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RESUMEN

Este estudio tuvo como propésito determinar el efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico de las flores de Tropaeolum majus (rﬁstucrm) sobre cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175, 2019. El estudio fue de diseno experimental. La poblacién se
conformé por cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. La muestra realizada en 10
placas por cada grupo de estudio. El §. mutans fue activado y sembrado en un medio de
cultivo para luego ser expuesto a los extractos hidroetandlicos de las flores de mastuerzo en
concentraciones del 50%, 75%, 100% y un grupo control positivo. La efectividad
antibacteriana se midié mediante los halos de inhibicién bacteriana. Los resultados indicaron
que, las flores de mastuerzo al 50% obtuvo un halo promedio de 14,88 mm, al 75% un halo
de 16,93 mm, al 100% un halo de 19,96 mm y la clorhexidina al 0,12% un halo de 14.40
mm. Asimismo, al aplicar la prueba estadistica Kruskall Wallis, se obtu\ﬁ un nivel de
significancia de p<0.,05, indicando diferencia estadisticamente significativa. En conclusidn,
el extracto hidroetanélico de las flores de Tmpaeﬂ;m majus (mastuerzo) al 100% presento

mayor efecto antibacteriano sobre las cepas de S. mutans ATCC 25175.

Palabras claves: Antibacterianos, Tropaeolum, Streptococcus mutans.
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ABSTRACT

This study aimed to determine the antibacterial effechof the hydroethanolic extract of the
flowers of Tropaeolum majus (cress) on strains of Streptococcus mutans ATCC 25175,
2019. The study was of experimental design. The population consisted of strains of
Streptococcus mutans ATCC 25175. The sample consisted of 10 plaques for each study
group. The §. mutans was activated and planted in a culture medium and then exposed to
hydroethanolic extracts of cress flowers at concentrations of 50%, 75%, 100% and as a
positive control Chlorhexidine Gluconate at 0.12%. The antibacterial effect was medium
through the halos of bacterial inhibition. The results indicated that the cress flowers at 50%
obtained an average halo of 14.88 mm, at 75% a halo of 16.93 mm, at 100% a halo of 19.96
mm and chlorhexidine at 0.12 % a halo of 1440 mm. Likewise, when applying the Kruskall
Wallis statistical test, a significance level of p<0.05 was obtained, indicating a statistically
significant difference. In conclusion, the hydroethanolic extract of the flowers of
Tropaeolum majus (cress) at 100% had a greater antibacterial effect on the strains of S.

mutans ATCC 25175.

Keywords: Antibacterials, Tropaeolum, Streptococcus mutans.




I. INTRODUCCION

En la odontologia, una de las enfermedades mds frecuentes en los pacientes que llegan
al consultorio dental es la caries, esta enfermedad es una patologia infecciosa que puede
llegar a generar malestares dolorosos y funcionales en los pacientes, presenta una etiologia
multifactorial entre las cuales, una de las mds importantes es el factor bacteriano, y una de
las bacterias més&studiadas es el Streptococcus mutans (S. mutans).!

El §. mutans juega un papel importante en la formacion de la caries dental, la cual ha
sido ampliamente investigado y demostrado, ya que posee una caracterfstica importante que
es la persistencia de sus genotipos en la boca de las personas y también es conocido como
persistencia intraindividual, la cual le otorga ventajas para la supervivencia y para formar
biopeliculas, para adherirse y soportar los cambios de pH.’

En los tltimos afios se ha demostrado el efecto de muchos antimicrobianos en el mercado
odontolégico, sin embargo, estos pueden causar resistencia bacteriana, por lo cual existe la
necesidad de estudiar nuevos métodos de tratamientos alternativos para controlar estas
infecciones bucales.?

Es asi que, el uso de plantas con efecto medicinal en la odontologia, que presenta una
larga historia, ha sido utilizada por muchos afios hasta la actualidad debido a sus efectos
antiinflamatorios, antibacterianos, antioxidantes, antifiingicos, entre otros.*

Dentro de estas plantas medicinales podemos encontrar a Tropaeolum majus, conocida
como la hierba de la capuchina, la cual es una planta nativa del Perd, sin embargo, en la
actualidad se distribuye a nivel mundial, presenta unas flores grandes de color naranja,
amarillo o rojo, esta planta florece a inicios de la primavera hasta otofio y es utilizada en la
medicina popular. Asimismo, como se menciond anteriormente, la literatura cientifica
indica que estas plantas&resentan efectos antibacterianos, antiinflamatorios, antisépticos y
antifingicos, gracias a la presencia de isotiocianato de bencilo que se encuentran en sus
hojas y flores. 3°

Ademds, la investigadora Chirinos J, et al, en su investigacién indicé que el extracto el
extracto hidroalcohélic&del mastuerzo en concentraciones del 10, 20, 30 y 40% obtuvieron
efecto antimicrobiano frente a cepas de S. mutans. El cual fue demostrado mediante las
pruebas de Concentracion Maxima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Maxima Bactericida
(CMB). Asimismo, dicho efecto fue relacionado al mecanismo de acciéon de los
isotiocianatos y bencilisotiocianatos, pero no estaban bien establecidos, sin embargo, de

propusieron diversos mecanismos de accion, tales como su efectividad en la adherencia de




bacterias ya que causan alteraciones en la adhesion de la periferia de su membrana, es asi
que, la perdida de diversos fragmentos del biofilm inhibe los sistemas de regulacién como
la deteccién del quérum, asimismo, inhibe las encimas respiratorias induce la respuesta al

choque térmico, a la respuesta extricta y estrés oxidativo.®

Por todo lo antes mencionado, se formulé la siguiente pregunta ;Cudl es el efecto
antibacteriano del extracto hidroetandlico de las flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo)
sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,2019?

El presente estudio se justificé porque se buscé evaluar la actividad antimicrobiana de
los extractos de las hojas de mastuerzo en diferentes concentraciones frente a las cepas de
S. mutans, debido a que no hay muchos estudios sobre este tema a nivel nacional. Asimismo,
con estos resultados los futuros investigadores tengan un mejor conocimiento sobre dicha
planta y el efecto que tiene sobre el S. mutans. Ademads, este estudio sirve como antecedente
para futuras investigaciones. Por iiltimo, el estudio fue factible de realizar debido a la
facilidad para obtener las flores de mastuerzo, ademds que se conté con las facilidades para
potar elaborar los extractos y obtener las bacterias.

Como objetivo general: Determinar el cfcct&antibactcriano del extracto hidroetandlico
de las flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) sobre cepas de Streptococcus nmutans ATCC
25175, 2019. Y como objetivos especificos: Comparar el efectcaﬁmibacteriano del extracto
hidroetandlico de las flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 50% y 75% sobre cepas
de Streptococcus ﬁumns ATCC 25175. Comparar el efecto antibacteriano del extracto
hjdﬁctanc’)lico de las flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 50% y 100% sobre cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175. Comparar el efecto antibacteriano del extracto
hidrgetandlico de las flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 75% y 100% sobre cepas
dedﬁiepmcoccus mutans ATCC 25175. Comparar el efecto antibacteriang del extracto
hidroetandlico de las flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 50% y clorhexidina al
0.12% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Comparar el efecto
antibacteriﬂo del extracto hidroetandlico de las flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo)
al 75% y clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de las flores de Tropaeolum
majus (Mastuerzo) al 100% y clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Streptococcus mutans

ATCC 25175.




Eichel V, et al.* (Alemania, 2020) En su estudio determing el efecto antimicrobiano de la
hierba de capuchina (Tropaeolum majus) contra patégenos bacterianos orales involucrados
en periodontitis, gingivitis, pulpitis, implantitis y otras enfermedades infecciosas. La
investigacién fue de tipo experimental puro. Se realizé en una poblacion de 15 patégenos
orales, incluidos miembros de los géneros Campylobacter, Fusobacterium, Prevotella,
Parvimonas, Porphyromonas, Tanerella, Veillonella. Estos microorganismos se activaron y
luego fueron sembrados en un medio de cultivo, para luego ser expuestas a un extracto de
capuchina y una mezcla de isotiocianatos sintéticos (ITC) utilizando una prueba de dilucién
en agar. Se empled espectrometria de masas por cromatograffa de gases de espacio de cabeza
para cuantificar la cantidad de alilo, bencilo y 2-fenil-etil-ITC. Los resultados indicaron que,
todas las bacterias presentaron sensibilidad a TR/AR a base de hierbas en forma de gas y al
ITC sintético en dilucién cHgar, con excepcion de la Veillonella parvula. Los valores de
MIC se determinaron entre 50/20 mg y 200/80 mg TR/AR, y 0,0025 y 0,08 mg ITC/mL. En

Balsalam S, et al.” (India, 2019) En su estudio evalué la efectividad antibacteriana del

conclusion, la hierba de capuchina si presenté efecto antibacteriano.

extracto de las hojas de Tropaeolum majus L frente a diferentes bacterias. En esta
investigacion se producieron extractos etandlicos y extractos acuosos a base de las hojas de
mastuerzo, y luego se expusieron a bacterias como E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. typhi
y E. faecalis, los cuales fueron activados y sembrados previamente. La efectividad
antibacteriana fue medida mediante la concentracion minima inhibitoria CMLI. Los resultados
indicaron que los extractos etanélicos y acuosos de las hojas de mastuerzo mostraron una
mayor actividad de inhibicién contra Pseudomonas aeruginosa en comparacién con las
demas bacterias con un valor de MIC de 6.25 pg / ml. En conclusioén, los extractos acuoso y
etandlico presentaron efeﬁos antibacterianos.

Castillo Y. (Trujillo-Perd, 2019) En su estudio determing la efectividad antibacteriana
de los extractos etandlicos de las flores de mastﬁrzo frente a §. aureus. El estudio fue de
disefio experimental in vitro. Fue realizado en cepas de §. aureus, qﬁ fueron activados
previamente y sembrados en un medio de cultivo, el cual fue expuesto a extractos etanolicos
de las flores de mastuerﬁ en concentraciones del 10%, 30% y 60%. La efectividad
antibacteriana fue medida mediante el método de Kirby Bauer. Los rcsultadoﬂndicaron que
el extracto etandlico al 10% obtuvo un halo de inhibicién promedio de 634048 mm, la
concentracion al 30% obtuvo un halo de 1494052 mm y al 60% obtuvo un halo de

17.75+0.59 mm. En conclusion, los extractos al 30 y 60% presentaron efecto antibacteriano.




Chirinos J, et al. © (Perii, 2018) En su estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto del
mastuerzo sobre Streptococcus mutans. Para el estudio se elaboré un extracto
hidroalcohglico de mastuerzo en 10 concentraciones respectivamente del 10%,20%,30% y
40%, y la clorhexidina al 0.12% como control positivo y agua bidestilada control negativo,
los cuales fueron afiadido sobre las siembras de arrepmcac‘c‘us mutans ATCC 25175
previamente reactivadas. Se determiné la medida de los halos de inhibicién bacteriana; para
la concentracion al 10% midié&.ﬁ?mm, al 20% midio 8.33mm, al 30% midio 11.33mm, al
40% midié6 16mm y para el control p(ﬂ'tivo midié 30 mm. En conclusion, las
concentraciones del extracto de mastuerzo presentaron efecto antibacteriano frente a S.
mutans.

Jurca T, et al. ° (Rumania, 2018) En su estudio evaluaron el efecto antibacteriano y
micético del mastucrzﬁ Se realizé un extracto etandlico de las flores del mastuerzo en una
concentracién de 100 mg/ml, las cuales fueron agregadas sobre HS cepas de bacterias gram
positivas, gram negativas y Candida albicans. Para obtener el efecto antibacteriano se
midieron los halos de inhibicion. Como resultados el extracto de mastuerzo presentd
actividad sobre cepas bacterianas de Streptococcus, pero no sobre bacterias gram negativas,
tampoco presentd efectos antimicdticos frente a C. albicans. En conclusién, el mastuerzo
presentd efectos antibacterianos frente a bacterias del grupo Streptococcus con halos de
inhibicién que median entre 12 mm y 16 mm.

Mira J.! (Ecuador, 2017) Realizé un estudio evaluando&l efecto antibacteriano del
mastuerzo y tomillo sobre Staphylococcus aureus. El estudio se llevé a cabo en cepas de S.
aureus los cuales fueron previamente reactivadas y sembradas en un medio de cultivo,
ademds se elaboraron extractos acuosos de mastuerzo y aceite esencial de tomillo, en
concentraciones al 1%, 5%, 10%, 30%, 50%, 70% y 90%, con &0 repeticiones
respectivamente. Se determiné la Concentracion Minima Inhibitoria. Se determiné la
Concentracion Bactericida Minima. En cuanto a los resultados, indicaron que, los halos de
sensibilidad del aceite de tomillo al 1% fue 12.2,al 5% fue 15.35 y al 10% fue 15.9%, las
demas concentraciones no se pudo medir los halos de inhibicidn ya que el crecimiento de las
bacterias inhibié por completo las placas, y con reﬁcién al extracto de mastuerzo no se
observd ningiin halo de inhibicién sobre el S. aureus. En conclusion, el extracto de mastuerzo
no presentd efecto antibacteriano frente a S. aureus.

Bastidas Y, et al. '! (Peri, 2016) Realizaron un estudio evaluando el efecto antibacteriano

del mastuerzo frente a Penicillum sp. Este estudio se realizé en bacterias Penicillum las




cuales fueron previamente activadas y sembradas en un medio de cultivo. Se elaboraron
extractos metandlicos de flores amarillas, anaranjadas y rojas de mastuerzo en
concentraciones al 10, 20,30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,y 100%. La efectividad antibacteriana
fie medida por medio del método de Kirby Bauer o disco difusion. Los resultados indicaron
que, las flores rojas obtuvieron una inhibicién a partir de la concentracién al 60% con un
halo de 8mm, y las flores amarillas y anaranjadas a partir de unaﬁoncentracién al 70%,
asimismo, el extracto que obtuvo un mayor halo de inﬁbicién fue el extracto de las flores
rojas de mastuerzo en una concentracién al 100% con un halo de 15 mm. En conclusién, el
extracto de las flores rojas de mastuerzo al 100% presenté mayor efecto antibacteriano frente

a Penicillum sp.

Butnaiu M, et al. 2 (Ruania, 2011) Realizaron un estudio determinando el efecto
antibacteriano del mastuerzo. Para el estudio se elaboré un aceite esencial, extracto acuoso,
extracto metanélico,ﬁxtracto etandlico, y extracto de hexano de las hojas y flores de
mastuerzo, los cuales fueron agregados sobre las cepas de E. coli, Salmonella, P. aeruginosa,
¥ §. aureus, previamente actiﬁdos y sembrados en un medio de cultivo. La efectividad
antibacteriana fue medida por halo de inhibicion bacteriana. Los resultados indicaron que,
los extractos de E. coli, Salmonella, P. aeruginosa, y S. aureus, para E. coli presentaron un
halo de inhibicién de 28 mm, 13 mm, 18 mm, 16@m, y 17 mm consecutivamente, para S.
aureus fue,29 mm, 10 mm, 18 mm, 19 mm, y 23 mm. En conclusidn, estos extractos de las

hojas y flores presentaron efectos antibacterianos en bacterias Gram positivas y negativas.

La caries, es una patologia muy compleja, es un proceso de desmineralizacién del
componente inorganico de las piezas dentarias la cual va progresando con el paso del tiempo,
y va acompaiiado con la desintegracién de los componentes orgdnicos.'

Otros autores indican que, es un procedimiento dinimico, en el cual, las lesiones se van
sometiendo a diversos ciclos de desmineralizacién y remineralizacién, todo ello antes de
expresarse de manera clinica.’

Asimismo, la caries, es un procedimiento infeccioso en la cual también se observa la
ruptura del esmalte dentario, estas lesiones cariosas, se forman cuando hay una interaccién
muy compleja entre las bacterias que producen dcidos y los carbohidratos que se fermentan,
ademds de factores como la dieta, genéticos, sociales y culturales. '

La microflora, estd compuesta por microorganismos que protegen la cavidad bucal y otros

que son muy patdégenos, es asi que la caries se forma en las superficies del esmalte dentario




en la cual, las bacterias cariogénicas buscan un habitad para proliferar y formar una lesion
cariosa. Uno de las bacterias que se relaciona al origen de las lesiones cariosas es el
Streptococcus mutans 'y los Lactobacillus acidophilus, los cuales son encargados de
metabolizar los aziicares encontrados en la boca y producen dcidos desmineralizantes.'

La dieta, son alimentos con una gran cantidad de azicar que se encarga de acelerar la
actividad de las bacterias, como, por ejemplo, la sacarosa que estd compuesta por glucosa y
fructuosa y es considera como la mds cariogénica, no solo porque al ser metabolizado por
bacterias pueden producirse dcidos, sino también porque el S. mutans lo utiliza para producir
glucanos y polisacdridos extracelulares que le permite adherirse a las bacterias a las
superficies del esmalte dentario. Asimismo, una frecuencia de consumo de aziicares por mas
de tres veces al dia se reporta una prevalencia de caries del 90% en los nifios de 2 a 13 afios
de edad. '®

Asimismo, cuando hay un tiempo mayor de exposicion de los dientes en dcidos que son
producto de las bacterias, entonces hay un mayor riesgo para generar lesiones cariosas.'

Por otro lado, cuando es huésped es sensible a algunos factores etiolégicos que son
heredados como la edad, también pueden influir los trastornos endocrinos, salivales y
maloclusiones dentarias.

Factores que se asocian al huésped

- Saliva: es un fluido que tiene la funcion de proteger a las piezas dentarias de los
acidos de la cavidad bucal, ésta actlia como proteccién impidiendo que los iones
dcido se difuminen hacia los dientes, también evita el movimiento de la apatita
fuera del diente. Asimismo, el flujo de la saliva se estimula debido a la cantidad
de sacarosa que hay en la boca, generando que se diluya y degluta de la misma
forma evitando que la sacarosa se acumule.

- Microflora: dentro de todas la variedades de bacterias en la boca de las personas
encontramos a los Streptococcus que se subdividen en especies como el S. mutans
y S. sobrinus, estas bacterias son capaces de colonizar las superficies dentarias y
tienen la capacidad de neutralizar las biopeliculas convirtiéndolas en un ambiente
de pH critico, la cual favorece a la disolucién del esmalte dentario. !’

Asimismo, cabe mencionar que, para dar inicio a las lesiones cariosas, es esencial que
primero las bacterias se adhieran al esmalte dentario y para que se dé la colonizacion de

bacterias, primero debe formarse una biopelicula muy fina de proteinas de la saliva en el

esmalte que de manera comiin es conocida como pelicula adquirida.'®




Plantas Naturales

Las plantas medicinales han sido la fuente mds valiosa de moléculas con potencial
terapéutico a lo largo de la historia de la humanidad. La medicina popular de cada
civilizacion se basa en productos naturales y, en la actualidad, las plantas medicinales siguen
representando un grupo importante para la identificacion de nuevos farmacos. Estos
productos incluyen extractos de plantas enteras, exudados de plantas o sustancias activas
aisladas. Las pequefias sustancias herbales que intervienen en el proceso de curacion de las
enfermedades pueden estar involucradas por varios mecanismos con diferentes resultados,
incluida la actividad antimicrobiana, antioxidante y antiinflamatoria; ademads, también

pueden aumentar la regeneracién de la piel dafiada."

Tropaeolum majus

El T. majus, es conocida como una capuchina de jardin y es conocida por las propiedades
de sus flores. Es una planta nativa del Pert, cultivada desde épocas prehispdnicas, se
encuentra dentro de la familia de las Tropaeolaceae. Tiene hojas redondeadas, con flores de
color amarillo, anaranjado o rojizo y crece a manera de enredadera. 2021223

Es conocida como la capuchina del jardin, berro indio o berro de los monjes. Crece de
manera salvaje en las montafias de América del Sur, estas plantas se diferencian por su
tamaiio o por el color de sus flores, ademads, se distinguen mediante variedades como, brotes
cortos, brotes largos, vifias y plantas semi-trepadoras, tupidas o ramificadas. Presenta flores
grandes con cdliz bilabial y el labio inferior presenta un espolén que parecen pequefias
trompetas. La corona de las flores, presenta 5 pétalos de diferentes colores desde amarillo
hasta rojo ladrillo. Su raiz, es corta y ramificada. La planta presenta un aroma similar al ocre,
es sensible a las temperaturas bajas, las semillas brotan luego de 15 o 20 dias y florecen a

las 8 0 10 semanas. '

Composicion fitoquimica
Presentan una gran cantidad de principios activos, como: !
- Flavonoides, contienen principios activos como la quercetina, isoquercetina, luteina
- Glucotropaelésido, contiene glucotropaeplina (bencilglucosinolato)
- Acido clorogénico, como: las sales minerales, los taninos y dcido oxdlico.

- Acidos fendlicos, como: el dcido vanilico, catéico y el p — hidroxibenzoico.




- Acidos esenciales como: los heterdsidos sulfurados que liberan isotiocianato de bencilo.
- Heleninay mjasina que estan presentes en las flores
- Pigmetos con sorbusina, carotenoides, resinas y pectinas.

. . . 2
- Presentan un alto contenido de vitamina C.>!

Mecanismo de Accién: El efecto antibacteriano de las flores de mastuerzo puede darse
debido a la presencia de los flavonoides tales como la quercetial y el cencilisotiocianato, ya
que la accién antibacteriana de este se debe a que se inhibe la sintesis de dcidos nucleicos y
se informa que los anillos B de los flavonoides juegan un papel importante en la interrelacién
que inhibe la sintesis del ADN y ARN bacteriano. Por otro lado, la quercetina que es un
flavonoide también actda inhibiendo el ADN girasa.!

El mastuerzo tiene glucosinolatos que contienen azufre y son liberados al idrolizarse
€COMO un mecanismo para dcfendersedle otras bactrias. Asimismo, los isotiocianatos son
considerados como los componentes mds bactericidas formados de glucosinolatos que se
conocen como inhibidores del crecimiento de las bacterias gram positivas.*

Varios estudios in vitro han demostrado que los ITC a base de hierbas muestran efectos
antimicrobianos contra una variedad de bacterias, incluidas las bacterias multirresistentes
(MDR), como Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, enterococos resistentes a la
vancomicina , MDREscherichia coli , Streptococcus pneumoniae resistente a la penicilina ,
Pseudomonas aeruginosa productora de biopeliculas y también contra virus.*

La literatura cientifica indica que los compuestos presentes en la capuchina y en las hojas

inhiben el desarrollo de hongos y bacterias.*

Propiedades medicinales

Presenta propiedades bactericidas y antifiingicas. Sus pétalos y flores, se utilizan como
antiséptico y cicatrizante, y para prevenir el escorbuto. También, presentan propiedades
analgésicas, somnfferos y estimulante del crecimiento del cabello !

Algunos expertos indican que, las flores y hojas poseen actividad antimicrobiana,
antiséptica, antiinflamatoria, y antiftingica, la cual se da debido a diversas sustancias
obtenidas de las hojas y flores como el isotiocianato de bencilo quienes han demostrado

. 72
todos los efectos antes mencionados. 224




II. METODOLOGIA

2.1. Objeto de estudio

2.1.1.Tipo de investigacién

Segiin su finalidad del estudio: fue una investigacion aplicada.

Por su profundidad:

Son experimentales debido a que midi6 el efecto antibacteriano de las flores de
mastuerzo sobre las cepas de S. mutans, ademds, que el investigador manipuld

las variables.

Son explicativas, debido a que se oriento a establecer las causas que generan un
fendmeno determinado. Se trata de un estudio cuantitatico que descubre el por

Segiin el enfoque: fue cuantitativa, porque utilizé una ficha de recoleccién de

4 4 . 2
qué y el para qué de un fenémeno 3

datos, expresando mediciones numéricas, asi como también el andlisis
estadistico con el propésito de establecer patrones de comportamiento y probar

.2
()I'IEIS.'S

2.12. Poblacién y muestra

Poblacién: La poblacion se conformé por cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175 en la provincia de Trujillo durante el afio 2019.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion: se utilizaron cajas petri que fueron inoculadas con S. mutans

ATCC 25175.

Criterios de exclusion: se desecharon las cajas petri inoculadas con S. mutans

contaminadas durante el proceso experimental. Asimismo, se desecharon las cajas

petri que presentaron algiin dafo colateral.

Para determinar el tamafio de la muestra se hizo uso de la siguiente férmula:
(Za + Zp)?25*
2
n=——————
(X1 —X2)?

Donde: za= 1.96 para un a=0.05
2

Zp=0.84 para un f= 0.20




S= 0.8 (Xi-Xz), Valor asumido por no estar indicados los parametros en estudios

alteriores.

Reemplazando:

2 2 — )2
= (1.96+0.84)“2x0.94(x,—x5) —=2.8%2%0 8= 10 plﬂCElS

(21 —x)%

Por lo tanto, se utilizaron 10 placas para cada grupo de estudio, cada placa tendrd 4

discos, por lo tanto, se utilizara 15 placas.

Variables: (Anexo 1: cuadro de operacionalizacion)

Efecto antibacteriano

Definicion conceptual: Efecto que poseen algunas sustancias con propiedades
capaces de eliminar o inhibir el crecimiento bacteriano

Definicion operacional: Efecto antibacteriano del mastuerzo sobre cepas de
Streptococcus mutans. La medida de los halos que presentan efecto antibacteriano
fue a partir de 8 mm.

Indicador: Didmetro del halo de inhibicién

Tipo: Cuantitativa independiente.

Extracto hidroetanélico

Definicion conceptual: Es una preparacién en agua y etanol de la sustancia de una
planta que contiene la porcidn biolégicamente activa sin el residuo celular.’
Definicion operacional: El extracto hidroetanélico de las hojas de mastuerzo es
una preparacion de agua, alcohol y de las flores.

Indicador: Concentraciones de los extractos al 50%,75% y 100%

Tipo: Cualitativa dependiente.

2.2. Instrumentos, técnicas, equipos de laboratorio de recojo de datos

2.1.1.Técnica: Observacién experimental .
2.1.2.Instrumento de recoleccion de datos
El instrumento utilizado para esta investigacion fue un Vernier milimetrado que
e calibrado y disefiado para mediciones de unidad de medida en cuanto a

longitud y es confiable porque es un instrumento calibrado, certificado con el
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estandar de calidad ISO 9001, de marca MITUTOYO Numero de Modelo 500-
157-30.

Asimismo, se utilizé una ficha de recoleccién de datos elaborada por la
investigadora en la cual se colocaron los halos de inhibicién bacteriana
obtenidas en el estudio (Anexo 2).

Ademads, cabe sefialar que la investigadora fue calibrada en el uso del
instrumento de recoleccién de datos con la ayuda de un microbiélogo de la
Universidad Nacional de Trujillo (Anexo 3), mediante el coeficiente de
correlacion intraclase (CCI) con un valor = 0.998 el cual fue mayor a 0.80
(aceptable), indicando que las mediciones del especialista y del investigador

presentaron una concordancia casi perfecta entre ambos (Anexo 4).

2.1.3. Protocolos de experimentacion:
De la procedencia de las cepas de Streptococcus mutans
Se adquirieron las cepas de Streptococcus Mutans del laboratorio GenLab del
Peri SAC. (Anexo 5)
De la procedencia de las especies vegetales
Las hojas de las flores de mastuerzo tuvieron una procedencia de la provincia
de Trujillo, Region La Libertad.
De la obtencién e identificacién taxonémica de las especies vegetales.”
Se recolectaron 2 kg de las flores de mastuerzo. Luego, un ejemplar completo
(drbol) de la especie vegetal se llevé al Herbarium Truxillense de la
Universidad Nacional de Trujillo para su identificacién taxonémica.
De la preparacion de la muestra vegetal
Para todo el proceso de elaboracion de los extractos hidroetandlicos se contd
con la asesoria de una docente de Farmacognosia del Departamento académico
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo
(Anexo 6)
Seleccion: Las muestras vegetales fueron recolectadas y transportadas al
laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de Trujillo.
Lavado: Después se lavaron todas flores a utilizar con ayuda de agua destilada

y después se desinfectd con hipoclorito de sodio en una concentracién del 0,5%.
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Secado: Se secaron las flores de mastuerzo en papel kraft y luego fueron

llevadas a una estufa de conveccion forzada a una temperatura de 40° C durante
48 horas.

Pulverizacién: Estas flores ya secas se pulverizaron con un m(ﬁ[cm, luego se
tamizaron con un tamiz de malla nimero 20 y fue almacenada en un frasco de
vidrio 4mbar y con entrada ancha.*

Preparacion del extracto hidroetandlico de las flores de mastuerzo

Se tomaron 100 gramos de flores secas almacenadas en el frasco de vidrio antes
mencionado, y, se le agregé etanol de 70° G. L. la cual fue una cantidad
suficienﬁ para cubrir la muestra y se mezclé muy bien, hasta ocupar los tres
cuartos del recipiente y se taparon y maceraron durante 7 dias agitdandose por
15 minutos durante dos veces diarios.”®

Luego de ello, el macerado fue filtrado con una bomba al vacio, con ayuda de
un papel filro Whatman nmimero 1, y a este liquido se le llamé extracto
etandlico, y cada uno de ellos se concentré en un rotavapor con el propdsito de
generar una masa siruposa que luego fue llevado a secar en estufa a una
temperatura de 40° C y a ello fue conocido como extracto seco.”

De todo ello se obtuvieron concentraciones al 50, 75 y 100% que se diluyeron
en agua destilada y al final estos extractos fueron guardados en frascos de vidrio
imbar y se refrigeraron a una temperatura de 4 a 8° C hasta su uso.?
Eva]uaciéndle la efectividad del extracto hidroetandlico de las flores de
mastuerzo frente a S. mutans ATCC 25175.

Reactivacion de la cepa de S. mutans ATCC 25175.%°

Para todo el proceso de activacion, cultivo y manipulacion de las cepas de
Streptococcus mutans, se constd con la asesorfa de un microbidlogo docente de
la Universidad Nacional de Trujillo (Anexo 7)

Un cultivo liofilizado fue utilizado para el . mutans ATCC 25175. Dicho cultivo
fue reactivado en un tubo con 5 mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI),
después fue incubado a 37° C por un tiempo de 48 horas en un ambiente de

La pureza fue evaluada sembrando por estria en agar TSYB y fue incubado a 37°

microaerofilia.

C por un tiempo de 48 horas, luego se realizé la coloracién gram después de

elegir una colonia compatible con la bacteria utilizada para este estudio
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A partir de dicha colonia se sembraron en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya,
luego fue conseaado hasta ser utilizado experimentalmente. >

Evaluacién de la actividad antimicrobiana con el método de Kirby Bauer.
Se utilizé el método de Kirby Bauer para medir la actividad antibacteriana, con
ﬁfusién en agar, de la siguiente forma:*’

Estandarizacién del inoculo de S. mutans ATCC 25175.

Se mantuvo en caldo BHI el §. mutans ATCC 25175, luego fueron sembradas
en Agar TSA y después fue incubado bajo un ambiente de microanaerobiosis a
una temperatura de 37° C por un periodo de 24 horas. Después de dicho tiempo,
se tomaron 4 colonias se S. mutans paﬁ ser diluidas en caldo BHI hasta lograr
obtener la misma turbidez que el tubo 0.5 del nefelémetro de Mac Farland (1.5
x 10% ufc/mL).”

Inoculacion de las placas

Unﬁvez ajustado la turbidez del in6culo, a unos 15 minutos después, con ayuda
de una alicuota de 100 ul se colocaron encada una de las placas con agar Miieller
Hinton, asimismo, se sumergié un hisopo estéril en todas las suspensiones,
distribuyendo en tres direcciones distintas y con ello se aseguré una distribucién
uniforme en cuanto al inéculo de la placa. Luego, A una temperatura ambiente
se dejo secar la placa por 5 minutos con el propésito de eliminar los excesos de
Hlmedad superficial.>’

Preparacion de los discos con los extractos hidroetanélicos de las flores de
mastuerzo

Los discos fueron preparador con papel filtro whatman # 6 que estaban estériles,
y se remojaron con 50 ul todas las concentrac'ﬁnes del extracto hidroetandlico
al 50%, 75% y 100%. Después, con ayuda de una pinza estéril se colocaron los
discos sobre las placas de Miieller Hinton que estaban inoculadas con cepas de
S. mutans ATCC 25175. Asimismo, se emplearon dos grupos controles, control
positivo con gluconato de clorhexidina al 0,12% y el control negativo con
alcohol de 70°.%

Incubacién:

Las placas fueron incubadas en una posicién investida por un tiempo de 15

minutos después de aplicar los discos, a una temperatura de 37° C por un tiempo
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2.3.

24.

de 48 horas en un ambiente de microanaerobiosis usando una jarra de Gaspak y
con el método de vela.”

Lectura de los resultados

Luego de una incubacién de 48 horas, las placas fueron examinadas y en ello se
midio los halos de inhibicion bacteriana del crecimiento alrededor de cala disco,
para lo cual, se utilizé un vernier digital abarcando todo el didmetro del halo.

Asimismo, cabe recalcar que se realizaron 10 repeticiones de cada ensayo.

Andlisis de la informacién

La informacion fue analizada mediante tablas de frecuencia de una entrada con sus
promedios y valores absolutos y desviacion estandar.

Para determinar la diferencia del efecto antibacteriano de las distintas
concentraciones de Tropaeolum majus, sobre el Streptococcus mutans primero se
empled el supuesto de Normalidad de la distribucién de valores, donde se concluyé
que no presenta normalidad (Shapiro-Wilk) (Anexo 6), por lo tanto, se utiliz6 la
prueba de Kruskall Wallis, y para las pruebas que se comparan de 2 en 2 se utilizé

U de Mann-Whitney con un nivel de confianza del 5%.

Aspectos éticos en investiﬁcién
La presente investigacion respetd los principios €ticos indicados en el Cédigo de
Etica de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote, para lo cual se
respetaron los principios de Cuidado del medio ambiente y respeto a la
biodiversidad, proteccién de la persona, beneficencia y no maleficencia, e
integridéd cientifica.”®
- Cuidado del medio ambiente y respeto a la biodiversidad: La investigacion
tuvo como prioridad el cuidado integral de la biodiversidad de las flores de
mastuerzo obtenidas en Trujillo, asi mismo se evitd causar dafio al medio
ambiente y disminuir los efectos adversos en la ejecucion del presente
proyecto con el manejo optimo y oportuno de los desperdicios bajo
protocolos estandarizados.
- Proteccion de la persona: El investigador principal y el equipo de trabajo
involucrado en la investigacion estuvieron bajo las normas de bioseguridad

en la ejecucion del presente proyecto.
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Beneficencia y no maleficencia: En su totalidad, se consideré obtener el
beneficio positivo y justificado, asegurando el bienestar y la vida de todos
los participantes de la investigacion, disminuyendo los posibles efectos
adversos para no causar dafio.

Integridad cientifica: Investigador principal y equipo de trabajo han
evaluado los dafos, riesgos y beneficios, sin encontrar algiin contratiempo
para la ejecucién del proyecto. Asi mismo, los datos, fuentes y métodos

empleados son vilidos para el proceso del método cientifico. ™
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1 III. RESULTADOS
Tabla 1: Efecto antibacteriano de tres concentraciones del extracto hidroetandlico de las
flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Trujillo, 2019

Didametro (mm)

Extractos

. Lo *
hidroetandélicos N Media D‘*’SW‘:""”’ p
est.
Tropaeolum majus 10 1488 0.13
50% ’ ’
Tropaeolum majus
75% 10 1693 0.09
Tropaeolum majus 10 19.96 0.11 0:000
100% ’ ’
Gluconato de
Clorhexidina 0.12% 10 1440 0.05
pE: prueba KRUSKALL WALLIS, nivel de significancia estadistica {(p<0.05)

Interpretacion: De la tabla 1, se observd que el extracto en una concentracion al
50% obtuvo un halo inﬁitorio con una media de 14.88 mm, al 75% un halo
inhibitorio de 16.93 mm, al 100% obtuvo un promedio de 19.96 mm y la clorhexidina
al 0.160btuv0 un halo de 14.40 mm. Asimismo, se demostré que estadisticamente

hubo diferencias significativas entre los grupos evaluados (p = 0.000 < 0.05)
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Tabla 2: Comparacion del efecto antibacteriano del extracto hidroetﬁélico de las
flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 50% y 75% sobre cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175

Didmetro (mm)
Extractos N — "
hidroetandélicos Media Desviacion P

est.

Tropaeolum majus 10 1488 0.13

50% ’ :

‘ 0.000
Trr;}pam!um majus 10 1693 0.00
(4

pE: prueba U de Mann-Whitney, nivel de significancia estadistica {p<005)
Interpretacion: En Tropaeolum majus 50% se obtuvo una media (14.88 mm) y
Tropacolum majus 75% una media (1693 mm). Asimismo, se demostré que
estadisticamente hubo diferencias significativas entre los grupos evaluados (p =0.000

<0.05).
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Tabla 3: Comparacion del efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de las
&ores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 50% y 100% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175

Diametro (mm)
Extractos N — .
hidroetandélicos Media Deswt;man P
est.
Tropaeolum majus 10 1488 0.13
50% : .
T I ‘ 0.000
ropaeolum majus 10 19.96 ol

0%
p*: prueba U de Mann-Whitney, nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Interpretacion: En Tropaeolum majus 50% se obtuvo una media (14.88) y
Tropaeolum majus 10(80 una media (19.96). Asimismo, se demostré que
estadisticamente hubo diferencias significativas entre los grupos evaluados

(p =0.000 < 0.05).
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Tabla 4: Comparacion del efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de las
flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 75% y 100% sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175

Didmetro (mm)

Extractos

. *
hidroetanélicos N Media Deswt:cum P
est.
Tropaeolum majus
756, 10 16.93 0.09
T !, ‘ 0.000
ropaeolum majus 10 19.96 011

0%
p*: prueba U de Mann-Whitney, nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Interpretacion: En Tropaeolum majus 75% se obtuvo una media (16.93) y
Tropaeolum majus IO(Eo una media (19.96). Asimismo, se demostré que
estadisticamente hubo diferencias significativas entre los grupos evaluados

(p =0.000 < 0.05).
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Tabla 5: Comparacion del efecto antibacteriano ﬁl extracto hidroetandlico de las

flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 50% y clorhexidina al 0.12% sobre cepas

de Streptococcus mutans ATCC 25175

Didmetro (mm)

Extractos — .
hidroetandélicos Media Desvu;cum P
est.
Tropaeolum majus 10 1488 0.13
50% : -
Gl d 0.000
uconato de 10 1440 005

1()l'hcxidiml 0.12%
p*: prueba U de Mann-Whitney, nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Interpretacion: En Tropaeolum majus 50% se obtuvo una media (14 .88) y
Gluconato de Clorhexidina 0.12% media (14 .40). Asimismo, se

demostré que estadisticamente hubo diferencias significativas entre los

grupos evaluados (p = 0.000 < 0.05).
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Tabla 6: Comparacion del efecto antibacteriano ﬁl extracto hidroetandlico de las

flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 75% y clorhexidina al 0.12% sobre cepas

de Streptococcus mutans ATCC 25175

Didmetro (mm)

Extractos — .
hidroetandélicos Media Desvu;cum P
est.
Tropaeolum majus 10 16.93 0.09
75% : .
Gl d 0.000
uconato de 10 1440 005

1()l'hcxidiml 0.12%
p*: prueba U de Mann-Whitney, nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Interpretacion: En Tropaeolum majus 75% se obtuvo una media (16.93) y
Gluconato de Clorhexidina 0.12% media (14 .40). Asimismo, se

demostré que estadisticamente hubo diferencias significativas entre los

grupos evaluados (p = 0.000 < 0.05).
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Tabla 7: Comparacion del efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de las

flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 100% y clorhexidina al 0.12% sobre

cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Didmetro (mm)

Extractos

L #
hidroetandélicos Media Desvu;cum P
est.
Tropaeolum majus 10 19.96 011
100% : -
Gl d 0.000
uconato de 10 1440 005

1()l'hcxidiml 0.12%
p*: prueba U de Mann-Whitney, nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Interpretacion: En Tropaeolum majus 100% se obtuvo una media (19.96) y
Gluconato de Clorhexidina 0.12% Uéa media (14 .40). Asimismo, se
demostré que estadisticamente hubo diferencias significativas entre los

grupos evaluados (p = 0.000 < 0.05).
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IV. DISCUSION

La presente investigacion se llevo a cabo para evaluar el efecto que tiene el extracto
hidroetandlico de las flores de mastuerzo sobre las cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175, mediante el método de Kirby Bauer, en la cual, se pudo demostrar que todas las
concentraciones de las flores de mastuerzo presentaron efecto antibacteriano frente a S.
mutans, incluso mayor que el grupo control positivo, sin embargo, segiin la escala de
sensibilidad de Duraffourd todos los extracto e incluido el grupo control positivo se
presentaron muy sensibles,” pero al aplicar la prueba estadistica hubo diferencias
significativas entre los grupos estudiados; dichos efectos pudieron darse gracias a los
componentes de las flores de esta planta medicinal, la cual contiene quercetina y también del
bencilisotiocioanato y presentan actividad antibacteriana, tal como lo menciona el estudio
de Eichel V, et al., donde el isotiocianatos de 7. majus demostré su efecto antibacteriano
frente a patégenos bacterianos orales involucrados en periodontitis, gingivitis, pulpitis y
implantitis, este resultado pudo darse debido a que inhibe la sintesis de los dcidos nucleicos,
por medio de la accion del anillo B de los flavonoides debido a que actua en la interrelacién
o enlace entre los dcidos nucleicos y el hidrégeno, y de esa manera inhibe la formacion del
ARN y el ADN bacteriano. Asimismo, el efecto de la quercetina el cual es un flavonoide,
que también presenta actividad antibacteriana, sin embargo, ha sido poco atribuida a la
inhibicién del ADN girasa.® Estos resultados discrepan del estudio de Mira J.!°, donde los
extractos de T. majus al 1%, 5%, 10%, 30%, 50%, 70% y 90% no demostraron efecto frente
acepas de §. aureus, el cual pudo darse debido a que el crecimiento de las bacterias inhibid
por completo las placas petri.® Asimismo, la literatura indica que las flores de T majus tienen
mucha actividad antioxidante gracias a su contenido de polifenoles, flavonoides y dcido
ascorbico, ademds, contienen altos niveles de glucotropaeolina, el cual es un precursor del
isotiocianato aromatico que tienen propiedades de inhibicién de microorgan'ﬁmos patégenos

gram positivos y negativos, ya que previenen la formacién de biopeliculas.’

Al comparar el efecto antibacteriano del extracto hidrﬁtanc’)lico de las flores de
Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 50% y 75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175, se demostré que Tropaeolum majus al 75% prcseﬁc’) mejor efecto al obtener una
media de 16.93 mm, este resultado presentd similitud con el estudio de Balsalam S, et al.’,

Castillo Y.*, Chirinos I, et al.%, Jurca T, et al.?, Bastidas Y, et al.'’, y Butnaiu M, et al.'?,
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donde se demostré que tanto las flores como las hojas de T. majus presentd efecto
anitmicrobiano sobre diferentes cepas bacterianas gram positivas y gram negativas, el cual
pudo darse debido a los componentes del extracto de las flores de mastuerzo que también
presenta glucosinolatos que contienen azufre, los cuales son liberados al hidrolizarse, y actia
contra los microorganismos bacterianos como un mecanismo de defensa.’ Ademds, el
estudio de Jurca T, et al. indic6 que generalmente, la accion antimicrobiana de los extractos
de esta planta se debe a los compuestos fendlicos, especialmente a los flavonoides.
Asimismo, los glucosinolatos identificados en la planta de la familia de las capuchinas y
liberados tras la hidrdlisis, pueden ejercer actividad antibacteriana. Los isotiocianatos
pertenecen a los glucosinolatos y representan los compuestos con el efecto antibacteriano
mas estudiado. Son eficaces contra bacterias grampositivas y gramnegativas y su accién
involucra diferentes mecanismos de accién, como prevenir la formacién de biopeliculas,
inhibir la actividad metabdlica y el crecimiento bacteriano, reducir la adhesién de bacterias
y aumentar la permeabilizacién de la membrana y, en consecuencia, induciendo la muerte
celular. Segin otros autores, las formas antimicrobianas de accion de los isotiocianatos no
estan muy bien establecidas. Parece que los isotiocianatos inhiben las enzimas respiratorias,
inducen una respuesta proteica de choque térmico y estrés oxidativo en las bacterias. Lo mas
probable es que las hojas de T. majus posean una alta concentracién de compuestos
bioactivos con actividad antibacteriana y antifiingica, mientras qlﬁ las flores solo tienen

catequina y algunos derivados fenélicos con efecto antimicrobiano.’

Al comparar el efecto antibacteriano del extraﬁo hidroetanélico de las flores de
Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 50% y 100% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175, se demostré que el extracto hidroetandlico al 100% obtuvo mejor efecto
antibacteriano obteniendo una media de 19.96 mm, dicho resultado pudo darse debido a que
la planta de 7. majus obtenido para este estudio, estaba sembrado en un lugar con
condiciones ecoldgicas dptimas, donde los factores abidticos como la humedad, la topografia
y la temperatura no presentaron impacto en la variacién de los componentes de dichas
plantas, por lo tanto, la concentracién de sus componentes responsables de la actividad

antibacteriana no se vio afectado.’!

Al comparar el efecto antibacteriano del cxtr:ﬁo hidroetandlico de las flores de
Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 75% y 100% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175, se demostré que la concentracién al 100% obtuvo mejor efecto antibacteriano con
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una media de 19.96 mm de halos de inhibicion bacteriana. Este resultado pudo darse debido
a que ambos extractos comparados fueron del mismo lote de flores y el proceso de obtencidn
de extractos fue el mismo, sin embargo, la tinica diferencia entre ambos es la concentracidn,
por lo tanto, la concentracién al &)0% fue un extracto puro por lo cual es normal que presente

un mayor efecto antibacteriano frente a las cepas de S. mutans.

Al comparar el efecto antibacteriano del atracto hidroetandlico de las flores de
Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 50% vy clorhexidina al 0.12% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, se indico que el extracto de Tropaeolum majus al 50%
obtuvo mayor efecto que la clorhexidina. Estos resultados difieren del estudio de Chirinos J,
et al.% donde el grupo de la clorhexidina 0,12% indicé un halo de inhibitorio de 30 mm,
siendo mayor que de los extractos hidroalcohdlicos de las flores de mastuerzo al 10, 20 y
30% frente a S. mutans. Este resultado pudo darse porque la clorhexidina se considera en la
literatura cientifica como un antibacteriano potente debido a que su modo de accién indica
que la absorcion se da por la difusién pasiva mediante las membranas celulares de las
bacterias. Ademds, a una concentracion baja pu producir una variacién en la
permeabilidad osmética de la membrana inhibiendo las enzimas del espacio peripldsmico, y
a elevadas concentraciones puede precipitar la precipitacion de dcidos nucleicos y
proteinas.”’

Al comparar el efecto del extracto hidroetanélico de las &ores de Mastuerzo al 75% y

clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, se indic6 que el
extracto de Tropaeolum majus al 75% presentd mejor efectividad que la clorhexidina. Este
resultado pudo darse debido a la actividad de uno de los flavonoides como la quercetina, la

cual actia de manera parcial en la inhibicién del ADN girasa de las bacterias.”

Al comparar el efecto del extracto hidroetandlico de las flores de mastuerzo al 100% y
clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Streptococcus Mutans, se indicé que el extracto de
Tropaeolum majus al 100% presentd mejor efectividad que la clorhexidina. Dichos
resultados pudieron darse debido a que algunos expertos indican que, las flores y hojas
poseen propiedades antisépticas, antibacterianas, antifiingicas y antiinflamatorias, debido al
efecto de una gran variedad de sustancias fito quimicas como por ejemplo la presencia del
isotiocianato de bencilo obtenido de sus hojas y flores. *>* Por otro lado, la clorhexidina,

que es una bis-biguanida desinfectante y antiséptica, también es muy eficiente frente a una
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gran variedad de microorganismos, asi como contra algunos virus y hongos. Debido a su
falta de resistencia microbiana y efecto cancerigeno, se puede utilizar como una solucién de
enjuague bucal adecuada. La clorhexidina evita que las bacterias se adhieran a las piezas
dentarias y la mucosa de la boca ya que genera un gran dafio en las bacterias al aumentar la
penetrabilidad de las paredes de las membranas de las bacterias y cambiar la estabilidad
osmotica. Presenta una finalidad inhibitoria sobre levaduras y bacterias tanto gram negativas
como positivas. Ademads, tiene efectos antimicrobianos debido a su liberacién gradual en 12
h. Aunque la clorhexidina se recomienda como el antiplaca mds eficaz, sin embargo, atdin no
la recomiendan los CDC debido a la falta de evidencia en cuanto a su eficacia y efectos
secundarios, ya que hasta el momento solo son conocidos la decoloracion de los dientes,

- .. . .l
irritacién de las mucosas y lesiones de las mucosas.™
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V. CONCLUSION

. Se determind que si existe efecto antibateriano del extracto hidroetandlico de las
flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) sobre cepas de Streptococcus Mutans ATCC
25175 Trujillo, 2019

. El extracto hidroetandlico de las flores de maﬁucrzo al 75% presentd mayor efecto
antibacteriano que la concentracion al 50% sobre cepas de Streptococcus mutans

TCC 25175.

. El extracto hidroetandlico de las flores de Tropaeolun majus (Mastuerzo) al 100%
presentd mayor efecto antibacteriano que la concentracion al 50% sobre cepas de
Streptococcus nutans ATCC ?&ITS

. El extracto hidroetandlico de las flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 100%
Eesentc’) mayor efecto antibacteriano que la concentracién al 75% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.
. El extracto hidroetanélico de las flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 50%
presentd mayor efecto antibacteriano que la clorhexidina al 0.12% sobre cepas de
ﬁrepmcoccus mutans ATCC 25175.

. El extracto hidrﬁtanélico de las flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 75%
presentd mayor efecto antibacteriano que la clorhexidina al 0.12% sobre cepas de
arepmcocms nutans ATCC 25175.

. El extracto hidr(ﬁmnélico de las flores de Tropaeolum majus (Mastuerzo) al 100%
present6 mayor efecto antibacteriano que la clorhexidina al 0.12% sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175.
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VI. RECOMENDACIONES

- aealizar estudios experimentales para medir la efectividad antibacteriana
de las flores de Tropaeolum Majus frente a otras bacterias que se
encuentran en la cavidad oral: §. Sanguis, Lactobacillus, etc; para
comprobar la efectividad antimicrobiana

- Realizar mds estudios experimentales in vitro de las flores de Tropaeolum
Majus sobre Streptococcus Mutans, para corroborar laefectividad, ya que
esta planta es silvestre y la encontramos en nuestro pais.

- Ejecutar investigaciones in vitro en animales de experimentacidn, para
que luego se puede realizar en personas, a través, de enjuagues bucales

de Tropaeolum Majus.
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ANEXO 2: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE LAS
FLORES DE Tropaeolum majus (MASTUERZQ) SOBRE CEPAS DE Streptococcus
mutans ATCC 25175 TRUJILLO, 2019

Diametro de halos (mm)

Ensayo cl1 2 C3 Control
positivo

1 14.7 17.0 199 144

2 149 17.0 199 144

3 149 17.0 200 144

4 147 17.0 20.1 143

5 147 16.8 20.0 144

6 150 16.8 200 144

7 150 16.8 20.1 144

8 150 16.9 20.0 144

9 150 17.0 19.8 145

10 149 17.0 198 144

Promedio 14.90 16.90 2000 14.4

* Siendo:

C1: Extracto hidroetandlico de Tropaeolum majus al 50%
C2: Extracto hidroetandlico de Tropaeolum majus al 75%
C3: Extracto hidroetandlico de Tropaeolum majus al 100%

Control positivo: Clorhexidina al 0.12%




ANEXO 3: CONSTANCIA DE CALIBRACION

[NIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CONSTANCIA DE CALIBRACION

Yo, BLGO. MBLGO. DENIS R. GALLARDO PAREDES, con habilitacion vigante e
identificado con CBP N°15057 y DNI: 71466419, dejo constancia de haber calibrado a
lz alummna, Fodrizuez Rubio Katia Xulissa, en 2l uso de su instnumento de recoleccion
de datos para obtener las medidas de halos de inhibicion del crecimiento bacteriano, en
los Lsboratorios de la Universidad Nacional de Trujillo, de su provecto de mwestigacion
titulado “Efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de las flores de Tropasoiuwn
mgyus (Mastuerzo) sobre cepas de Soreprococcus sz ATCC 25175 Trujillo 20197,

Se declara que desde la emizion del presemts docwmento todos los resultados v el
contenido obtenido en la parts microbiologica pasan 2 ser propiedad intelecmal de la
autora Katia Yulissa Rodrizuez Rubio idemtificada con DNI: 70175683, se expide la
constancia para los fines que ella crea convensente,

Blen, Mblgn, Denis R Gallardo Paredes
CBP N° 15057

Universidad Nacional de Trujillo




ANEXO 4: CALIBRACION DEL INSTRUMENTO

COEFICIENTE DE CORRELACION INTRACLASE - CALIBRACION

Para la presente prueba se realizé 16 mediciones, hechas por un especialista y por el

investigador, de los cuales se evalud el grado de concordancia entre ambos.

. Intervalo de confianza al »
Coeficiente 95% p
intraclase 0998 0.993 - 0999 0.000

*Coeficiente de correlacion intraclase

Interpretacion:

Mediante el coeficiente de correlacion intraclase (CCI) con un valor = 0.998 el cual es mayor
a 0.80 (aceptable), indicamos que las mediciones del especialista y del investigador

presentan una concordancia casi perfecta entre ambos.

Valor CCI Concordancia
Menos de 0.20 Leve
021a040 Regular
041a0.60 Moderada
0.61a0.80 Aceptable
08lal Casi perfecta
Cuba Campos David Jonatan

INGENIERO ESTADISTICO
COESPE: 1330




FICHA TECNICA

Nombre original del

instrumento:

Efecto antibacteriano de tres concentraciones del
extracto hidroetandlico de las flores de Tropaeolum
majus (Mastuerzo) sobre cepas de Strepfococcus

mutans ATCC 25175 Trujillo, 2019

Autor y afio:

Rodriguez Rubio Kattia Yulissa

2019

Objetivo del instrumento:

Determinar el efecto antibacteriano de tres
concentraciones del extracto hidroetandlico de las
flores de mastuerzo sobre cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175

Usuarios:

Forma de administracion o

modo de aplicacion:

Calibracion del instrumento:

Para la presente prueba se realizaron 16 mediciones de
los halos bacteriano segtin los grupos de estudio de los
extractos hidroetandlicos y el grupo control, hechas por
un especialista y por la investigadora, de los cuales se
evalud el grado de concordancia entre ambos.

Para obtener la calibracién se aplico el coeficiente de

correlacién intraclase

Calibracion:
(Presentar los resultados

estadisticos)

Mediante el coeficiente de correlacion intraclase (CCI)
se obtuvo un valor de 0.998 el cual fue mayor a 0.80
mediciones del

(aceptable), indicando que las

especialista y la investigadora presentaron una

concordancia casi perfecta entre ambos.

. Intervalo de confianza "
Coeficiente a1 95% p
0.998 0.993 - 0.999 0.000




ANEXO 5: EVIDENCIAS DE ADQUISICION DE LAS CEPAS DE
STREPTOCOCCUS MUTANS

Compra de las cepas

nLa o "éﬂ_‘;;;‘"‘ RUC N°:20501262260
i FACTURA
2037900, {1 20 ELECTRONICA

| Perli SAC (51-1) 203-7500, (51-1) 203-7501
Email : ventas@geniabperu.com

v ¥
Web Site : www.genlabperu_com Foo 1 .004941
Page 1 of 1
Fecha emision : 25112018 Orden Compra: GL- 19 / 03846
Fecha Vcto : 26112019 Guia de Remision : 0020033806
Cliente: UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE CHIMBOTE N° Pedido : 023603

Direccion: JR. TUMBES NRO. 247 CENTRO COMERCIAL Y FINANG
CHIMBOTE - SANTA - ANCASH - Peru

Tipo Movimiento : VENTA LOCAL Anticipo: FOD2-000546 RUC: 20319958043
Lugar de destino : PROLONGACION UNION 1328 INT A -56 URB DANIEL HOYLE
Cédigo  Desecripcion Cant UM 'f,ﬁl Dscto  Sub-Total I
K-STIK Streptococtus mutans derved from AT 1 UND 337.79( 0.00 7.79
25175™
MONTO ES IGUAL A CERO, SOLES Sub-Total a7
Anticipo 33779
Op. Gravada S/ 0.00
IGV 18% 0.00
Importe Total S/ 0.00

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

Observaciones de SUNAT :
La FACTURA numero 20501262260-01-F001-004841, ha sido aceptada

Despues de Vsnuﬂn al plazo de cnnoolawm sa recurgaré &l interes leual correspondiente.

Sirvanse R
BCPF Soles 193- 144000?-0-84 BBVA Soln' 0011-0139-0100024183-34

Al
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del Perd SAC
Tecnolegian parala Vida
RAZON SOCIAL: GEN LAB DEL PERU 5.A.C.
. Cagac Tigdega N 4 Lince L, Lima - !Buummzmnmm

. Las Flores de Primavam N* 40
mmwmmumm

i 0002+ 017592 5

SAeSK | NIVERSIDAD CATOLICALOS AVGELES DE RS 20319936043
RELER OF Gl Cod. Cliente: -
1 o,
JR. TUMBES NRO. 247 CENTRO COMERCIAL Y FINANC R . 18513 NO; DZ3603
CHIMBOTE GANTAANCASH
Punta de Numero de Pedido:
Pt;u.m;:Pm PROLONGACION UNION 1329 INT A-56 URB DANIEL HOVLE 110 o pMovi . GL-19/038469
to : -
AV.LAS FLORES DE PRIMAVERA # 847 - LIMA 36 Fecha di Thisiadss 25/11/2019

Venta: ) Compras( ) Consignacién( ) Ventas con Entrega a Terceros{ ) Ventas Sujeta a Confirmacion por el

) Traslado entre Establ de la misma Empresa( ) D ) Otros{ )
|"I \I \I\
LOTE: 266-29-2 / Vencimlento: 3

)

)

}

'

'

'

’

HOS066-A 1 KWIK-STIK Streptococcus mutans derved from ATCC® 25175™ ‘
3V12/2020 |
)

|

|}

)

1

\

[ 1

!

|

DEL 32951 al

SA RUC

devoliciones.
s Firma y Sello

DESTINATARIO |




ker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results -gﬁgn

Meaning of Score Values
i}
2.00 - 3.00 (k) green
1.70 - 1.99 +) yellow
0.00 - 1.69 ) red

H.mingofcmcmu-c]

consistency: m&mm-uhushqh-ennﬂd-ceﬂ:mﬁcnm “5“.
(A) Eem.ﬁdm identification in which the species is identical to usebeﬂman:k(z‘hbw
identification in which the species or genus is identical to the best match. or (3) a non-identification.

Low consistency: The i for high consistency are nntmt.‘rhebeﬂmkhlslhlgb-wbw-
(B) confidence identification. m-ﬂu{l)uhﬁummm
which the genus is identical to the best match or (2) a noo-i
© No i vt The requi for lugh or low consistency are not met.
Sample Name: Streptococcus mutans
Sample Description: 0266
‘Sampie |D: 266-29
Sample Creation Date/Time:  2019-01-17T08:27:22.184 TAB
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
GB
(++9) (A) 266-29 Streptococcus mutans
Comments:




Genlab

del Perd SAC

Tecaologiss pars |s Vide

COTIZACION GL - 19 [/ 038469

FECHA e, 12 de Setiembre de 2019
CLIENTE UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE CHIMBOTE
ATENCION Sra.  Matla Crisz Pusmasran
REFERENCTA MATERIAL DE LABORATORIO- CEPAS DE REFEREMCIA
PRECID NUEVES SOLES VALIDEZ 7 b
ENTREGA 45 DIAS PAGO PAGD ADELANTADC
FIETD L
ConlG FRODUCTO UNITARIC CANT TOTAL
i 5l

KWIK-STIK Streptococcus mistans derived from ATCCE 28175™
HoSess-n  Marca: Micmbiodogics  Cod. Provesdor: 02668 awry 1 3377
EXPIRA: Mo mencs & & meses

S TOTAL XA

MARCA: MICROBIOLOGICS
PROCFOENCIA US4

BLGA. LLISA RIOS. MWIK-STIK: Pack do 2 capas liofi no maysr ol Jer. pasaje + Cortificads de
Asesor Comarcial Anilinis.
Lrissg genlsbpens.com Froducts sujets o dispanibilidad del proveedor y a Ia politica de fechas de axpirs de
Marrabiologics.
Ralice of page con cheque  numbre de GEM LAB DEL PERU 5.A.C., Bancaria, Clsents Bancaria)
Sles. - soles
= Soloe é oo Sules

Jr. Capac Yupanaqui N© 244 - (Al Cdra. B Av. 2 de Maye) - Lince - Lima 14 PERL
Telf.: J037500 | 2037504 TedeFae: (51-1) 2057501
a-mal: vertas Sgenlabpeni.com




ANEXO 6: CONSTANCIA DE ASESORIA DE FARMACOGNOSIA

CONSTANCIA DE COLABORACION

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, Docente de la Catedra de Farmacognosia del
Departamento Académico de Farmacotécnia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad nacional del Trujillo, con niimero de colegiatura N° 06952.

Mediante el presente, dejo constancia de haber colaborado en la preparacién de los extractos
hidroetandlicos de las flores de mastuerzo, en el laboratorio de farmacognosia de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad nacional del Trujillo, a la alumna
RODRIGUEZ RUBIO KATTIA YULISSA, identificada con DNI N° 70175685, estudiante
de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad

Catdlica Los Angeles de Chimbote.

Asimismo, las concentraciones de ensayos preparadas fueron utilizadas para la ejecucion de
la tesis titulada: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO
DE LAS FLORES DE Tropaeolum majus (MASTUERZO) SOBRE CEPAS DE
Streptococcus mutans ATCC 25175,2019.

Trujillo, 30 de noviembre del 2019

SAb i
CQ,MRM"QSMC Visquez
00 la Facuitad de Farmaca y Bloquimica

Catecra de Fsrmacognoda
Universidad Nazional de Truplic




ANEXO 7: CONSTANCIA DE ASESORIA DE MICROBIOLOGIA

-, UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
% FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

e
CONSTANCIA DE ASESORIA

Yo, BLGO. MBLGO. DENIS R. GALLARDO PAREDES, con habilitacién vigente e
identificado con CBP N"15057 y DNI: 71466419, dejo constancia de haber asesorado el
proyecto de investigacién titulado “Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de
1as flores de Trop majues O 20) sobre cepas de Strepiococcus mutans ATCC
25175 Trayillo 2019” en actividades tales como. reactivacion de cepas, siembra de
microorganismos, desarrollc de cultivos, enfrentamiento microbiologico con
antibacterianos y medida de halos de inhibicién del crecimiento bacteriano, en los
laboratonios de la Universidad Nacional de Trnujillo.

Se declara que, desde la emisién del | doc todos los resultados y el
contenido obtenido en la parte microbiologica pasan a ser propiedad intelectnal de la
autora Kattia Yulissa Rodriguez Rubio identificada con DNI: 70175685, se expide la
constancia para los fines que ella crea conveniente.

[~ 12 PRI CALLAADS
BIOL OGO - MICROBIOETGY
C.BP N T

Blgo. Mblgo. Denis R. Gallardo Paredes
CBP N° 15057

Universidad Nacional de Trujillo




ANEXO 8: PRUEBA DE NORMALIDAD

Tabla 1: Prueba de normalidad, efecto antibacteriano de tres concentraciones del extracto

hidroetandlico de las flores de Tropaeoluni majus (Mastuerzo) sobre cepas de Streptococcis

mutans ATCC 25175 Trujillo, 2019

Didametro de halos (mm)

Extracto Extracto Extracto
Repeticiones hidroetanélico hidroetanélico  hidroetandlicode Clorhexidina
de Tropaeolum  de Tropaeolum Tropaeolum al 0.12%
majus al 50 % majus al 75% majus al 100%
1 147 17 199 144
2 149 17 199 144
3 149 17 20 144
4 147 17 20.1 14.3
5 14.7 16.8 20 144
6 15 16.8 20 144
7 15 16.8 20.1 144
8 15 16.9 20 144
9 15 17 198 145
10 149 17 19.8 144
Promedio 14.88 16.93 19 96 14.4
p (sig.) 0.007 0.001 0.177 0.000
Prueba de N
(Shapiro- No normalidad No normalidad Normalidad '0. )
Wilk) normalidad

Interpretacion: Al tener menos de 30 datos por cada grupo, fue recomendable usar la prueba

de normalidad del Shapiro- Wilk, para evaluar la distribucién normal de los datos, de donde

se observé que existe la prevalencia de los grupos de datos con una significancia menor a

0.05 (p < 0.05), es decir los datos presentan una distribucién no normal. Con lo cual podemos

concluir, en general los datos no presentan una distribucién normal.




ANEXO 9: EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS DE LA EJECUSION

Seleccion de las flores

Lavado




Secado y pulverizacién




Preparacion del extracto hidroetanélico de las flores de mastuerzo

Extractos preparados en diferentes concentraciones




Evaluacién de la pureza de Streptococcus
mutans ATCC 25175 en medio Agar
Tripticasa Soya.

Observacion microscopica a 100X de la
coloracién gram de Streptococcus mutans
ATCC 25175.




Preparacidn del in6culo de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Extracion de una colonia de Streptococcus mutans

 ATCC 25175 para realizar el indculo.




Estandarizacién del inéeulo de Streptococcus
mutans ATCC 25175 al tubo de 0.5 del
nefelémetro de McFarland.

Siembra por superficie del del
in6culo de Streptococcus mutans
ATCC 25175 en medio Agar
Tripticasa Soya.




Extractos hidroetandlicos de Tropaeolum
majus al 50%,75% y 100%
respectivamernte.

Colocacion de disco embebido con extracto
hidroetanélico de Tropaeolum majus en medio
Agar Tripticasa Soya.




Medicién de los halos de inhibicién
producidos por los extractos hidroetanédlicos
de Tropaeolum majus

Incubacion de las placas petri sembradas por
superficie.




Halos de inhibicién producidos por los
extractos hidroetandlicos de
Tropaeolum majus al 75% (C2) y al
100% (C3).

Halos de inhibicion producidos por los
extractos hidroetanélicos de Tropaeolum
majus al 50% (C1) y por el control positivo.
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