia con el estudio de Abad (2019), quien determind el efecto inhibitorio del aceite
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esencial de eucalipto con diferentes concentraciones: 25 %, 50 %, 75 %y 100 % y como control
positivo utilizo la clorhexidina al 2 %, observando que a las 24 y 48 horas la concentracion al
100% obtuvo el mayor efecto inhibitorio; esto se puede deber a que el eucalipto presenta
compuestos fendlicos.

Se realizaron 10 placas donde se observo que la clorhexidina al 0.12% obtuvo menor
didmetro de halo inhibitorio que el extracto etanolico de eucalipto al 100%, lo que difiere con
el estudio realizado por Carranza (2020) en el cual se evalud el efecto del extracto de eucalipto
sobre del crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 horas en 10 placas
mediante el analisis microbioldgicos de discos, donde se determind que el halo inhibitorio
promedio de la clorhexidina al 0.12% fue mayor que el halo inhibitorio promedio del extracto
puro de eucalipto al 100%; probablemente se deba a que en ambos estudios se usaron diferentes
métodos de andlisis microbioldgicos. De la misma manera, difiere con la investigacion
realizada por Spoorthi et al. (2017), quienes evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos
metandlicos de hojas de eucalipto a diferentes concentraciones mediante el analisis
microbioldgicos de difusion en pozo para determinar la zona de inhibicion contra formas puras
de Streptococcus mutans, como control positivo usé la clorhexidinay el ciprofloxacino, cuyos
resultados demostraron que la clorhexidina obtuvo mayor diametro de halo inhibitorio que los
otros grupos; esto puede ser debido a que se usaron diferentes concentraciones para los grupos
de clorhexidina y del extracto de eucalipto en los estudios.

En nuestro estudio a las 24 horas el extracto etandlico de eucalipto a diferentes
concentraciones obtuvo mayor diametro de halo inhibitorio comparado con el estudio realizado
por Espin (2019), quien determind que el aceite esencial de eucalipto a diferentes
concentraciones de 50%, 75% y 100% a las 24 horas, present6 efecto antimicrobiano hacia el
Streptococcus mutans pero con menor diametro con respecto a nuestro trabajo; probablemente

se deba, a que el extracto y el aceite de eucalipto contienen diferentes componentes activos.



42

VI. CONCLUSIONES

o Se concluye que el extracto etanolico de eucalipto al 25%, 50%, 75% y 100% si
presenta efectividad antibacteriana sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175.

o A las 24 horas, el extracto etanolico de eucalipto al 100% obtuvo mayor media
de halo inhibitorio, mientas que el extracto etanolico de eucalipto al 25% presentd la menor
media de halo inhibitorio.

. A las 48 horas, el extracto etandlico de eucalipto al 100% obtuvo mayor media
de halo inhibitorio, mientas que el extracto etanolico de eucalipto al 25% present6 la menor
media de halo inhibitorio.

o Se observo que el extracto etandlico de eucalipto al 100% a las 24 horas presento
mayor promedio de didmetro de halo de inhibicion, estadisticamente significativo, que la
clorhexidina al 0.12%. (p<0.05)

. Se observd que el extracto etandlico de eucalipto al 100% a las 48 horas presentd
mayor promedio de diametro de halo de inhibicion, estadisticamente significativo, que la
clorhexidina al 0.12%. (p<0.05)

o Se demostr6 que el promedio del halo inhibitorio sobre el Streptococcus mutans
se incrementa, estadisticamente significativo, a medida que la concentracién del extracto

etanolico de eucalipto aumenta. (p<0.05)
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VII. RECOMENDACIONES

o Se recomienda evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
eucalipto en otros microorganismos como la Porphyromonas gingivalis, la Candida albicans,
los Lactobacillus, los Actinomyces, etc.

o Se sugiere comparar el efecto antibacteriano del extracto etanolico de eucalipto
con otros agentes antiplaca y antimicrobianos, en un estudio in vitro.

. Se recomienda promover estudios cientificos sobre nuestros productos naturales
en la aplicacion del campo odontolégico.

o Se sugiere evaluar los componentes activos presentes en el extracto etandlico de
eucalipto a través de la marcha fitoquimica, asi como la posibilidad de aislar cada componente.

o Se recomienda realizar estudios “in vivo” para evaluar la efectividad y la
toxicidad que pueden generar los componentes activos del eucalipto a fin de demostrar si los

resultados “in vitro” son similares.
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IX. ANEXOS

Anexo A: Carta de presentacion dirigida a la Facultad de Farmacia y Bioquimica - UNMSM
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Anexo B: Formula de comparacion de medias

_ (Za+Zp)? x(ST+5D)
n= 72

L= GatZy)® *(ST+S5)

dZ
(196 + 0.84)% * (1.44 +0.24)
n= (20.3 — 19.1)2
(196 + 0.84)% * (1.44 +0.24)
n= 1.22
n=9.14

n = Tamafio de muestra

Zo. = Valor Z correspondiente al riesgo deseado
Z3 = Valor Z correspondiente al riesgo deseados
§2 = Varianza

d?= Precisién o error maximo permisible
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Anexo C: Ficha de Datos
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Extracto: Extracto etanolico de Eucalyptus globulus (eucalipto)
Especw: d'e Streptococcus mutans ATCC 25175

bacteria:

Medio: Agar Muller Hinton (formacién de halo de inhibicion)

Control
Concentracion: | 25% 50% 75% 100% (Clzcr)ﬁ:j(\i/gina
0.12%)
Tiempo 24h | 48h 24h 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h
Placa #1
Placa #2
Placa #3
Placa #4
Placa #5
Placa #6
Placa #7
Placa #8
Placa #9

Placa #10




Anexo D: Fotografias de la elaboracion del extracto etandlico de eucalipto

Hojas lavadas

Molienda de hojas
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Filtrado del extracto de eucalipto.

Extracto de eucalipto en la estufa.
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Anexo E: Certificado de la elaboracion del extracto etanolico del eucalipto
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CANTIDAD 1 Kg spaes

NUMERO DE LOTE ¢

FECHA DE RECEPCION 1 03 de agosto det 2022

FECHA DE FABRICACION
FECHA DE VENCIMIENTO
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EXTRACTO ETANOLICO 0.5% (p'v) Conforme

_—

Lima, 21 de noviembre de 2022

Q. F Puul Ivin Gti
Director del Cent

BURE A VERITAS
»

Cortbiation
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Anexo F: Recibo de compra de la cepa de Streptococcus Mutans ATCC 25175

Gen Lab del Pert S.A.C
Jr. Capac Yupanqui N°. 2434

S GenlLab

RUC N°:20501262260

Lince - Lima - Pert F ACTURA
N . Central Telefénica
5 del Peru (51-1) 203-7500, (51-1) 203-7501 ELECTRONICA
Email : ventas@genlabperu.com
Web Site : www.genlabperu.com F002-002229
Page 1 of 1

Fecha emision :  21/06/2022 Orden Compra: 054031

Fecha Vcto: 21/06/2022 Guia de Remision :

Cliente:  UNIVERSIDAD NAC. FEDERICO VILLARREAL N° Pedido : 030832

Direccion: CAL.CARLOS GONZALES NRO. 285 RES. SAN MIGUEL
SAN MIGUEL - LIMA- LIMA- Peru
Tipo Mov. : ANTICIPOS

Lugar de destino: Mz PLT. 17 AV, JOSE CARLOS MARIATEGUI - SUL

RUC: 20170934289

Cédigo

Descripcion

CONTADO
Cuotas Forma Pago Importe  Fecha Venc.

1  Contado S/ 449.50 21/06/2022

Retencién (3%) S/ 0.00
Detraccion (12%) S/ 0.00
Penalidad

onto Pendiente de Paao Si 449.50

CUATROCIENTOS CUARENTA'Y NUEVE CON 50/100 SOLES

Sub-Tofal 380.93
Anticipo
Op. Gravada S/ 380.93
IGV 18% 68.57
Importe Total S/ 449.50

Representacion Impresa de la Factura Electrénica
Consulte : hitp://cpe.genlabperu.com



Anexo G: Certificado de analisis de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175
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Anexo H: Fotografias de la evaluacion del efecto antibacteriano del extracto etandlico de

eucalipto y clorhexidina al 0.12% sobre el Streptococcus mutans.

A las 24 horas.+
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A las 48 horas
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Anexo I: Informe de laboratorio y célculos

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Pert, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N° 00369 -CPF-2022

ORDEN DE ANALISIS . 0357-2022 ]

SOLICITADO POR . CHAMORRO PALACIOS MARIA DEL ROSARIO
DIRECCION * MZ.PLT. 17 AV. JOSE CARLOS MARIATEGUI - LIMA
MUESTRA . EXTRACTO ETANOLICO DE EUCALYPTUS

GLOBULUS ( EUCALIPTO)

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

RECEPCIONADO : 02 viales transparntes con tapa de goma y Parafilm rotulados
con cinta maskentape

CANTIDAD : 20 mL aprox.

FECHA DE RECEPCION : 02 de Septiembre del 2022

EFICACIA ANTIMICROBIANA

)E EUCALYPTUS GLOBULUS

MICROORGANISMO | ~ Longitudde halos de inhibicién (mm)
[ Control | Control 100% T % | &;550% 25%

| positivo | negativo

18.48 6 23.66 19.29 14.63 12,51
18.75 6 21.39 17.59 14.15 12.03
Ll 19.63 6 2248 18.26 14.23 12.53
17.42 6 21.70 18.47 14.32 1224
ATCC 25175 17.84 6 20.26 17.34 14.50 13.67
15.94 6 25.97 18.82 16.95 15.34
24 horas 16.76 6 20.04 16.66 13.92 12.28
1539 6 21.42 18.64 17.39 1324
18.56 6 19.57 16.83 14.36 13.00
16.20 6 20.20 18.85 13.36 1239

ICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO” 1S0 9001

BUREAU VERITAS
Certification

N* BR233265
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peru, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

EXTRACTO ETANOLICO DE EUCALYPTUS GLOBULUS
. RE . ( EUCAL]PTO)
MICROORGANISMO | f’ Longltud de halos de mhihicxén (mm)
: “ Control | Control “100% 5% 50% 5%
positivo | negativo
17.81 6 19.32 19.09 14.06 10.82
18.49 6 21.05 17.12 12.48 11.92
17.95 6 21.26 17.65 13.73 11.79
Stl'ep[ococclls mutans
17.28 6 20.85 18.07 12.55 10.85
ATCC 25175 16.85 6 20.03 16.06 14.12 12.68
15.69 6 24.67 15.80 14.41 7.74
48 horas 1653 | 6 18.54 14.96 13.72 12.08
15.29 6 17.70 #6219 15.58 13.18
18.37 6 18.44 15.38 14.20 12.82
16.12 6 19.29 18.14 13.21 11.45

% El tamaiio de los pocillos es de 6 mm, por lo tanto, cuando se reporta esta medida indica que no hay
formacion de halos de inhibicion.

Volumen inoculado: 40 ul.

Concentracion del inéculo: 1 x 10% UFC/mL

Control positivo: Mucoxidina 0.12%

Control negativo: agua destilada

100%, 75%, 50% y 25%: diluciones del extracto etandlico de Eucalyptus globulus (Eucalipto)

* X Kk X ¥

Lima, 27 de Octubre del 2022

-

\\a

Q.F. Paul Ivan Gutierrez Elescano -
Director del Centro de Control Analiﬁg

0, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO” 150 9001

BUREAU VERITAS
Certification

N° BR233265

v

UKAS
MANAGEMENT
SYSTEMS.

008
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Anexo J: Pruebas paramétricas
Tabla 8

Prueba de distribucién normal a las 24 horas

Prueba de Shapiro-Wilk

Variable Obs W \% z Prob>z

Control

positivo 10 0.96 0.61 -0.80 0.79
100% 10 0.89 1.74 1.01 0.16
75% 10 0.92 1.16 0.26 0.40
50% 10 0.77 3.57 2.52 0.01
25% 10 0.80 3.09 2.19 0.01

Nota: A las 24 horas todos los grupos presentan distribucion normal (p>0.05), excepto los
grupos 50% (p=0.01) y 25% (p=0.01).
Tabla 9

Prueba de distribuciéon normal a las 48 horas

Variable Obs W \% z Prob>z

Control

positivo 10 0.95 0.80 -0.37 0.64
100% 10 0.90 1.54 0.78 0.22
75% 10 0.95 0.74 -0.50 0.69
50% 10 0.94 0.86 -0.26 0.60
25% 10 0.84 2.48 1.72 0.04

Nota: A las 48 horas todos los grupos presentan distribucién normal (p>0.05), excepto el grupo

25% (p=0.04).
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Tabla 10

Homogeneidad de varianzas a las 24 horas.

Anova (Andlisis de la varianza) de un factor

Suma de Grado de Promedio de
Fuente Valor F Prob > F
cuadrados Libertad los cuadrados
Entre grupos 447.47 4 111.87 60.2 0.001
Dentro de los
83.62 45 1.86
grupos
Total 531.09 49 10.84

Nota: A las 24 horas (p=0.160) se presentan homogeneidad de varianzas (p>0.05). Bartlett's

equal-variances test: chi2(4) = 6.5737; Prob>chi2 = 0.160

Tabla 11

Homogeneidad de varianzas a las 48 horas.

Anova (Andlisis de la varianza) de un factor

Suma de Grado de Promedio de
Fuente Valor F Prob > F
cuadrados Libertad los cuadrados
Entre grupos 434.27 4 108.57 52.54 0.001
Dentro de los
92.99 45 2.07
grupos
Total 527.27 49 10.76

Nota: A las 48 horas (p=0.187) se presentan homogeneidad de varianzas (p>0.05). Bartlett's

equal-variances test: chi2(4) =6.1661; Prob>chi2 = 0.187



Anexo K: Matriz de consistencia
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el diametro del halo
inhibitorio de la
clorhexidina al 0.12%
sobre el Streptococcus
mutans ATCC 25175,
a las 24 y 48 horas.

- Comparar el
promedio del diametro
de los halos
inhibitorios del
extracto etanolico de
Eucalyptus globulus
(eucalipto) al 25%,
50%, 75% y 100% y
la clorhexidina al
0.12% sobre el
Streptococcus mutans
ATCC 25175, a las 24
y 48 horas.

Formulacion
del Objetivos Hipotesis Variables Metodologia
problema
¢Cual es la Objetivo general: Dado que el | Variable Tipo de
efectividad Evaluar la efectividad | extracto independiente: | investigacion:
antibacterian | @ntibacteriana in vitro | etandlico El extracto Experimental in
a del extracto del extracto etandlico | del etandlico de vitro, _
. de Eucalyptus Eucalyptus | Eucalyptus prospectivo,
etanolico de globulus (eucalipto) al | globulus globulus longitudinal y
Eucalyptus 25%, 50%, 75% y presenta (eucalipto) en analitico
globulus 100% sobre el propiedades | diferentes
(eucalipto) Streptococcus mutans | antimicrobi | concentraciones | Poblacion:
sobre el ATCC 25175. anas; es (25%, 50%, Cepas de
Streptococcu Objetivos probable 75%_ y 100%). Streptococcus
s Mutans especificos: que tengan Varlabl_e mutans ATCC
- Determinar in vitro | efectividad | dependiente: 25175.

ATCC 251?5 el didmetro de los inhibitoria | Efectividad

en un estudio | halos inhibitorios del | sobre la antibacteriana Muestra:

in vitro? extracto etanélico de | formacion | del extracto conformada por
Eucalyptus globulus del etandlico de 10 placas petri,
(eucalipto) al 25%, Streptococc | Eucalyptus con cepas de
50%, 75% y 100% us mutans Globulus Streptococcus
sobre el Streptococcus | cepa ATCC mutans ATCC
mutans ATCC 25175, | 25175. 25175.
a las 24 y 48 horas.
- Determinar in vitro Muestreo:

muestreo no
probabilistico
por
conveniencia.

Unidad de
analisis: Una
placa petri
inoculada con
cepa de
Streptococcus
mutans ATCC
25175.




