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RESUMEN

Introduccion: La placa dental y patdgenos como Fusobacterium nucleatum y
Porphyromonas gingivalis propician el progreso de la enfermedad periodontal. La
bdsqueda de nuevos antimicrobianos eficientes y seguros ha llevado al uso de

plantas medicinales entre las que destaca Eucalyptus globulus.

Objetivo: comparar el efecto antibacteriano in vitro de diferentes concentraciones
del extracto alcohdlico de E. globulus (eucalipto) sobre F. nucleatum y P. gingivalis

con un control positivo clorhexidina 0,12%.

Metodologia: Fue una investigacion basica con disefio experimental. Se evalud el
efecto antibacteriano de diferentes concentraciones del extracto alcohdlico de
eucalipto sobre F. nucleatum y P. gingivalis mediante el método de discodifusion.
El control positivo fue clorhexidina 0,12% y el control negativo fue DMSO 1%. La

CMIl y CMB se determinaron por el método de microdilucion.

Resultados: Se reportd que, las concentraciones de 30, 40 y 50 mg/mL formaron
halos de inhibicion promedio de 24.99 + 0.535 mm, 27.90 + 0.872 mm y 32.10 £
0.430 mm, respectivamente sobre F. nucleatum. Superando al control positivo que
tuvo una inhibiciébn promedio de 24,98 + 0,922 mm. Respecto a P. gingivalis, los
halos de inhibicion fluctuaron entre 21,19 + 0,803 mm (10 mg/mL) y 33.19 + 0.724
mm (50 mg/mL). La CMI fue 10 mg/mL para ambas bacterias. Sin embargo, la CMB

fue 30 mg/mL para F. nucleatum y de 10 mg/mL para P. gingivalis.

Conclusion: El extracto alcohdlico de Eucalyptus globulus (eucalipto) posee efecto
antibacteriano in vitro sobre F. nucleatum y P. gingivalis que superan al control
clorhexidina 0,12%.

Palabras clave: Fitoterapia, plantas medicinales, antibacteriano, medicina

herbaria, bacteria, periodontitis.



ABSTRACT

Introduction: Dental plague and pathogens such as Fusobacterium nucleatum and
Porphyromonas gingivalis promote the progression of periodontal disease. The
search for new efficient and safe antimicrobials has led to the use of medicinal

plants, among which Eucalyptus globulus stands out.

Objective: to compare the in vitro antibacterial effect of different concentrations of
the alcoholic extract of E. globulus (eucalyptus) on F. nucleatum and P. gingivalis

with a positive control chlorhexidine 0.12%.

Methodology: It was a basic research with experimental design. The antibacterial
effect of different concentrations of the alcoholic extract of eucalyptus on F.
nucleatum and P. gingivalis was evaluated using the discodiffusion method. The
positive control was 0.12% chlorhexidine and the negative control was 1% DMSO.

The MIC and MBC were determined by the microdilution method.

Results: It was reported that concentrations of 30, 40 and 50 mg/mL formed
average inhibition zones of 24.99 £ 0.535 mm, 27.90 £ 0.872 mm and 32.10 £ 0.430
mm, respectively on F. nucleatum. Outperforming the positive control that had an
average inhibition of 24.98 £ 0.922 mm. Regarding P. gingivalis, the inhibition zones
fluctuated between 21.19 + 0.803 mm (10 mg/mL) and 33.19 + 0.724 mm (50
mg/mL). The MIC was 10 mg/mL for both bacteria. However, the MBC was 30
mg/mL for F. nucleatum and 10 mg/mL for P. gingivalis.

Conclusion: The alcoholic extract of Eucalyptus globulus (eucalyptus) has an in
vitro antibacterial effect on F. nucleatum and P. gingivalis that surpasses the 0.12%
chlorhexidine control.

Keywords: Phytotherapy, medicinal plants, antibacterial, herbal medicine,
bacteria, periodontitis



INTRODUCCION

La enfermedad periodontal es una afeccion inflamatoria que causa dafio
irreversible en los tejidos de sostén del diente. Se produce debido al desequilibrio
en el microbioma oral, y afecta a aproximadamente del 20 al 50% de la poblacion
mundial. Esta condicidon se caracteriza por inflamacion de los tejidos gingivales
debido a la formacion de placa dental subgingival, sangrado al sondaje, cambios
en la consistencia y forma de las encias, afectando significativamente la

capacidad y el estilo de vida de las personas que tienen esta condicién.?

De acuerdo con Global Burden of Disease Study, la enfermedad periodontal es la
112 patologia mas comun a nivel mundial. Se proyecta que en los proximos afios
esta enfermedad aumentara su prevalencia a nivel global, incrementando también
el edentulismo, lo que tendra un impacto significativo negativo en la calidad de
vida y salud de las personas pues esta condicion dificulta la alimentacion
ocasionando alteraciones nutricionales, afecta el habla, y provoca problemas

estéticos, psicoldgicos y sociales para el individuo.?3

Los originales factores asociados al inicio y progreso de la enfermedad periodontal
son las especies bacterianas Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia y Porphyromonas gingivalis. Estos
microorganismos patdgenos durante su colonizacion producen diversas toxinas y
enzimas que desencadenan el proceso inflamatorio gingival al activar un método
diferente del complemento, e inducir respuestas a los macrofagos que al liberan
citocinas y lipidos que contribuyen a la reabsorcién 6sea. P. gingivalis, una
bacteria de tipo Gram-negativo, se caracteriza por su forma de baston y su
capacidad anaerobia es capaz de formar colonias negras en agar sangre, P.
intermedia son bacilos anaerobios gramnegativos conocidos como "bacterias

pigmentadas negras", requieren hemina y menadiona para su crecimiento.*°

Para hacer frente a la enfermedad periodontal, el cirujano dentista puede
prescribir el uso de antibidticos y/o antisépticos quimicos como la clorhexidina.
Como se sabe, el uso inadecuado de antibidticos o sustancias sintéticas para
hacer frente a agentes infecciosos trae consigo otro problema mayor que es el
incremento de la resistencia microbiana a los medicamentos de uso convencional.

La resistencia es un mecanismo de supervivencia utilizado por los



microorganismos para hacer frente a los antimicrobianos. Este fenomeno se
manifiesta mediante la disminucién de la eficacia de los farmacos en inhibir o

destruir a dichos microorganismos.

Lamentablemente, el problema de la resistencia estd creciendo a un ritmo mas
rapido que el desarrollo de nuevos medicamentos y estrategias de prevencion.
Como resultado, estamos experimentando un aumento en el fracaso de los
tratamientos de enfermedades infecciosas, asi como en la morbimortalidad y los
costos asociados. Por ello, diversas organizaciones como la OMS promueven la
busqueda de nuevas opciones de control microbiano eficaces y confiables para la
poblacién, sin los efectos adversos del desarrollo de cepas resistentes. Una de

estas alternativas es el empleo de plantas medicinales o de sus productos.®’

Durante siglos, se han empleado las plantas como remedios medicinales,
ejerciendo un papel primordial en la conservacion del bienestar moderando de la
salud para tratar diferentes patologias.?® La medicina alternativa incluye el uso de
distintos componentes de las plantas que se han utilizado de manera rentable en
el tratamiento de diversas enfermedades. Se ha comprobado que varias plantas
medicinales poseen efectos secundarios minimos y son mas econdémicos en

comparacion con los medicamentos sintéticos.1°

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) muestra que la medicina natural se
encuentra dentro del &mbito de los sistemas de salud y reconoce su importancia
como una parte fundamental y a menudo menospreciada en los servicios de
bienestar en salud. En algunos paises, la medicina alternativa se conoce
comunmente como medicina complementaria. Con base en la historia, la medicina
tradicional se ha utilizado con el fin de preservar la salud, prevenir enfermedades

y frenar diversas afecciones.!

El Peru es el segundo pais con mejor cobertura de flora en Latinoamérica. Cuenta
con diversas especies de plantas medicinales de uso conocido por los pobladores,
pero no aprovechadas de manera adecuada.'?> No obstante, durante los Gltimos
afios, se ha experimentado una significativa disminucion del conocimiento
tradicional sobre el empleo medicinal de las plantas. Ademas, la disponibilidad de
especies terapéuticas se ha visto considerablemente reducida debido a la

degradacion de los entornos naturales.*®



Al respecto, Eucalyptus globulus, vulgarmente conocido como eucalipto,
perteneciente a la familia Myrtaceae. Ha sido largamente usado en el ambito de
la medicina alternativa debido a sus numerosas especies y su rapido crecimiento.
Ademas, constituye una valiosa fuente de goma, taninos, polifenoles, terpenos,
proteinas, aceites esenciales y colorantes, empleados para el tratamiento de
distintas patologias, incluyendo la gripe, la disenteria y los trastornos de la piel.
Ha sido empleado en el tratamiento de infecciones del sistema respiratorio como
es neumonia, el resfriado comun, bronquitis, el dolor de garganta y actualmente

contra el covid-19.14.15

Diferentes partes de la planta de eucalipto se han utilizado como infusiones,
macerados, y extractos.®1” Un estudio demostré la capacidad antimicrobiana del
del eucalipto, el componente de 1,8-cineol en una concentracion de 55,2%, frente
a ciertas cepas bacterianas gram negativas mediante la creacion del halo de

inhibicion de 35mm.4

Vista la realidad probleméatica se plantea el siguiente problema de investigacion;
Cudl serd el efecto antibacteriano in vitro de diferentes concentraciones del
extracto alcoholico de Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre Fusobacterium

nucleatum y Porphyromonas gingivalis.

Esta investigacion se justifico teGricamente pues se constituye en el primer estudio
donde se evalud el potencial antibacteriano del eucalipto de la region sierra de
Piura en la localidad de Huarmaca sobre bacterias periodontopatdgenas.
Ademas, esta investigaciéon presentdé un enfoque tedrico novedoso pues al
comprobarse la afectividad antibacteriana del extracto de eucalipto generan las
bases tedricas para futuras investigaciones aplicadas como la incorporacién de
los principios activos de esta planta en productos de higiene oral para uso
humano. Asi mismo, este estudio tiene relevancia social, pues si bien es una
planta medicinal muy usada por gran parte de la poblacién de la sierra, pues es
de facil acceso, su potencial uso odontologico es reciente, por lo que se requiere
informar a la comunidad las concentraciones adecuadas para un uso seguro y sin
riesgos toxicoldgicos. Por consiguiente, se revaloraria comercialmente a la planta,
promoviendo su cultivo y creando posibilidades econémicas para los agricultores.

En el aporte practico, mas estudios al respecto permitirian la integracion del



eucalipto en productos orales, brindando una opcion natural segura para el
cuidado bucal. Esto supondria una contribucion importante en el ambito de la
salud oral y propiciaria nuevas investigaciones en este campo. Finalmente, la
utilidad de este estudio se realizé para conseguir el titulo profesional de Cirujano

Dentista.

En relacién a eso y para contestar al problema que se planted, se propone el
objetivo general; comparar el efecto antibacteriano in vitro de diferentes
concentraciones del extracto alcohdlico de Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre
Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis con un control positivo
clorhexidina 0,12% por el método de difusion en disco. El cual sera respondido en
los objetivos especificos; determinar in vitro la concentracién minima inhibitoria
(CMI) del extracto alcohdlico de Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre
Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis; determinar in vitro la
(CMB) concentracion minima bactericida del extracto alcohdlico de Eucalyptus

globulus (eucalipto) sobre Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis.

La hipétesis que se plantea es que a una concentracion mayor del extracto
alcohdlico de Eucalyptus globulus (eucalipto) se obtendr4d un mayor efecto

antibacteriano sobre Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis.



MARCO TEORICO

Bernardo, et at'® (2022) en Brasil, verificaron la acciéon antimicrobiana vy
antibiopeliculay la citotoxicidad del extracto (HEScL) y las nanoparticulas de plata
(AgNPs-HEScL) de las hojas de Syzygium cumini. Fue una investigacion de tipo
experimental in vitro. Los analisis de antimicrobianos y antibiofilm se llevaron a
cabo mediante métodos in vitro: difusion en agar y microdilucién. Los ensayos se
realizaron en sistemas de prueba por triplicado. Reportaron que las CMI de las
células plancténicas oscilaron entre 31,2 y 250 (AgNPs-HEScL) y entre 1296,8 y
10375 upg/ml (HEScL) para Candida albicans, Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus, Fusobacterium nucleatum, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus oralis, Actinomyces naeslundii y Veillonella dispar. Concluyeron
que los datos sugieren accion antimicrobiana y antibiofilm de HEScL, y mas

especificamente, AQNPs-HEScL dependiente de la dosis, el tiempo y la especie.

Raghunathan, et at'® (2022) en India, evaluaron la cualidad antimicrobiana in vitro
de los extractos de neem, bael y canela en Candida albicans, Enterococcus
faecalis, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
Campylobacter rectus para compararla con el gold standard clorhexidina (0,2%).
Fue un estudio de tipo experimental in vitro. Utilizando hojas de la panta neem y
bael con cortezas de canela usando la técnica de maceracion en frio para preparar
los extractos etandlicos de los productos. La propiedad antimicrobiana de los
productos de prueba a tres concentraciones diferentes (0,1 %, 0,2 % y 0,3 %) se
verificd por medio del andlisis de difusiébn en Agar. Se reportd que el extracto de
las hojas de bael (0,3 %) mostré la zona de inhibicion mas amplia en comparaciéon
con el extracto de neem (0,3 %), el extracto de canela (0,3 %) y la clorhexidina
(0,2 %), frente a Porphyromonas gingivalis, Enterococcus faecalis, Streptococcus
mutans y Campylobacter rectus. Concluyeron que las hojas de bael demostraron

un efecto antimicrobiano significativo contra los patégenos orales probados.

Kommerein, et at®® (2022) en Alemania, identificaron sustancias derivadas de
plantas que inhiben principalmente el crecimiento de bacterias promotoras de
enfermedades, comparando el efecto del extracto de raiz de Rheum
palmatum contra P. gingivalisy la especie comensal Streptococcus oralis. Fue

una investigacion de tipo experimental in vitro. La capacidad antiplanctonica se



llevé a cabo en medicion de la densidad Optica con la actividad metabolica. Se
encontré que el extracto de raiz de R. palmatum inhibié significativamente el
crecimiento de P. gingivalis que ya se encontraba reducido a una concentracion
de 3,9 mg/L, y la reduccién significativa empezé a 15,625 mg/L de extracto de
raiz de R. palmatum. Concluyendo que a bajas concentraciones del extracto de
raiz de R. palmatum poseen una inhibicion especifica sobre P. gingivalis. Estos
hallazgos brindan un enfoque prometedor para el desarrollo de un agente tépico
potencial, el cual podria prevenir alteraciones en el microbiota bucal causadas por

el crecimiento excesivo del patégeno P. gingivalis

Nakao, et at?! (2021) en Japodn, Evaluaron la actividad antibacteriana de tres
productos herbales (hoja de curry, clavo y canela) contra Porphyromonas
gingivalis. Siendo un estudio experimental in vitro. Utilizando placas de 96 pocillos
se usoO la cepa ATCC 33277 para el desarrollo de crecimiento y formacion de
biopeliculas de P. gingivalis. Se afadieron series de dilucion doble de cada
extracto de hierbas de hoja de curry, clavo y canela (2,5 ul) a la suspensién
bacteriana (200 pl, 1 x 108 CFU/mI) en caldo BHI-HM. La turbidez de la suspensién
bacteriana (OD620) durante el crecimiento se midid6 en diferentes momentos
utilizando un lector de microplacas para la determinacion de las CIM de cada cepa
se determind mediante métodos de microdilucion. Reportaron que el extracto de
hoja de curry (CLE) a concentraciones de 16 - 32 pg/mL muestra actividad
selectiva ante P. gingivalis sin ninguna toxicidad in vitro para las células orales
humanas. Concluyendo que la MIC de CLE contra P. gingivalis fue mas alta que
otras especies de bacterias orales. Las células de P. gingivalis se eliminaron por
completo dentro de los 30 minutos posteriores al contacto con el extracto de CLE.

Ben, et at?? (2021) en Canada, investigaron los efectos de un extracto fenélico
preparado a partir de jugo de cereza acida (Prunus cerasusLl) sobre el
crecimiento, la adherencia y la actividad proteasa de P. gingival. Fue una
investigacion de tipo experimental in vitro. Se cultivd esta bacteria en condiciones
anaerobicas a 37 °C en caldo Todd-Hewitt. Por medio de microdilucion, mediante
el estudio de fluorencia para los efectos estudiados. Reportaron que el extracto
de cereza acida redujo el crecimiento de P. gingivalis en un 57,3%. Concluyendo

gue el extracto fendlico de cereza acida emerge como un prometedor producto



natural para el tratamiento de la periodontitis. Su capacidad para atenuar las
cualidades de virulencia de la bacteria P. gingivalis, asi como reducir su facultad
al dafar la barrera epitelial oral lo posiciona como una opcién potencialmente

efectiva en este contexto.

Attallah, et at?® (2021) en Egipto, investigo la actividad antibacteriana y
antibiopelicula de Boswellia sacra Flueck. extracto de oleorresina contra el
patdgeno periodontal, P. gingivalis, con la exploracion en la concentracion
inhibitoria minima (MIC) que podria usarse en el tratamiento de infecciones
periodontales. Siendo una investigacion de tipo experimental in vitro. Usando
microscopia electronica de barrido para examinar las biopeliculas la citotoxicidad
se midi6 mediante la viabilidad celular, por la prueba de difusién en agar. El
extracto oleorresinao demostré capacidad antibacteriana en P. gingivalis aislada
entre los valores de 500 y 1000 pg/mL. Reportaron que la produccion de
polisacaridos de los aislamientos de P. gingivalis analizados se redujo
significativamente después del tratamiento con extracto. Concluyendo que el
futuro se puede usar Boswellia sacra Flueck como extracto de oleorresina en el
descubrimiento de nuevos farmacos antimicrobianos para esto se deben de

realizar mas estudios in vitro.

Shetty, et at** (2020) en Estados Unidos, verificaron la efectividad de Allium
sativum (ajo) y Psidium guajava (guayaba) en A. actinomycetemcomitans y P.
gingivalis. Siendo una investigacion de tipo experimental in vitro. Usando cultivos
de agar sangre/kanamicina para aislar, y se uso6 un frasco anaerébico oxoid para
cultivar P. gingivalis. y para el cultivo de A. actinomycetemcomitans se usé la
técnica del vaso de vela. La (MIC) del extracto acuoso y etandlico de ajo, guayaba
se dio por el procedimiento de macrodilucién en caldo. Los extractos de guayaba
se diluyeron en serie y las concentraciones a 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 16,6, 8,3,
4y 2 mg/mL y 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 16,6, 8,3, 4 y 2 Se obtuvieron uL/mL
para EGVE y AGVE. Reportaron que, a AGE, 25, 50 y 75 uL con una determinada
zona de cohibiciéon entre 16, 20 y 25 mm, para P. gingivalis. Reportaron que los
compuestos mostraron capacidad en bacteriostatica en a Porphyromonas
gingivalis con Cml16,6 yL/mL. La CMI 75 pyL/mL en Porphyromonas gingivalis,
mientras que EGVE manifest6 capacidad de 75 pL/mL a P. gingivalis.



Concluyendo en que el extracto de A. sativumy P. guajava demostraron
capacidad antibacteriana significativo. Se encontré que A. sativum era mas
efectivo contra P. gingivalis, mientras que P. guajava mostr6 mas eficiencia

contra A. actinomycetemcomitans.

Mendes, et at?® (2020) en Brasil, evaluaron la capacidad antibacteriana del
extracto crudo de diclorometano de S. officinalis y las subfracciones SODD1
y SODD2, ademas de y sustratos limpios de viridiflorol, salvigeninay
manool, salvigenina sobre bacterias periodontopatégenos. Fue un estudio
experimental in vitro. Incluyé cinco pruebas antimicrobianas para evaluar la
actividad de diferentes compuestos: la determinacién de la (MIC) y (MBC), la
evaluacion de la capacidad antibiofilm, la creacion de la curva Time-kill (para
determinar el movimiento bacteriano) el valor del indice de concentracion
inhibidora fraccional. Estas pruebas se realizaron en seis aislamientos bacterianos
clinicos y de 3 cepas de bacterias relacionadas con la patologia periodontal.
Reportaron los valores de MIC superiores a 400 pg/mL correspondieron a la
ausencia de accion antibacteriana, ya que esta fue la concentracion mas alta que
se empled en los ensayos. SOD proporcion6 el valor MIC mas bajo, 50 ug/mL,
contra A. actinomycetemcomitans. Concluyeron que todos los extractos de S.

officinalis mostraron capacidad antibacteriana contra los peiorodntopatégenos.

Veloso, et at?® (2020) en Brasil, evaluaron la capacidad in vitro de unos extractos
crudos que se obtuvieron de Rosmarinus officinalis L. (Romero), Mallow sylvestris
L. (Mallow), Tamarindus indica L. (tamarindo), Caesalpinia ferrea Mart. (Juca),
Cinnamomum cassia B. (Canela), Punica granatum L. (Granada), Aeolanthus
suaveolens (Als.) Spreng. (Macassa) y Sysygium aromaticum L. (clavo) en
microorganismos bucales como, P. intermedia, F.nucleatum, P gingivalis, y P.
micra. Siendo una investigacion experimental de tipo in vitro. Se utilizé el
procedimiento en difusiébn por agar para la prueba de microdilucion (MIC). Se
empleo la resarzurina. Reportaron que los casos en los que se observo una zona
de inhibicidn, su tamafo oscilo entre 1,6 y 10,3 mm. Destaca que el extracto de
Granada fue el Unico que logré inhibir el crecimiento de todos los microorganismos

evaluados. Los valores de la (MIC) para este extracto variaron entre 50 y 400



pg/mL. Concluyeron que los extractos exhiben actividad antimicrobiana contra los

microorganismos evaluados.

Bankur, et al’’ (2019) en India, verificaron la cualidad antimicrobiana de diversas
condensaciones del extracto de hoja de eucalipto sobre bacterias patdgenas
periodontales. Siendo una investigacion experimental de tipo in vitro. Se utilizaron
las condensaciones de 10%, 50% y 100% del extracto. Siendo el control negativo
clorhexidina al 0,2% y el negativo se utilizé dimetilformamida. Las bacterias
evaluadas fueron P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans. La capacidad
antimicrobiana fue determinada mediante la prueba de difusion en disco.
Reportaron que la capacidad del 100% del extracto de E. globulus se formé zonas
de inhibicibn de 5,38 + 0,32 mm y 482 = 0,11 mm contra A.
actinomycetemcomitans y P. gingivalis respectivamente. Concluyendo que la
capacidad maxima de inhibicion contra P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans

se obtuvo con el 100% de concentracion del extracto de Eucalyptus globulus.

Raghavan, et at?® (2018) en India, verificé la capacidad de un extracto de hoja de
Mentha piperita (menta negra) contra microorganismos patdgenosbucales.
Siendo una investigacion experimental de tipo in vitro. Se usé un extracto de hojas
de menta negra, mediante el método de agua fria. Con 3 cepas microbianas,
Streptococcus mutans, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Candida albicans,
para el control positivo se usé clorhexidina al 0,2%. Reportando que la capacidad
maxima de inhibicién en extractos de M. piperita y clorhexidina al 0,2 % se observo
con S. mutans (20,16 + 0,36 y 32,64 + 1,34), seguida de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (18,34 + 1,09 y 28,45 + 0,22) y Candida. albicans (15,83
+ 1,37 y 27,66 = 1,85). Concluyendo que el extracto de M. piperita demostrd
capacidad antibacteriana contra las bacterias orales causantes de enfermedades

orales mayores.

Jayanti, et at?® (2018) en India, verificaron la actividad antibacteriana de un
extracto de Ocimum sanctum (tulsii en Porphyromonas gingivalis y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Fue un estudio de tipo experimental in
vitro. Este extracto de tulsi fue preparado por la prueba de extraccién en frio con
etanol, obteniéndose diversas concentraciones al 2%, 4%, 6% y 8% mediante

dilucion con dimetilformamida usado como control negativo. El control positivo fue



clorhexidina al 0,2%. Se midieron las areas de inhibicion para ambas bacterias, A.
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis. Reportaron que las
capacidades mas altas del extracto al 8% tiene la mayor area de inhibicién frente
a Aggregatibacter actinomycetemcomitans y P. gingivalis (40,10 £ 0,90 mm y
33,79 £ 1,82 mm, respectivamente). La dimetilformamida exhibié zonas de
inhibicion de 13,55+ 1,92 mmy 10,21 £ 2,16 mm frente a ambos. Concluyeron en
gue al 8% la concentracion de extracto de O. sanctum (tulsi) demostré la mayor
capacidad antibacteriana hacia P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans.

Gamboa, et at®° (2018) en Colombia evaluaron la capacidad antibacteriana de los
extractos y fragmentaciones conseguidas de Piper marginatum Jacq e llex
guayusa Loes sobre P. intermedia, F. nucleatum y P. gingivalis. Fue una
investigacion experimental de tipo in vitro. La capacidad antibacteriana, asi como
de las fracciones obtenidas de ambas plantas, se lograron por la prueba de
difusibn en pozo. Se encontré que desde 1mg/mL la (MIC) presentdé halos
inhibidores de los extractos totales de P. marginatum Jacq estaban entre 12,3 y
30 mm, siendo el mayor halo de inhibicion de los dos extractos vegetales fue
contra P. gingivalis. Concluyendo que los extractos y fracciones de etanol total de
Piper marginatum Jacq e llex guayusa Loes demostraron una capacidad

antibacteriana en P. gingivalis AT 33277, P. intermedia y F. nucleatum.

La enfermedad periodontal se evidencia por la gradual destruccién de los tejidos
blandos y duros los cuales conforman el complejo periodontal. Este proceso es
mediado por la interaccidn entre comunidades microbianas disbioticas vy
respuestas inmunitarias anormales dentro de los tejidos gingivales vy
periodontales. Conforme el microbiota oral se vuelve disbiotica, los presuntos
patdbgenos se multiplican, y las respuestas inflamatorias resultan en la
degradacion del tejido, estableciendo un ciclo constante de retroalimentacion
positiva que involucra la protedlisis, inflamacién y el enriguecimiento de patdégenos
periodontales. Un estudio epidemiologico, mostrd que la prevalencia mas alta de
periodontitis cronica se encontro en la poblacion de edad avanzada, con un 82%,
seguida de adultos con un 73% y adolescentes con un 59%, los pacientes buscan
atencion odontoldgica cuando la enfermedad ha alcanzado un nivel avanzado, ya

que sus etapas iniciales suelen ser asintomaticas.3!32
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El término microbiota oral se utiliza para referirse a la comunidad de
microorganismos presentes en la cavidad bucal del ser humano. El cientifico
holandés Antony van Leeuwenhoek quien realiz6 la primera identificacion de la
microbiota, utilizando un microscopio que él mismo construyd, considerado como
el padre de la microbiologia, pionero en el descubrimiento tanto de los protistas
como de las bacterias. En 1674, al observar su propia placa dental, informé sobre
la presencia de pequefios organismos vivos que se desplazaban. Joshua
Lederberg, introdujo el término "microbioma" para referirse a la comunidad
ecolégica de microorganismos simbidticos, comensales y patdogenos que
comparten nuestro espacio corporal. En la cavidad bucal, se encuentran alrededor
de 700 especies microbianas que conforman el ecosistema oral que interactian
tanto metabdlica como fisicamente, dan lugar a la formacion de comunidades de
biopeliculas complejas, donde los gradientes fisicoquimicos crean nichos distintos

para microorganismos con diversas necesidades metabélicas.3?33

Un equilibrio adecuado entre la microbiota residente y la respuesta inmunitaria del
organismo es crucial para mantener un estado de homeostasis, al alterase da
lugar al desarrollo de enfermedades orales, siendo la enfermedad periodontal una
de las mas significativas. En1897 cuando James Leon Williams descubrié por
primera vez el biofilm bacteriano. A partir de entonces, se han identificado varios
patégenos periodontales relevantes como P. gingivalis, P. intermedia, T. denticola,

A. actinomycetemcomitans, F. nucleatumy T. forsythia.343°

A. actinomycetemcomitans es un anaerobio facultativo gramnegativo no moévil de
la familia Pasteurellaceae, contribuye a la inflamacién, destruccion y resorcién
O0sea del tejido gingival, al manifestar factores de virulencia como toxina de
distensién citoletal (Cdt), leucotoxina A (LtxA) y colagenasa. La leucotoxina (LtxA)
afecta a las diversas poblaciones de glébulos lancos con diferentes capacidades
de inducir muerte, activa la capacidad de desgranulacion de los glébulos blancos
provocan liberacién de enzimas de los lisosomas, estructuras similares a redes y

metaloproteinasas de matriz (MMP) e induce la muerte celular en linfocitos.36

En los monocitos la toxina activa el complejo de inflamacién, incluida la cisteina
proteinasa caspasa-1, que induce una activacion y secrecion de las enzimas

citocinas proinflamativas IL-1B e IL-18. Al igual que; Porphyromonas gingivalis es
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una bacteria Gram-negativa, anaerobia, en forma de baston; atribuye la
patogénesis de la periodontitis, disbiosis microbiana oral, actia como un agente
critico al alterar la homeostasis inmune del huésped. Los lipopolisacaridos, las
proteasas, las fimbrias y algunos otros factores de virulencia se encuentran entre
las estrategias explotadas por P. gingivalis para promover la colonizacion
bacteriana y facilitar el crecimiento de la comunidad microbiana circundante. Los
factores de virulencia promueven la coagregacion con otras bacterias y la

formacion de biofilm.3”

Fusobacterium nucleatum (Fn) es un comensal oral Gram-negativo, prevalente en
varias enfermedades humanas. Se desconoce cOmo este comensal comun se
convierte en un patégeno desenfrenado. segrega adhesina (FadA) con
propiedades amiloides a través de un autotransportador similar a Fap2 para
mejorar su virulencia, tiene comportamiento importante de organizacién de
biopeliculas y en las interacciones con las células huésped a través de la
expresion de numerosas adhesinas, la adhesina fusobacteriana mejor
caracterizada es RadD, que puede unirse a la adhesina SpaP de Streptococcus
mutans, para mediar en la coagregacion de estas dos bacterias y la organizacion

avanzada de biopeliculas.33°

De modo similar la especie Prevotella, se asocia cominmente con infecciones
humanas como la caries dental y la periodontitis, posee factores de virulencia tales
como adhesinas, hemolisinas, exopolisacaridos de sistemas de secrecion, LPS,
proteasas, moléculas quorum sensing y resistencia a los antibidticos para
convertirse en un patdgeno bien adaptado capaz de causar una infeccion y
proliferacion exitosas en el tejido huésped.*°

P. intermedia exhibe un sistema de secrecion Tipo IX que desencadena la
liberacién de proteasas, hemolisinas y otros factores de virulencia en las proteinas
de su membrana externa, esta actividad provoca una alteracion en las respuestas
de las células del huésped. La accion de estas enzimas, conocidas como cisteina,
serina y proteinasas, desempefia un papel crucial en la destruccion del tejido
periodontal al escindir los péptidos celulares, lo que resulta en la degradacion de

la matriz de colageno presente en el periodonto. Ademas, P. intermedia utiliza
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aglutininas y hemoglobinas para producir hemolisinas, lo cual afecta la

funcionalidad de los glébulos rojos y conlleva a la liberacién de hemoglobina.*!

El lipopolisacarido bacteriano (LPS) es un factor de virulencia crucial que se
encuentra en la membrana externa que se encuentra en esta bacteria. Su
presencia activa tanto a los macrofagos mononucleares, lo que desencadena la
liberacidon de diversos mediadores proinflamatorios. En particular, el LPS induce
una produccién mayor de Oxido nitrico (NO) y citoquinas proinflamatorias
especificas en los macréfagos. Se ha observado que el LPS de P. intermedia
inhibe la osteogénesis y, ademas, provoca la liberacion de mediadores osteoliticos

por parte de los osteoblastos murinos.*?

El dltimo informe del Foro Econémico Mundial 2019 en Davos, Suiza, resalta la
importancia de tomar medidas para enfrentar la "rdpida y masiva propagacion de
enfermedades infecciosas”, considerada una de las amenazas superiores para la
salud humana. (RAM) estan asociadas con un alto riesgo de fracaso en el
tratamiento y la recurrencia de infecciones. Por lo tanto, son factores significativos
gue conllevan al crecimiento de las tasas de enfermedad y muerte, lo que da como
resultado un gran incremento en los servicios de atencion médica. Las patologias
causadas por microorganismos resistentes a los antibiéticos son las culpables de
aproximadamente 700,000 decesos anuales se estima que esta cifra aumentara
a mas de 10 millones de decesos hacia el afio 2050.4344

Por lo tanto, la busqueda de nuevos antibioticos se vuelve especialmente crucial.
Los productos naturales contindan siendo una fuente importante de nuevos
compuestos medicinales, los metabolitos secundarios identificados en los
fitofarmacos tienen propiedades antibacterianas que resultan Uutiles en la
prevencion de (RAM).4445

A nivel mundial, la resistencia a los antibidticos (AR), particularmente en
microorganismos gram negativas, esta extendiéndose de manera rapida y
generalizada, a través de dos vias principales: la mutacion en su material genético
y la adquisicion departes genéticas moviles, como son los plasmidos. Estos son
moléculas con forma circular de ADN que se replicaran de forma libre al
cromosoma bacteriano y pueden transferirse horizontalmente entre bacterias

mediante procesos como la conjugacion. Ejecutan una funcion vital en la evolucion
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del (AR), ya que facilitan la propagacion de genes de resistencia entre los

patégenos clinicos mas preocupantes.4647

La resistencia antimicrobiana (RAM) implica la facultad de los microorganismos
de combatir los efectos de los antibiéticos. puede ser innata en las bacterias o
adquirida durante el proceso de infeccién, acorde con la Organizacion de las
Naciones Unidas (ONU) representa una gran amenaza para la salud global,
porque compromete capacidades humanas como el desarrollo global. Varios
gobiernos, en colaboracién con la (OMS) y la (ONU), estan trabajando juntos en

la lucha contra el desarrollo de (RAM), reconociendo la urgencia de esta tarea.*3

Entre las pruebas principales de evaluacion preliminar de la capacidad
antimicrobiana se encuentra en el método de difusion en disco y en pozo agar, los
cuales permiten determinar de manera cuantitativa el efecto antimicrobiano sobre
los microorganismos de interés. La respuesta se expresa por medio de la medida
del didmetro de los halos de inhibicién. Estas pruebas de susceptibilidad
microbiana son herramientas esenciales en la investigacion, los resultados
pueden variar debido a una amplia variedad de factores implicados en su
desarrollo. Desde la seleccion de las plantas y el tipo de extraccidén, hasta la
eleccion de los bioensayos adecuados y los detalles técnicos como la cantidad de
inoculo y la técnica utilizada para determinar la actividad antimicrobiana, todos
estos aspectos pueden tener un impacto significativo en los resultados

obtenidos.8

Se busco determinar la (CMI) concentracion minima inhibitoria de la sustancia
antibacteriana que exterminé el 99,9% a mas de microbianos estudiados luego de
un dia en incubacién a 37°C, para establecer la (CMB) concentraciéon mas baja de
la sustancia antimicrobiana (ug/mL) que tiene la cualidad de inhibir la prolongacion
de agentes microbianos en condiciones normales luego de un dia de incubacién
a37°C.»

Con forme pasan los afios, las plantas naturales se usan ampliamente en recetas
para tratar trastornos y dolencias en los sistemas de medicina alternativa, basados
en hierbas alrededor del mundo. En todas las civilizaciones y en cada continente,
podemos encontrar evidencia. En la actualidad, a pesar de los notables avances

en farmacologia, el uso terapéutico de las plantas continla siendo una practica
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muy relevante en diversos paises, sobre todo en aquellos lugares que se
encuentran en vias de progresion. Segun estimaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), cerca del 80% de habitantes en paises en pleno
desarrollo recurre a la medicina complementaria, destacandose en particular el
uso de la medicina herbal como parte fundamental de la atencién primaria de

salud.®051

En la actualidad, la medicina natural esta experimentando un notable aumento de
su popularidad, especialmente en paises con altos niveles de afiliacion. No
obstante, en paises de escasos recursos, puede representar solo esta opcion de
tratamiento disponible. Desde la capacidad cientifica, las investigaciones con
fitoquimicos estdn abriendo nuevas vias de investigacion que ayudan al
descubrimiento de compuestos que poseen actividades beneficiosas para el
tratamiento de diversas patologias. Estos hallazgos sirven como estructura para

la creacién de nuevos compuestos con potencial terapéutico.51:52

La diversidad de plantas en el Per( se debe a una combinacion Unica de multiples
factores, lo que nos brinda una amplia diversidad de climas. Con un total de 84 de
las 107 eco-regiones existentes en el mundo, nuestro pais ofrece el escenario
ideal para el desarrollo de alrededor de 4000 especies de plantas autoctonas.
Entre ellas, destacan 1400 especies con propiedades medicinales. A través del
Ministerio de Salud, Instituto Nacional de Medicina Tradicional (INMETRA) viene
realizando esfuerzos por vincular la medicina natural con la tradicional, promueve

el uso responsable de las plantas medicinales en la atencion inicial de salud.53

El género Eucalyptus, originario de Australia, ha demostrado una gran capacidad
de adaptacion a diferentes condiciones climaticas y tipos de suelo. Esta
adaptabilidad se debe a su amplia y diversa composicion genética, lo cual explica
su exitosa introduccion en varios paises. Se estima que en Peru existen diferentes
especies de eucalipto, siendo el Eucalyptus globulus el mas reconocido. En
términos taxondmicos, pertenece a la clase Magnoliopsida, superorden Rosanae,
orden Myrtales y familia Myrtaceae, presenta variedad de usos y aplicaciones. Por
ejemplo, los extractos obtenidos de estos arboles se utilizan en forma de

antiséptico, en la industria de perfumes, en productos cosméticos y como agente
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saborizante, lo que demuestra que los cultivos de esta planta pueden ofrecer

nuevas fuentes de investigacion.>*°

El eucalipto es rico en metabolitos secundarios, los cuales pueden ser utilizados
tanto en forma pura como cruda, segun la necesidad. Se extraen de todas las
partes la planta. Siendo utilizados desde tiempos antiguos como insecticidas y
conservantes. En estas dos décadas ultimas, se ha visto un incremento en el
estudio de los productos de origen vegetal desde una perspectiva quimica,
poniendo énfasis en los metabolitos secundarios que estan implicados en el
control biologico de patdégenos. Estos compuestos confieren caracteristicas
importantes a los extractos, como propiedades antimicrobianas, antivirales,
antifingicas; estas permiten su utilizacion en las nuevas investigaciones. Ademas,

son menos téxicos y se degradan facilmente.56:57

Un extracto es una mezcla de los componentes activos de una planta en un medio
especifico que actia como disolvente. Pudiendo obtenerse utilizando la planta
entera o partes especificas que contengan una mayor concentracion de sus
componentes activos. Glicélicos. se obtienen utilizando el propilenglicol o la
glicerina como medio de extraccidén de los principios activos a lo largo de varias
horas o dias. Hidroalcohdlico o tintura. se caracteriza por utilizar alcohol etilico de
diversas concentraciones como liquido para extraer los componentes. Oleoso. se
obtiene al dejar macerar la planta o una parte especifica de ella en un aceite
vegetal. Este proceso permite que el extracto resultante contenga los

componentes liposolubles.585°

Los bioensayos de susceptibilidad antimicrobiana son pruebas estandarizadas in
vitro que desempefian una funcion muy esencial en la busqueda de actividades

biolégicas de nuevos compuestos naturales.®
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METODOLOGIA

3.1. Tipoy disefio de investigacion

3.1.1. Tipo de investigacion

Es una investigacion de tipo basica la cual se orienta en conseguir un
nuevo conocimiento de modo sistematico, con la capacidad de

incrementar el conocimiento de una realidad cementada.61:62

3.1.2. Disefio de investigacion

Pertenece a una investigacion de disefio experimental porque puede
controlar distintos grados de la variable independiente, la cual va a
originar un cambio en la variable dependiente, mediante un
procedimiento in vitro que consiste en aislar 6rganos, tejidos o células
vegetales de forma estéril, utilizando un medio quimico especifico y

manteniéndolos en condiciones controladas de incubacion.61-63

3.2. Variables y operacionalizacion (Anexo 1)

Variable Independiente: Extracto alcohdlico de Eucalyptus globulus

(eucalipto).

Definicién conceptual: Sustancia que se obtendra a partir de la materia
prima por un proceso a través de un solvente, continuo de la eliminacién del

mismo por un proceso fisico.64.6°

Definicion operacional: Cantidad de (mg) del extracto alcohdlico total seco

de Eucalyptus globulus (eucalipto) diluido en DMSO al 1%.
Indicadores: 10 mg/ml, 20 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml, 50 mg/ml.
Escala de medicién: De razén.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro sobre Fusobacterium

nucleatum y Porphyromonas gingivalis.

Definicion conceptual: Es la facultad que posee un agente en inhibir de
forma permanente (bactericida) o temporal (bacteriostatico) su

propagacion.56:67
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Definicion operacional: Creacion o ausencia de halo de inhibicion de UFC
sobre Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis. Tras

exposicion de concentraciones de Extracto alcohdlico de Eucalyptus

globulus (eucalipto).
Indicadores: Sin efecto, efecto bacteriostatico, efecto bactericida.
Escala de medicion: De razon.

3.3. Poblacién, muestray muestreo

3.3.1 Poblacién: Cepas bacterianas de Fusobacterium nucleatum vy

Porphyromonas gingivalis.

e Criterios de inclusién: Crecimientos y halos de inhibicién que
formados sean uniformes y sin presencia de contaminacion externa

microbiana.

Los pocillos sin muestra de contaminacion microbiana para
determinar las (CMI y CMB).

Placas Petri en buen estado con un buen sembrado.

Las hojas seleccionadas se encontraran en condiciones adecuadas

sin rasgos de patologias microbianas.
La cepa bacteriana debidamente certificada

e Criterios de Exclusién: Las hojas que se recolectaron en mal

estado con rasgos de dafio microbiana.

3.3.2 Muestra: 5 ml de suspension de las bacterias Fusobacterium
nucleatum y Porphyromonas gingivalis a la concentracion de 1.5 x 108
UFC/ ml. (Anexo 2)

3.3.3 Muestreo: Calculo de las unidades de ensayos, repeticiones y de

duplicados de estudio.

3.3.4 Unidad de andlisis: Una placa Petri sembrada con discos de

inhibicion de las sustancias a evaluar y una microplaca con pocillos.
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3.4.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos (Anexo 2-3)

El método general fue la experimentacion. La confiabilidad de los datos se
garantiz6 con la utilizacion de técnicas estandarizadas por el Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI).58 El in6culo bacteriano se obtuvo por
turbidimetria con una absorbancia de 0,008 equivalente a una concentracion
de 1,5 X 108 (estandar 0.5 de McFarland). El efecto antibacteriano in vitro fue
evaluado mediante los métodos de difusién en disco y la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracidbn minima bactericida
(CMB) mediante microdilucion. Los halos de inhibicidén fueron medidos con un
vernier digital (Ubermann®). La medicién de la CMIl y CMB se realiz6 mediante
microscopia y la comprobacién se realizé mediante siembra en placa del
pocillo correspondiente a la concentracién donde no se observé crecimiento
bacteriano. Los datos fueron registrados en una ficha. Ademas, el investigador

se calibré en la medicion de halos de inhibicion con un experto microbiélogo.
3.5.Procedimientos
Recoleccién de hojas e identificacion de Eucalyptus globulus (eucalipto)

Para la investigacion se colectaron hojas de eucalipto en la zona de Huarmaca
latitud oeste y 5° 30'54" de Latitud Sur, a una distancia de 146 Km.®° Las hojas
seleccionadas fueron las de mejor calidad (considerando aquellas que no
muestren dafio mecénico ni rugosidad de ningun tipo y con pigmentacion
uniforme). La identificacion taxonémica de un espécimen de E. globulus se
realizd en la Universidad Nacional de Piura (Anexo 9). El material vegetal
recolectado para la experimentacion fue trasladado en bolsas de papel craft®
al laboratorio del Instituto de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de la

Universidad César Vallejo, campus Truijillo.
Obtencién del extracto alcohdlico de hojas de E. glébulos

Para la obtencién del extracto, se escogieron las hojas de forma individual,
desojando las ramas y seleccionando solo aquellas que cumplian con las
caracteristicas de calidad indicadas anteriormente. Luego se procedio a lavar
el material vegetal con agua corriente y se secd con papel absorbente de

primer uso. Posterior a ello se realizé la desinfeccidén de cada una de las hojas
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con una torunda de algodon embebida en alcohol al 70%. Luego se procedio
al secado del material vegetal en estufa microbiolégica (Memmert®) a 40 °C
por 4 horas. Obtenido el material foliar seco se procedi6 a realizar la molienda
y pulverizacion en seco con ayuda de una licuadora (Oster®). Todo el material
vegetal molido fue pesado en la balanza gramera para la obtenciéon del
rendimiento total. Luego se pesaron 100 g del material pulverizado el cual fue
empaquetado en papel de filtro para la obtencion del extracto en el equipo
Soxhlet. Se incorporé el solvente etanol absoluto y el sistema se puso en
funcionamiento durante 120 minutos después de los cuales se obtuvo el
extracto total. La reduccion del solvente y el secado del extracto se realizé
rotavapor (Isolab®) y se coloco en refrigeracion en un frasco de vidrio ambar

hasta el momento de su utilizacion.”
Preparacion de las concentraciones del extracto de E. globulus

Partiendo del extracto seco de E. globulus se realizaron diluciones en DMSO
1% obteniéndose concentraciones de 10; 20; 30; 40 y 50 mg/mL. Cada
concentracion fue preparada en un vial estéril cerrado herméticamente y

protegidas de la luz y mantenidas en refrigeraciéon hasta su uso.’®"!

Obtencién de cepas, reactivacion y estandarizacion del inoculo de

Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum.

Las cepas estandar de F. nucleatum ATCC 25586 y P. gingivalis ATCC 33277
fueron adquiridas de la empresa GenLab del Perid S.A.C en estado de
liofilizaciéon.”? La reactivacion de cepas se realizé en caldo Mueller Hinton
(Millipore) 48 horas antes de la evaluacion.”® Después de la reactivacion de la
cepa se procedié a sembrar por agotamiento en estria en una placa con agar
sangre para el crecimiento de colonias 24 horas después. A partir de las UFC
se preparo el inoculo de ambas bacterias y su estandarizacion se efectu6
turbidimétricamente (Kyntel® modelo KV-1200) al momento de la evaluacion
microbioldgica. La concentracion estandar fue de 1,5 x 108 UFC/mL con una
absorbancia de 0,08 a una longitud de onda de 625 nm (equivalen al estandar

de 0,5 del nefelémetro de McFarland).”
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Evaluacion del efecto antibacteriano y determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
bactericida (CMB).

El efecto antibacteriano in vitro fue evaluado por el método de difusion en
disco. Para ello, a partir del in6culo preparado y estandarizado de ambas
bacterias se realizo la inoculacion de las placas de 100 mm. Las placas Petri
contenian agar sangre al 5%. La inoculacion se realizd por dispersion en
superficie con hisopo de algoddn estéril. Después de la siembra se esperé
aproximadamente 15 para que el exceso de humedad se disipara antes de
aplicar los discos con las concentraciones del extracto evaluado y de los
controles. Después de la colocacion de los discos, las placas fueron invertidas
y colocadas en un recipiente de anaerobiosis e incubadas a 36,5 + 1 °C
durante 24 horas en estufa microbiolégica (Memmert®). Después de la
incubacion se realizé la medicion manual de los halos de imbibicion formados
con ayuda de un vernier digital (Ubermann®). Los diametros medidos se
registraron en la ficha de recoleccion de datos, segun concentracién y segun

bacteria de manera individual.

Para la determinacion de la CMI y de la CMB se utilizd el método de
microdilucién. Se utilizé una microplaca estéril de 96 pocillos con tapa que
fueron rotulados de acuerdo a las concentraciones del extracto y los controles.
A cada pocillo se le agregd 50 uL de las concentraciones de los extractos y
50 pL del in6culo bacteriano estandarizado. Las microplacas fueron
inoculadas a 36,5°C + 1°C por el periodo de entre 18-20 horas. El ultimo
volumen de cada pocillo fue de100 pL. Para la determinacion de la CMB, luego
de laiincubacién y con ayuda de una micropipeta se tomaron 50 uL de solucién
de cada uno de los pocillos donde no se observé crecimiento bacteriano y se
colocé en la superficie de placas con agar Mueller Hilton (Millipore®) y se
incubaron en iguales consideraciones microbiolégicas. La ausencia de UFC

se reporté como CMB7%.71
3.6.Método de analisis de datos

Los datos recolectados y registrado en la ficha se digitalizaron y tabularon en

Microsoft Excel 2019. El andlisis estadistico se realiz6 en SPSS v. 27. Para
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establecer el tipo de analisis a realizar se procedio a aplicar una prueba de
normalidad. Ante la distribucion normal de los datos se procedio a realizar un
andlisis de varianza (ANOVA) de las medias de los diametros de los halos de
inhibicion, ademas para contrastar los efectos antibacterianos de las
concentraciones del extracto y del control positivo se realizé el analisis post

hoc de Tukey con un nivel de confianza del 95%."°
3.7.Aspectos éticos

El manejo y uso de las cepas bacterias se llevé a cabo mediante las normas
establecidas por el CONICYT.”® Asi como la norma técnica de salud: "Gestién
integral y manejo de residuos sélidos en establecimientos de salud, servicios
médicos de apoyo y centros de investigacién" para residuos denominados
biolégicos.”” El riesgo biolégico de los residuos generados fue eliminado
mediante esterilizacion a calor humedo en autoclave, de esta manera se
protege la seguridad del investigador y de todas las personas que entren en
contacto con dichos residuos. Ademas, se respeto el reglamento de uso y el
manual de operaciones del laboratorio de investigacion de la Universidad

César Vallejo.”®
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IV. RESULTADOS

Tabla 1. Comparacion del efecto antibacteriano

in vitro de diferentes

concentraciones del extracto alcoholico de Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre

Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis por el método de difusién

en disco.

Bacteria Concentraciones Halo de inhibicion en mm Sig.*
(1) % (J) mg/mL  Media * D.E** (1-J)

10 21.65 + 0.382 3,3270° 0,000
Fusobacterium 20 23.41 £ 0.408 1,5660" 0,000
nucleatum g 12 30 24.99 + 0.535 -0,0150 1,000
ATCC 25586 40 27.90 + 0.872 -2,9210° 0,000
50 32.10 + 0.430 -7,1270° 0,000
CHX 24,98 + 0,922 0,0000°" 1.000
10 21.19 + 0.803 -3,1610° 0,000
Porphyromonas 20 27.52 £ 0.599 -9,4920" 0,000
gingivalis oy 9,12 30 2924+0.309  -11,2180° 0,000
ATCC 33277 40 3072+0.374  -12,6980° 0,000
50 33.19+0.724  -15,1680° 0,000
CHX 18,03 + 0,626 0,0000°" 1.000

Fuente: Ficha de recoleccion de datos
*p=Significancia Prueba de Tukey

**D, E= Desviacion estandar

*** CHX = Clorhexidina 0,12% (Control +)

La tabla 1 muestra comparaciones mdltiples de la prueba Post hoc (Tukey),
aparecen las comparaciones entre el control positivo clorhexidina 0,12% vy las
concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 mg/mL del extracto alcohdlico de E.
globulus (eucalipto) sobre F. nucleatum y P. gingivalis. Se observa que para F.
nucleatum, la concentracion de 30 mg/mL no tuvo diferencia significativa (p>0,05)
respecto del control clorhexidina 0,12%. Es decir, ambos efectos son
estadisticamente iguales. En el caso de P. gingivalis, se evidencia que existe
diferencia significativa (p<0,05) entre todas las concentraciones del extracto y el

control. Es decir, todos los efectos reportados son estadisticamente distintos.
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Tabla 2. Determinacion in vitro de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
extracto alcohodlico de Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre Fusobacterium

nucleatum y Porphyromonas gingivalis por el método de microdilucion.

BACTERIA CMI

Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586 10 mg/mL

Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277 10 mg/mL

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

La tabla 2, muestra la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto
alcohdlico de Eucalyptus globulus (eucalipto) que en la concentracion de 10 mg/ml

tiene la capacidad de inhibir el crecimiento tanto para la bacteria Fusobacterium

nucleatum como para Porphyromonas gingivalis.
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Tabla 3. Determinar in vitro la concentracion minima bactericida (CMB) del extracto
alcoholico de Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre Fusobacterium nucleatum y

Porphyromonas gingivalis.

BACTERIA CMB

Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586 30 mg/mL

Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277 10 mg/mL

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

La tabla 3, muestra la concentracibn minima bactericida (CMB) del extracto
alcohdlico de Eucalyptus globulus (eucalipto) para la bacteria Fusobacterium
nucleatum a una concentracion 30mg/ml inhibe total el crecimiento, y para
Porphyromonas gingivalis con una concentracién del 20mg/ml inhibe la totalidad en

crecimiento del microorganismo.
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V. DISCUSION

Se evaluo el efecto antibacteriano in vitro de las concentraciones de 10, 20, 30,
40 y 50 mg/mL del extracto alcohdlico de Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre
Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis. La sustancia control
utilizada fue clorhexidina 0,12%. En relacion a F. nucleatum se reportaron halos
de inhibicién de 21.65 + 0.382 (10 mg/mL), 23.41 + 0.408 (20 mg/mL), 24.99 +
0.535 (30 mg/mL), 27.90 + 0.872 (40 mg/mL), 32.10 + 0.430 (50 mg/mL) vy el
control de 24.98 £+ 0.922 (CHX 0,12%). Con respecto P. gingivalis las zonas de
inhibicion comunicadas fueron de 21.19 + 0.803 (10 mg/mL), 27.52 + 0.599 (20
mg/mL), 29.24 + 0.309 (30 mg/mL), 30.72 £+ 0.374 (40 mg/mL), 33.19 + 0.724 (50
mg/mL) y del control 18.03 £ 0.626 (CHX 0,12%).

Estos resultados fueron similares a los encontrados por Raghunathan, et al %!
guienes evaluaron diferentes concentraciones de los extractos etandlicos de
Cinnamomum zeylanicum (canela) y Azadirachta indica (neem) que en sus
maximas concentraciones (0.3%) reportaron halos de inhibicién de 30 mm y 27
mm para Porphyromonas gingivalis respectivamente, valores muy cercanos a los
halos reportados en las concentraciones de 20 mg/mL (27.52 £ 0.599 mm), 30
mg/mL (29.24 £ 0.309 mm), 40 mg/mL (30.72 £ 0.374 mm) y 50 mg/mL (33.19 +
0.724 mm). Esta semejanza en los efectos antibacterianos se puede deber a que
tanto el eucalipto como la canela, son plantas que pertenecen a la misma clase
taxonémica.’® Asi mismo, el eucalipto y el neem comparten la misma familia.° Se
ha comunicado que estas tres plantas en su caracterizacion fitoquimica presentan
los metabolitos flavonoides, que son responsables del potencial antimicrobiano de
estas plantas.8'Teniendo la capacidad de formar complejos extracelulares y
descomponer las capas de lipidos y proteinas de las membranas celulares
bacterianas. Este dafio conduce a cambios en la permeabilidad de la membrana
celular, permitiendo que componentes intracelulares criticos como &cidos
nucleicos y nucleotidos se liberen, lo que resulta en la inhibicion de la funcion de
la membrana citoplasmatica. Este proceso, a su vez, afecta el metabolismo

bacteriano e impide su crecimiento induciendo su muerte.??

En ese sentido Shetty et al’* evalud distintas concentraciones del extracto

etandlico de la planta Psidium guajava (guayaba) sobre P. gingivalis, comunicaron
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que en su concentracion mas alta (75 pL/mL) formé halos de inhibicion de
15,4+0,54 mm que difieren al estudio reportado que en su minima concentracion
de (10 mg/mL), 21.19 + 0.803 mm, se debe a que el autor trabajo en (UL/mL) y la
presente investigacion en (mg/mL). P. guajava (guayaba) y Eucalyptus globulus,
presentando accion antimicrobiana, ya que ambas plantas comparten metabolitos
como flavonoides, terpenos y taninos y pertenecen a la misma familia Myrtacea.®?
La efectividad antimicrobiana de los terpenos se atribuye a por lo menos cinco
modos de accion, entre los que se incluye el deterioro de la estructura y funcién
de la membrana, la inhibicidn de la biosintesis y funcion de los acidos nucleicos,
la interferencia en procesos metabdlicos esenciales, la induccion de la
coagulacion de los componentes citoplasmicos y la interrupcion de la

comunicacion celular normal.84

Por su parte Jayanti et al*® evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto de
etanol de Ocimum sanctum (Tulsi) que ha su mas alta concentracion (8%)
reportaron halos de inhibicion de 33,79 £ 1,82 mm para Porphyromonas gingivalis
siendo muy cercanos a los reportados en el presente estudio (20 mg/mL), 27.52 +
0.599 mm, (30 mg/mL), 29.24 £ 0.309 mm, (40 mg/mL) 30.72 £ 0.374, (50 mg/mL)
33.19 £ 0.724 mm; esto podria deberse a que ambas plantas comparten la misma
clase y en su composicion fitoquimica, ambas contienen el metabolito 1,8-cineol®®
y eugenol.86 Este Ultimo compuesto es capaz de inhibir la formacién de
biopeliculas de bacterias gram negativas.?” En el caso del 1,8 cineol son capaces
de modificar la permeabilidad de las células bacterianas y aumentar la fluidez de
la membrana, provocando un cambio en la topologia de las proteinas de la

membrana y deteniendo el proceso respiratorio celular.®®

Al respecto, Gamboa et al*® quien evalué diferentes concentraciones del extracto
etandlico de Piper marginatum determinaron que la actividad antimicrobiana de la
concentracion de 4 mg/mL sobre Porphyromonas gingivalis generé halos de
inhibicion de 30,0 mm; semejantes a los comunicados en esta investigacion a la
concentracion de 40 mg/mL (30.72 + 0.374 mm). Esto guardaria relacion con que
la planta estudiada en su composicion fitoquimica contiene metabolitos del tipo
flavonoides y taninos, conocidos universalmente por poseer propiedades

antibacterianas.®® De igual manera, el extracto de Piper marginatum en su
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concentracion de 4 mg/mL sobre Fusobacterium nucleatum generé halos de
inhibicion de 14.3 mm. Estos resultados difirieren con los reportado en el presente
estudio, que a la concentracion méas baja (10 mg/mL) generd halos de inhibicion
de 21.65 + 0.382 mm sobre la misma bacteria. Esta distincion clara se
fundamentaria en las diferentes concentraciones evaluadas, ademas que ambos
extractos fueron obtenidos a partir de material vegetal procesado de manera
distinta. En nuestro estudio se us6 material seco mientras que en la investigacion
de Gamboa et al®® utilizaron material vegetal fresco, y teéricamente se ha
demostrado que la concentracion de principios activos tipo aceites esenciales
como el 1.8-cineol puede diferir si se obtienen a partir de material seco o fresco,
ademas que se ha reportado que este aceite esencial se encuentra en mayor

concentracion en E. globulus.8® %0

En el mismo sentido Parashuramaiah et at®! evaluaron el potencial antibacteriano
de diferentes concentraciones de Azadirachta indica (Neem). Informaron que a la
concentracion de 15% se obtuvieron halos de inhibicion de 25.00 mm sobre
Fusobacterium nucleatum. Resultados similares a los de este estudio a las
concentraciones de 30 mg/mL (24.99 £ 0.535 mm) y 40 mg/mL (27.90 + 0.872
mm). Esta similitud en la capacidad inhibitoria de los extractos de ambas plantas
se fundamentaria en que ambos vegetales pertenecen a la misma clase y familia
taxonémica®®, lo cual asegura que presenten similar composicién fitoquimica,
destacando la presencia de polifenoles, terpenos y taninos, metabolitos
secundarios con conocida actividad antimicrobiana.? El mecanismo de accion de
estas sustancias incluye la afectacion de la membrana, del citoplasma y del
desarrollo de las estructuras méviles (flagelos) y de agregacién bacteriana, lo que
en consecuencia impediria el proceso de quorum sensing, considerado un factor

de virulencia y vitalidad determinante en los periodontopatégenos.®?

Por otra parte, Nakao et at?* notificaron que la CMI del extracto etandlico de
Murraya koenigii (Curry), Cinnamomum zeylanicum (Canela) y Syzygium
aromaticum (Clavo de olor) fue de 16 pg/mL en el caso de las dos primeras plantas
y de 64 pg/mL para el clavo de olor, contra Porphyromonas gingivalis. Estos
resultados fueron cercanos a los obtenidos en esta investigacion con el extracto

alcohdlico de E. globulus sobre P gingivalis cuya CMI fue de 10 mg/mL. De igual
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manera, Ben et at?> comunicaron que la CMI del extracto fendlico de Prunus
cerasus L (cereza 4cida), contra Porphyromonas gingivalis fue 2 mg/mL. Como se
puede apreciar todas las plantas estudiadas obtuvieron CMI cercanas, esto
probablemente se deba a las caracteristicas de los vegetales que comparten la
misma clase taxondmica Magnoliopsida. Las plantas que pertenecen a esta clase
son ricas en metabolitos secundarios de tipo flavonoides, cuya naturaleza quimica

es fendlica, y los compuestos fendlicos son potentes antibacterianos.9%*

Al respecto, Pesantes, et at®® determinaron la CMI del extracto etandlico de
Plantago major (Llantén) sobre Porphyromonas gingivalis la cual se obtuvo con la
concentracion de 50%. Al igual que en los casos anteriores, en los estudios de
tamizaje fitoquimico se ha reportado que tanto el eucalipto como el llantén son
ricos en diversos compuestos fendlicos.®? Pues la eficacia antimicrobiana de los
extractos vegetales radica en la accién de sus constituyentes, principalmente los
compuestos fendlicos y taninos®4, que actian de manera sinérgica para formar un
complejo activo en la inhibicion de microorganismos, dependiente de la
concentracion. Estas sustancias afectan la sintesis proteica bacteriana al formar
complejos irreversibles con las proteinas ricas en prolina (PRP), conduciendo a la

muerte del microorganismo.®®

De igual manera, Attallah, et at>® y Mendes et at®® identificaron la CMI de las
plantas boswellia sacra flueck y Salvia officinalis (salvia) contra Porphyromonas
gingivalis, respectivamente. En el primer caso informaron una CMI de 2 mg/mL y
en el segundo una CMI de 4 mg/mL. De modo similar, Velosoa et at?® determinaron
gue la CMI de los extractos hidroalcohélicos de Rosmarinus officinalis (romero),
Cinnamomum verum (canela), Syzygium aromaticum (clavo), Punica granatum
(granada) y Tamarindus indica (Tamarindo) contra Porphyromonas gingivalis fue
70 pg/mL. Asi mismo reportaron que la CMB contra Fusobacterium nucleatum fue
de 400 pg/mL. De igual forma, Hernawati et at®2 comunicaron que la CMI y la CMB
de Punica granatum (granada roja) sobre Porphyromonas gingivalis y
Fusobacterium nucleatum fue 6,25 %. Como se ha mencionado anteriormente, la
capacidad antimicrobiana de los extractos de plantas medicinales radica
principalmente en el tipo y cantidad de principios activos con potencial

antibacteriano. En el caso de estas plantas al pertenecer a la misma clase y
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division taxonOmica, compartirian similares principios activos. Los tamizajes
fitoguimicos informan la presencia abundante de flavonoides,® terpenos y
terpenoides, polifenoles,® mentol y timol biomoléculas reconocidas como
antimicrobianas debido a su capacidad para desconfigurar la bicapa lipidica,

generando desestabilizacion celular y posterior muerte del microorganismo.%7:98:99
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VI. CONCLUSIONES

1. Casi todas las concentraciones del extracto alcohdlico de Eucalyptus globulus
(eucalipto) excepto la de 30mg/mL tuvieron efecto antibacteriano diferente
(p<0,05) del control clorhexidina 0,12% sobre Fusobacterium nucleatum. El
efecto antibacteriano de la clorhexidina 0,12% sobre Porphyromonas gingivalis
tuvo diferencia significativa (p< 0,05) con todas las concentraciones del extracto

alcohdlico de Eucalyptus globulus (eucalipto).

2. La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto alcohdlico de Eucalyptus
globulus (eucalipto) sobre Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas

gingivalis fue de 10 mg/mL a través del método de microdilucion.

3. La concentracibn minima bactericida (CMB) del extracto alcohdlico de
Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre Fusobacterium nucleatum fue de 30

mg/mL y Porphyromonas gingivalis fue de 10 mg/mL.
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VII.

RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios en extractos acuoso y aceites esenciales de Eucalyptus
globulus (eucalipto) para comprobar la efectividad antibacteriana sobre
bacterias periodontopatdgenas.

2. Realizar la caracterizacion fitoquimica de los extractos de Eucalyptus
globulus (eucalipto) para determinar cual de sus componentes es

responsable de la actividad inhibitoria sobre periodontopatégenos.

3. Realizar la caracterizacién fitoquimica de los extractos de Eucalyptus
globulus (eucalipto) para determinar cual de sus componentes es

responsable de la actividad bactericida sobre periodontopatdgenos.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla de operacionalizacion de variables

VARIABLES DEFINICION DEFINICION DIMENSION ESCALA
DE ESTUDIO | CONCEPTUAL | OPERACIONAL INDICADORES | DE MEDICION
Extracto Definicion Cantidad de (mg) 10mg/ml
alcoholico de conceptual: del extracto 20mg/ml
Eucalyptus |Sustancia que se| alcohdlico total
globulus obtendra a partir seco de 30mg/ml
(eucalipto) de la materia Eucalyptus 40mg/ml De Razdn
prima por un globulus
proceso a través |(eucalipto) diluido 50ng/ml
de un solvente, |en DMSO al 1%.
continuo de la
eliminacién del
mMismo por un
proceso
fisico.6465
Efecto Es la facultad que Crea}mon 0 .
antibacteriano in| posee un agente ausencia de halo D'am.e”.o _H_a}los
vitro sobre en inhibir de de inhibicién de de inhibicién
Fusobacterium forma UFC sobr_e
nucleatum y permanente Fusobacterium Efect
Porphyromonas| (bactericida) o nucleatum y ecto De Razon
gingivalis temporal Porphyromonas bactericida
(bacteriostatico) 9'”9""’?‘".5, Tras
sy expos;mor_\ de
.- 66,67 | CONCENtraciones Efecto
propagacion. de Extracto Bacteriostatico
alcohdlico de
Eucalyptus
globulus
(eucalipto)




Anexo 2. Instrumento de recolecciéon de datos

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Proyecto de Tesis: Efecto antibactenano in vitro de diferentes concentraciones
del extracto alcoholico de Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre Fusobacternum
nucleatum y Porphyromonas gingivalis

Autor: Torres Pacheco, Rozier

Asesor Especialista: Dr. Miguel Angel Ruiz Barrueto

EFECTO ANTIBACTERIANO POR EL METODO DE DIFUSION EN DISCO

Diametro de halos de inhibicion segin concentracion de
N° extracto de eucalipto en mg/mL sobre Fusobacterium nucleatum
10 20 30 40 50 CHX 0,12%

1 21,78 2334 24 58 27,89 32,73 23,83

2 2157 23,85 2572 29,19 3194 26,06

3 2145 23,48 24,82 26,66 3255 2538

4 2231 2298 24 46 27,82 3142 2531

5 21,79 23,56 25 81 27 52 3194 2462

b 21,16 2347 25,64 28,31 31,62 26,13

[ 2113 24,02 24 63 26,58 32,12 25,45

8 2204 2264 24 47 29,08 32,09 2539

9 2138 23,14 25,05 28,26 32,65 2417
10 21,89 2363 24,74 27 67 31,98 2343

Diametro de halos de inhibicion segin concentracion de
No extracto de eucalipto en mg/mlL sobre Porphyromonas gingivalis
10 20 30 40 50 CHX 0,12%

1 20,19 28,16 29,76 30,85 34,63 18,32

2 2117 27 83 2947 30,17 32,26 16,76

3 2239 27 61 29,68 30,M 33,03 18,25

4 20,03 26,45 2912 30,09 3341 18,33

5 2232 2748 2915 30,79 32,69 19,15

b 21564 2736 2919 30,63 3287 17,54

7 21,65 26,57 2917 30,65 3255 17,62

8 20,87 27 55 2898 31,16 33,06 18,13

9 20,66 28,06 28,75 31,25 34,15 18,17
10 21,05 28,11 2917 30,94 3329 17,99

Piura, 10 de setiembre de 2023.
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Anexo 3. Calculo del tamarfio de la muestra

Al ser una investigacion experimental se calculo el nUmero de repeticiones para
cada ensayo aplicando la siguiente formula estadistica que es aplicable para

determinar el nimero minimo de observaciones:

W_Wz': ZB+1,4"Za z
WZ

n =

n=(0.8- (0.8) 2 - (0.8 42) +1,4 (1.96) ~2) / (0.8) * 2
n= (0.8 - (0.64) (0.842) +1,4 (3.842))/ 0.64
n=9

Donde,

n = Numero minimo de muestras, observaciones o réplicas que deben efectuarse
en el estudio.

Za = Valor correspondiente al nivel de confianza asignado.

ZB = Valor correspondiente al poder estadistico o potencia asignada a la prueba.
W = Rendimiento minimo esperado, eficiencia minima esperada o diferencia
minima observable.

Asi, Za =1.96; Z3 = 0.842; W = 0.80 (80%)

Reemplazando la ecuacion propuesta se obtiene que el niamero minimo de
repeticiones es 9 para cada ensayo. Entonces multiplicando 9 x el nimero de
ensayos que es 12 se obtiene un total de 108 unidades de ensayo por cada bacteria

evaluada.



Anexo 4. Validez y confiabilidad del instrumento de recoleccion de datos

CALIBRACION EXAMINADOR — EXPERTO

Resumen de procesamiento de casos

N %

Casos Valido 50 100,0
Excluido? 0 ,0

Total 50 100,0

a. La eliminacién por lista se basa en todas las variables del procedimiento.

Matriz de correlaciones entre elementos

Medicion de halos de
inhibicibn en mm

Medicion de halos de
inhibicibn en mm

examinador experto
Medicion de halos de inhibiciéon 1,000 0,961
en mm examinador
Medicion de halos de inhibicion 0,961 1,000
en mm experto
Estadisticas de elemento de resumen
Media | Minimo | Maximo | Rango | Maximo / Varianza N de
Minimo elementos
Varianzas de 54,836 | 48,594 | 61,078 | 12,484 | 1,257 77,922 2
elemento
Correlaciones 0,961 | 0,961 | 0,961 | 0,000 1,000 0,000 2
entre
elementos
Coeficiente de correlacion intraclase
Correlacién| 95% de intervalo Prueba F con valor verdadero 0
intraclaseP de confianza
Limite Limite Valor gll gl2 Sig
inferior | superior
Medidas 0, 9542 0,921 0,974 42,833 49 49 | 0,000
Unicas
Medidas 0,977¢ 0,959 0,987 42,833 49 49 | 0,000
promedio

Modelo de dos factores de efectos mixtos donde los efectos de personas son
aleatorios y los efectos de medidas son fijos.

a. El estimador es el mismo, esté presente o no el efecto de interaccion.

b. Coeficientes de correlaciones entre clases del tipo C que utilizan una definicién
de coherencia. La varianza de medida intermedia se excluye de la varianza del
denominador.

c. Esta estimacion se calcula suponiendo que el efecto de interaccion esta
ausente, porque de lo contrario no se puede estimar.

Se aplico el coeficiente de intraclase obteniendo un coeficiente de 0.97, lo cual se
interpreta como una concordancia muy alta.




ﬁ FORMATO DE REGISTRO DE CONFIAELIDAD DE AREA DE
UNIVERSIOAD CisAR VALLEID .
LOS EVALUADORES INVESTIGACION

I. DATOS INFORMATIVOS

1.1. ESTUDIANTE: TORRES PACHECO ROZIER
1.2. TITULO DE PROYECTO DE Efecto antibacteriano in witro de diferentes
INVESTIGACION: concentraciones del extracto alcohdlico de
Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre
Fusobacterium  nucleatum y  Porphyromonas
gingivalis
1.3. ESCUELA PROFESIONAL: ESTOMATOLOGIA

1.4. TIPO DE INSTRUMENTO (adjuntar): | Calibracién medicién de halos de inhibicién

1.5. COEFICIENTE DE CONFIABILIDAD | INDICE DE KAPPA ()

EMPLEADO:
COEFICIENTE INTERCLASE ()
COEFICIENTE INTRACLASE (X)
1.6. FECHA DE APLICACION: 28/06/2023
1.7. MUESTRA APLICADA: Cincuenta halos de inhibicion.

Il. CONFIABILIDAD

iNDICE DE CONFIABILIDAD ALCANZADO: | ICC: 0.977 (Concordancia muy aita)

illl. DESCRIPCION BREVE DEL PROCESO (Itemes iniciales, itemes mejorados, eliminados, etc.)

Se aplicd un test de recuento de UFC/mL en placa mediante fotografias. Doble ciego. Se
adjunta el test de evaluacion.
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PRUEBA PILOTO

Tabla 1. Halos de inhibicion formados por el extracto total de Eucalyptus globulus

(eucalipto) sobre Porphyromonas gingivalis.

CONTROL CONTROL

DISCO1 DISCO2 DISCO3 PROMEDIO + -

PLACA 1 29.76 28.16 34.63 30.85 20.03 0
PLACA 2 27.83 32.26 30.17 30.09 16.76 0
PLACA 3 27.48 29.17 30.71 29.12 22.39 0
PLACA 4 25.57 33.03 28.98 29.19 18.25 0
PLACAS 27.36 30.63 29.47 29.15 18.33 0
PROMEDIO  27.60 30.65 30.79 29.68 19.15 0

GALERIA FOTOGRAFICA

MATERIALES, EQUIPOS E INSUMOS

1 | balanza analitica 5 | soxhlet

2 | tryptic soy agar 6 | Alcohol etilico absoluto
3 | licuadora Oster 7 | placas Petri

4 | autoclave 8 | rotavapor




OBTENCION DEL EXTRACTO

1 | Seleccién de la hoja

Proceso de colado

2 | Pesado de la hoja

Proceso de filtrado

3 | Secado de la hoja en estufa

Filtrado en rotavapor

4 | Triturado

Extracto

5 | Refinado en la licuadora




Anexo 6. Analisis estadistico de datos

Concentracién extracto alcohdlico Eucalyptus globulus/ Control+

Resumen de procesamiento de casos
Concentracion extracto alcoholico Casos
Eucalyptus globulus/ Control+ Valido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Diametro de halo 10 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
de inhibicién 20 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Fusobacterium 30 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
nucleatum 40 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
50 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
CHX 0,12% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Diametro de halo 10 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
de inhibicion 20 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
P.orphyr'omonas 30 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
gingivalis 40 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
50 mg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
CHX 0,12% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
Descriptivos
Concentracioén extracto alcohdlico Eucalyptus globulus/ Control+ Estadistico Error estandar
Diametro de 10 mg/mL Media 21,6500 ,12072
halo de 95% de intervalo de Limite inferior 21,3769
inhibicion confianza para la media Limite superior 219231
Fusobacterium ’
nucleatum Media recortada al 5% 21,6422
Mediana 21,6750
Varianza ,146
Desviacion estandar ,38175
Minimo 21,13
Maximo 22,31
Rango 1,18
Rango intercuartil ,60
Asimetria ,198 ,687
Curtosis -,695 1,334
20 mg/mL Media 23,4110 ,12913
95% de intervalo de Limite inferior 23,1189
confianza para la media | fmite superior 23,7031
Media recortada al 5% 23,4200
Mediana 23,4750
Varianza ,167
Desviacion estandar ,40834
Minimo 22,64
Maximo 24,02
Rango 1,38
Rango intercuartil ,58
Asimetria - 477 ,687
Curtosis ,142 1,334
30 mg/mL Media 24,9920 ,16904
95% de intervalo de Limite inferior 24,6096
confianza para la media Limite superior 25,3744
Media recortada al 5% 24,9761




Mediana 24,7800
Varianza ,286
Desviacion estandar ,53456
Minimo 24,46
Maximo 25,81
Rango 1,35
Rango intercuartil 1,11
Asimetria ,704 ,687
Curtosis -1,372 1,334
40 mg/mL Media 27,8980 ,27564
95% de intervalo de Limite inferior 27,2745
confianza para la media Limite superior 285215
Media recortada al 5% 27,8994
Mediana 27,8550
Varianza , 760
Desviacion estandar ,87165
Minimo 26,58
Maximo 29,19
Rango 2,61
Rango intercuartil 1,20
Asimetria -,069 ,687
Curtosis -,493 1,334
50 mg/mL Media 32,1040 ,13584
95% de intervalo de Limite inferior 31,7967
confianza para la media Limite superior 324113
Media recortada al 5% 32,1072
Mediana 32,0350
Varianza ,185
Desviacion estandar ,42955
Minimo 31,42
Maximo 32,73
Rango 1,31
Rango intercuartil 71
Asimetria ,092 ,687
Curtosis -,766 1,334
CHX 0,12% Media 249770 ,29169
95% de intervalo de Limite inferior 24,3172
confianza para la media Limite superior 25 6368
Media recortada al 5% 24,9989
Mediana 25,3450
Varianza ,851
Desviacién estandar ,92240
Minimo 23,43
Maximo 26,13
Rango 2,70
Rango intercuartil 1,52
Asimetria -478 ,687
Curtosis -,975 1,334
Diametro de 10 mg/mL Media 21,1870 ,25385
halo de Limite inferior 20,6127




inhibicion
Porphyromonas
gingivalis

95% de intervalo de Limite superior 21,7613

confianza para la media

Media recortada al 5% 21,1844

Mediana 21,1100

Varianza ,644

Desviacion estandar ,80276

Minimo 20,03

Maximo 22,39

Rango 2,36

Rango intercuartil 1,27

Asimetria ,166 ,687

Curtosis -,833 1,334
20 mg/mL Media 27,5180 ,18941

95% de intervalo de Limite inferior 27,0895

confianza para la media Limite superior 27,9465

Media recortada al 5% 27,5417

Mediana 27,5800

Varianza ,359

Desviacion estandar ,59898

Minimo 26,45

Maximo 28,16

Rango 1,71

Rango intercuartil ,91

Asimetria -,912 ,687

Curtosis -,104 1,334
30 mg/mL Media 29,2440 ,09771

95% de intervalo de Limite inferior 29,0230

confianza para la media Limite superior 294650

Media recortada al 5% 29,2428

Mediana 29,1700

Varianza ,095

Desviacion estandar ,30898

Minimo 28,75

Maximo 29,76

Rango 1,01

Rango intercuartil 44

Asimetria ,420 ,687

Curtosis -,162 1,334
40 mg/mL Media 30,7240 ,11818

95% de intervalo de Limite inferior 30,4567

confianza para la media Limite superior 30,9913

Media recortada al 5% 30,7300

Mediana 30,7500

Varianza ,140

Desviacién estandar 37373

Minimo 30,09

Maximo 31,25

Rango 1,16

Rango intercuartil 48

Asimetria -,493 ,687

Curtosis -,188 1,334




50 mg/mL Media 33,1940 ,22908

95% de intervalo de Limite inferior 32,6758

confianza para la media Limite superior 337122

Media recortada al 5% 33,1661

Mediana 33,0450

Varianza 525

Desviacion estandar , 72440

Minimo 32,26

Maximo 34,63

Rango 2,37

Rango intercuartil ,94

Asimetria ,948 ,687

Curtosis ,495 1,334
CHX 0,12% Media 18,0260 ,19802

95% de intervalo de Limite inferior 17,5780

confianza para la media Limite superior 18,4740

Media recortada al 5% 18,0339

Mediana 18,1500

Varianza ,392

Desviacion estandar ,62619

Minimo 16,76

Maximo 19,15

Rango 2,39

Rango intercuartil 72

Asimetria -,408 ,687

Curtosis 1,718 1,334

Pruebas de normalidad

Concentracion extracto alcohdlico Eucalyptus globulus/ Kolmogorov-Smirnov?
Control+ Estadistico gl Sig.
Diametro de halo 10 mg/mL ,133 10 ,200°
de inhibicién 20 mg/mL ,157 10 ,200°
Fusobacterium 30 mg/mL ,226 10 ,158
nucleatum 40 mg/mL 132 10 ,200°
50 mg/mL ,185 10 ,200°
CHX 0,12% ,241 10 ,104
Diametro de halo 10 mg/mL ,121 10 ,200°
de inhibicion 20 mg/mL ,196 10 ,200°
Porphyromonas 30 mg/mL ,269 10 ,038
gingivalis 40 mg/mL ,201 10 ,200°
50 mg/mL ,183 10 ,200°
CHX 0,12% 214 10 ,200°

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccién de significacion de Lilliefors




Descriptivos

N Media Desv. Desv. 95% del intervalo de Minimo Maximo
Desviacion| Error confianza para la media
Limite Limite
inferior superior
Diametro de 10 mg/mL 10 21,6500 ,38175 ,12072 21,3769 21,9231 21,13 22,31
halo de 20 mg/mL 10 23,4110 ,40834 ,12913 23,1189 23,7031 22,64 24,02
inhibicion 30 mg/mL 10 24,9920 ,53456 ,16904 24,6096 25,3744 24,46 25,81
Fusobacteriu 40 mg/mL 10 27,8980 ,87165 ,27564 27,2745 28,5215 26,58 29,19
m nucleatum 50 mg/mL 10 32,1040 ,42955 ,13584 31,7967 32,4113 31,42 32,73
CHX 0,12% 10 24,9770 ,92240 ,29169 24,3172 25,6368 23,43 26,13
Total 60 25,8387 3,45791 ,44641 24,9454 26,7319 21,13 32,73
Diametro de 10 mg/mL 10 21,1870 ,80276 ,25385 20,6127 21,7613 20,03 22,39
halo de 20 mg/mL 10 27,5180 ,59898 ,18941 27,0895 27,9465 26,45 28,16
inhibicion 30 mg/mL 10 29,2440 ,30898 ,09771 29,0230 29,4650 28,75 29,76
Porp_hy_rom_on 40 mg/mL 10 30,7240 ,37373 ,11818 30,4567 30,9913 30,09 31,25
as gingivalis 50 mg/mL 10 33,1940 , 72440 ,22908 32,6758 33,7122 32,26 34,63
CHX 0,12% 10 18,0260 ,62619 ,19802 17,5780 18,4740 16,76 19,15
Total 60 26,6488 5,41594 ,69919 25,2497 28,0479 16,76 34,63
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
Diametro de halo de Se basa en la media 3,321 5 54 ,011
inhibicion Se basa en la mediana 1,832 5 54 122
Fusobacterium Se basa en la mediana y con gl ajustado 1,832 5 32,188 ,134
nucleatum Se basa en la media recortada 3,232 5 54 ,013
Diametro de halo de Se basa en la media 1,695 5 54 ,151
inhibicion Se basa en la mediana 1,484 5 54 ,210
Porphyromonas Se basa en la mediana y con gl ajustado 1,484 5 43,195 ,215
gingivalis Se basa en la media recortada 1,643 5 54 ,164
ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Diametro de halo de Entre grupos 683,931 5 136,786 342,917 0,000
inhibicion Dentro de grupos 21,540 54 0,399
Fusobacterium Total 705,471 | 59
nucleatum '
Diametro de halo de Entre grupos 1711,214 5 342,243 952,785 0,000
inhibicion Dentro de grupos 19,397 54 0,359
Porphyromonas Total 1730611 | 59
gingivalis
Pruebas post hoc
Comparaciones multiples
HSD Tukey
Variable () Concentracion (J) Concentracion Diferencia Desv. Sig. Intervalo de confianza
dependiente extracto alcohdlico extracto alcohdlico de medias Error al 95%
Eucalyptus Eucalyptus (1-3) Limite Limite
globulus/ Control+ globulus/ Control+ inferior superior
Diametro de 10 mg/mL 20 mg/mL -1,76100" ,28245 ,000 -2,5955 -,9265
halo de 30 mg/mL -3,34200" ,28245 ,000 -4,1765 -2,5075
inhibicion 40 mg/mL -6,24800" ,28245 ,000 -7,0825 -5,4135
Fusobacteriu 50 mg/mL -10,45400" ,28245 ,000 -11,2885 -9,6195
m nucleatum CHX 0,12% -3,32700° ,28245 ,000 -4,1615 -2,4925
20 mg/mL 10 mg/mL 1,76100" ,28245 ,000 ,9265 2,5955
30 mg/mL -1,58100" ,28245 ,000 -2,4155 -, 7465
40 mg/mL -4,48700" ,28245 ,000 -5,3215 -3,6525
50 mg/mL -8,69300" ,28245 ,000 -9,6275 -7,8585
CHX 0,12% -1,56600" ,28245 ,000 -2,4005 -,7315
30 mg/mL 10 mg/mL 3,34200" ,28245 ,000 2,5075 4,1765




20 mg/mL 1,58100" ,28245 ,000 , 7465 2,4155
40 mg/mL -2,90600" ,28245 ,000 -3,7405 -2,0715
50 mg/mL -7,11200" ,28245 ,000 -7,9465 -6,2775
CHX 0,12% ,01500 ,28245 1,000 -,8195 ,8495
40 mg/mL 10 mg/mL 6,24800" ,28245 ,000 5,4135 7,0825
20 mg/mL 4,48700" ,28245 ,000 3,6525 5,3215
30 mg/mL 2,90600° ,28245 ,000 2,0715 3,7405
50 mg/mL -4,20600" ,28245 ,000 -5,0405 -3,3715
CHX 0,12% 2,92100 ,28245 ,000 2,0865 3,7555
50 mg/mL 10 mg/mL 10,45400" ,28245 ,000 9,6195 11,2885
20 mg/mL 8,69300" ,28245 ,000 7,8585 9,56275
30 mg/mL 7,11200° ,28245 ,000 6,2775 7,9465
40 mg/mL 4,20600" ,28245 ,000 3,3715 5,0405
CHX 0,12% 7,12700" ,28245 ,000 6,2925 7,9615
CHX 0,12% 10 mg/mL 3,32700° ,28245 ,000 2,4925 4,1615
20 mg/mL 1,56600" ,28245 ,000 ,7315 2,4005
30 mg/mL -,01500 ,28245 1,000 -,8495 ,8195
40 mg/mL -2,92100" ,28245 ,000 -3,7555 -2,0865
50 mg/mL -7,12700" ,28245 ,000 -7,9615 -6,2925
Diametro de 10 mg/mL 20 mg/mL -6,33100" ,26803 ,000 -7,1229 -5,5391
halo de 30 mg/mL -8,05700" ,26803 ,000 -8,8489 -7,2651
inhibicion 40 mg/mL -9,563700" ,26803 ,000 -10,3289 -8,7451
Porphyromon 50 mg/mL -12,00700" ,26803 ,000 -12,7989 -11,2151
as gingivalis CHX 0,12% 3,16100° ,26803 ,000 2,3691 3,9529
20 mg/mL 10 mg/mL 6,33100" ,26803 ,000 5,5391 7,1229
30 mg/mL -1,72600" ,26803 ,000 -2,5179 -,9341
40 mg/mL -3,20600" ,26803 ,000 -3,9979 -2,4141
50 mg/mL -5,67600" ,26803 ,000 -6,4679 -4,8841
CHX 0,12% 9,49200" ,26803 ,000 8,7001 10,2839
30 mg/mL 10 mg/mL 8,05700" ,26803 ,000 7,2651 8,8489
20 mg/mL 1,72600° ,26803 ,000 ,9341 2,5179
40 mg/mL -1,48000" ,26803 ,000 -2,2719 -,6881
50 mg/mL -3,95000" ,26803 ,000 -4,7419 -3,1581
CHX 0,12% 11,21800° ,26803 ,000 10,4261 12,0099
40 mg/mL 10 mg/mL 9,53700" ,26803 ,000 8,7451 10,3289
20 mg/mL 3,20600° ,26803 ,000 2,4141 3,9979
30 mg/mL 1,48000" ,26803 ,000 ,6881 2,2719
50 mg/mL -2,47000" ,26803 ,000 -3,2619 -1,6781
CHX 0,12% 12,69800" ,26803 ,000 11,9061 13,4899
50 mg/mL 10 mg/mL 12,00700" ,26803 ,000 11,2151 12,7989
20 mg/mL 5,67600" ,26803 ,000 4,8841 6,4679
30 mg/mL 3,95000° ,26803 ,000 3,1581 4,7419
40 mg/mL 2,47000" ,26803 ,000 1,6781 3,2619
CHX 0,12% 15,16800" ,26803 ,000 14,3761 15,9599
CHX 0,12% 10 mg/mL -3,16100" ,26803 ,000 -3,9529 -2,3691
20 mg/mL -9,49200" ,26803 ,000 -10,2839 -8,7001
30 mg/mL -11,21800" ,26803 ,000 -12,0099 -10,4261
40 mg/mL -12,69800" ,26803 ,000 -13,4899 -11,9061
50 mg/mL -15,16800" ,26803 ,000 -15,9599 -14,3761
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Subconjuntos homogéneos
Diametro de halo de inhibicion Fusobacterium nucleatum
HSD Tukey?
Concentracion extracto alcohélico N Subconjunto para alfa = 0.05
Eucalyptus globulus/ Control+ 1 2 3 4 5
10 mg/mL 10 21,6500
20 mg/mL 10 23,4110




CHX 0,12% 10 24,9770
30 mg/mL 10 24,9920
40 mg/mL 10 27,8980
50 mg/mL 10 32,1040
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 10,000.
Diametro de halo de inhibicion Porphyromonas gingivalis
HSD Tukey?
Concentracion extracto N Subconjunto para alfa = 0.05
alcohdlico Eucalyptus 1 2 3 4 5 6
globulus/ Control+
CHX 0,12% 10 18,0260
10 mg/mL 10 21,1870
20 mg/mL 10 27,5180
30 mg/mL 10 29,2440
40 mg/mL 10 30,7240
50 mg/mL 10 33,1940
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 10,000.

Gréaficos de medias

Diametro de halo de inhibicién Porphyromonas gingivalis

Gréafico 1. Gréafico de medias
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Gréfico 2. Grafico de dispersion
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Anexo 8. Evidencia fotografica de ejecucion de investigacion

1 | Preparacion para el secado del extracto 7 | Peso de 50 mg del extracto

2 | Secado del extracto 8 | Inoculacion del solvente

3 | Pesado del agar 9 | Peso del extracto de 10 a 20 mg

4 | Preparacion del agar 10 | Dilucion del extracto con el solvente
5 | Rotulado 11 | Concentraciones finales del extracto.
6 | Pesado del extracto seco.




12 | Elaboracion de discos. 18 | Rotulado Microplaca de 96 pasillos
13 | Extraccién de sangre. 19 | Inoculacién de las bacterias.

14 | Mesclado de del agar con la sangre | 20 | Inoculacién de extracto.

15 | Preparacion de las placas Petri 21 | Microplaca completa

16 | Sembrado de bacterias 22 | Incubado a 37 c en la estufa

17 | Colocacion de disco con el extracto | 23
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Halos de inhibicién de cincon concentraciones de extracto en agar sangre.



Anexo 8. Certificacion de la planta

RESULTADOS DE DETERMINACION TAXONOMICA DEMUESTRA

Lugar de colecta: Distrito de Huarmaca, provincia de Huancabamba

Mayo del 2023

Colector: Rozier Torres Pacheco

Orden: Myrtales

Famiha: Myrtaceae

Especie: Evcalyptus globulus Labill 1300,

Descripeidn:
El género es uno de los arboles mas conocidos de la flora australiana ya que por su
rapido crecimiento se ha extendido por todo el mundo para su aprovechamiento
industrial. Prefiere suclos ligeramente acidos y zonas frescas y himedas. No resiste
¢l frio intenso y es un poco sensible a las sequias prolongadas. Resiste temperaturas
de hasta -8 °C* Se ha cultivado intensamente para climinar la humedad en zonas

pantanosas. Florece en septiembre - octubre.

Es natural de Australia y de Tasmania, donde se pucden encontrar mas de 300
especies del genero Eucalyptus. Por la rapidez de crecimiento, se puede encontrar
cultivado en muchas regiones del mundo para la produccion de madera, fabricacion
de pulpa de papel y obtencion de aceite esencial. Ha sido especialmente utihizado
para sancar zonas pantanosas al eliminar la humedad de las mismas con la
consiguiente erradicacion de sus plagas de insectos, principalmente mosquitos, y de
las enfermedades que transmiten. Su uso ha supuesto una gran ayuda para el control

del paludismo en muchas zonas de Asia, Aménca del Sur y el sur de Europa.

Por otra parte, esta capacidad de absorcion del agua, convierte a los cucaliptos en
especies muy agresivas para el medio ambiente al transformar los ecosistemas por

desecacion de la tierra donde se plantan.
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Blgo M 5¢ Humberto Rivera Calle
Catedra de Botanica de la Umiversidad Nacional De Piura





