UNIVERSIDAD PRIVADA ANTONIO GUILLERMO URRELO

UPAGU

Facultad de Ciencias de la Salud

Carrera Profesional de Estomatologia

EFECTO SINERGICO DE LA COMBINACION DE EXTRACTOS DE
PLANTAGO MAJOR, EUCALYPTUS GLOBULUS Y MATRICARIA
CHAMOMILLA, EN LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE

STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175) IN VITRO
Bach. Lysanne del Carmen Carranza Villaty

Asesora:

Ms. C.D. Lourdes Magdalena Yanac Acedo

Cajamarca — Per(

Octubre — 2020



UNIVERSIDAD PRIVADA ANTONIO GUILLERMO URRELO

UPAGU

Facultad de Ciencias de la Salud

Carrera Profesional de Estomatologia

EFECTO SINERGICO DE LA COMBINACION DE EXTRACTOS DE
PLANTAGO MAJOR, EUCALYPTUS GLOBULUS Y MATRICARIA
CHAMOMILLA, EN LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE

STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175) IN VITRO

Tesis presentada en cumplimiento parcial de los requerimientos para optar por el

titulo profesional de cirujano dentista

Bach. Lysanne del Carmen Carranza Villaty
Asesora:
Ms. C.D. Lourdes Magdalena Yanac Acedo
Cajamarca — Per0

Octubre — 2020



COPYRIGHT © 2020 by

LYSANNE DEL CARMEN CARRANZA VILLATY

Todos los derechos reservados



A mis padres por su apoyo
incondicional, y motivacion

constante a lo largo de mi vida.



A Dios, por guiarme y darme fortaleza para superar cada adversidad.

Ala Ms. C.D. Lourdes Yanac, por acompafiarme con su paciencia, consejos,

recomendaciones y su constante asesoramiento a lo largo de esta investigacion.

Al Dr. MBIgo. Jorge Bazan, por su valioso apoyo en el desarrollo de esta

investigacion.

A la Dra. Q.F. Jessica Bardales y a Marilu, por su apoyo desinteresado en la

elaboracion de los extractos.

A mis familiares y amigos, que directa o indirectamente hicieron posible la

elaboracion de esta investigacion.



RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto sinérgico de la combinacién de extractos de
Plantago major (llantén), Eucalyptus globulus (eucalipto) y Matricaria chamomilla
(manzanilla) en la inhibicion del crecimiento de cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175) in vitro, se trabajé con 4 grupos donde: grupo 0 (“manzanilla”,
“llantén”, “eucalipto”), grupo 1 (“manzanilla” + “llantén”), grupo 2 (“llantén” +
“eucalipto”), y grupo 3 (“eucalipto” + “manzanilla”); en las concentraciones de
100%, 50%, 25% y 12,5%. El control positivo fue clorhexidina al 0,12% y el control

negativo alcohol de 96°.

Se us6 el método de difusidn de discos, con 10 repeticiones por grupo, los halos de

inhibicion en milimetros fueron registrados en el programa Microsoft Excel.

Para el analisis estadistico se uso el programa IBM SPSS 26, donde se construyo
una base con los datos obtenidos. Se usaron las pruebas de normalidad de
Kolmogorov — Smirnov y Shapiro - Wilk con un nivel de significancia del 5%. Para
determinar las diferencias significativas se usaron pruebas paramétricas, de analisis

de varianza y la prueba Tukey.

En la determinacion de la prueba de susceptibilidad, se encontré efecto
antibacteriano in vitro en el grupo n.° 2 al 100%, y en el extracto puro de Eucalyptus
globulus al 100% sobre colonias de la cepa Streptococcus mutans (ATCC 25175),
siendo sensibles (+) segun la escala de Duraffourd. Los demas grupos no mostraron
diferencias significativas con respecto al grupo control positivo (p>0.05), pero si
respecto al grupo control negativo (p<0.05).

Se concluy6 que existen efecto inhibitorio sobre cepas de Streptococcus mutans en
la combinacion de Eucalyptus globulus y Plantago major al 100%; y en el extracto
puro de Eucalyptus globulus al 100%.

Palabras clave: Plantago major, Eucalyptus globulus, Matricaria chamomilla,

Streptococcus mutans, sinergismo farmacoldgico, in vitro.
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ABSTRACT

In order to evaluate the synergistic effect of the combination of extracts from
Plantago major (llantén), Eucalyptus globulus (eucalipto) and Matricaria
chamomilla (manzanilla) in the inhibition of the growth of Streptococcus mutans
strains (ATCC 25175) in vitro, we worked with 4 groups: group 0 (“manzanilla”,
“llantén”, “eucalipto”), group 1 (“manzanilla” + “llantén”), group 2 (“llantén” +
“eucalipto”), y group 3 (“eucalipto” + “manzanilla”); in the concentrations of
100%, 50%, 25% and 12. 5%. The positive control was chlorhexidine at 0,12% and

the negative control was 96° alcohol.

The disk diffusion method was used, with 10 repetitions per group, the inhibition

halos in millimeters were registered in the Microsoft Excel program.

For the statistical analysis, the IBM SPSS 26 program was used, where a database
was built with the obtained data. Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk
normality tests were used with a significance level of 5%. To determine the
significant differences, parametric tests, analysis of variance tests and the Tukey

test were used.

In the determination of the susceptibility test, in vitro antibacterial effect was found
in group No. 2 at 100%, and in the pure extract of Eucalyptus globulus at 100% on
Streptococcus mutans colonies (ATCC 25175), being sensitive (+) according to
Duraffourd's scale. The other groups didn’t show significant differences with
respect to the positive control group (p>0.05), but did show significant differences
with respect to the negative control group (p<0.05).

It was concluded that there’s an inhibitory effect on Streptococcus mutans strains
in the combination of Eucalytus globulus and Plantago major at 100%; and in the
pure extract of Eucalyptus globulus at 100%.

Key words: Plantago major, Eucalyptus globulus, Matricaria chamomilla,

Streptococcus mutans, sinergismo farmacoldgico, in vitro.
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Figura 21 Halos de inhibicién: A. Control positivo, B. Control Negativo, C. Eucalyptus

globulus al 100%; D. Combinacion de Eucalyptus globulus y Plantago major al

Xvilii
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La caries dental es la enfermedad més prevalente, segin el Ministerio de Salud
(MINSA); desde los 5 afios de edad, siendo los problemas de la cavidad oral la
principal causa de consulta en los establecimientos de salud del MINSA. Este,
comparé en 2017 los resultados de dos estudios nacionales de salud bucal realizados
por este mismo, el primero fue en 2001-2002 y el segundo en 2012-2014; donde el
primer estudio en denticion permanente revelé una prevalencia de 60,4% y en el
segundo disminuyd a 57,6%, mientras que, en la denticion mixta, el primer estudio

obtuvo una prevalencia de 90,4% y en el segundo disminuy6 a 85,6%.%

Es una enfermedad multifactorial causada por un desequilibrio en la flora oral por
la presencia de carbohidratos fermentables en un determinado tiempo; resulta de un
proceso dindmico de dafio y restitucion de la materia dental, se modula por muchos
factores como el tipo de flora microbiana, dieta, higiene bucal, genética, anatomia
dental, composicién del esmalte y dentina, uso de fluoruros, composicién y flujo

salival, y capacidad de amortiguacion.®

Existen tres hipotesis respecto a la etiologia de esta enfermedad: la hipétesis de ‘la
placa especifica’, la hipdtesis de ‘la placa no especifica’ y la hipotesis de ‘la placa
ecoldgica’. La primera propone que pocas especies de la microflora total estan
activamente involucradas, principalmente Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus y Lactobacilos spp. La segunda propone que es consecuencia de la

interaccion de todos los grupos de bacterias dentro de la placa.®)

La teoria méas aceptada que explica la predisposicion del individuo a la enfermedad

de caries, y la interaccion del biofilm en este proceso es la denominada ‘Teoria de



Placa Ecoldgica’ @, la cual pretende explicar la transicion de una microflora oral
no patdgena hacia una patdgena con el huésped, y reconocer las interrelaciones que
existen en la placa dental desarrollando estrategias para mantener el equilibrio
ecoldgico del biofilm. Cuando hay un aumento de los carbohidratos fermentables
se desencadenan condiciones &cidas, las cuales interrumpen las interacciones
microbianas que controlan el equilibrio de las comunidades microbianas en la

cavidad oral, comenzando el proceso de la enfermedad de caries dental.®

El biofilm es un consorcio de microorganismos que se adhieren a la superficie de
un diente.® De otro modo se entiende como una comunidad microbiana agrupada
en colonias, organizada, proliferante, de mutua cooperacién, y enzimaticamente

activa que coloniza las superficies dentales y los tejidos blandos que los rodean. @

Evidencia actual muestra que el microbiota bucal natural tiene una relacion
simbiotica con el anfitrion, y ofrece ventajas en la cavidad oral. No obstante, la
simbiosis puede ser perturbada y puede ocurrir la disbiosis. Por lo que debemos
centrar el cuidado oral en controlar los factores que desencadenan esta disbiosis,
pero manteniendo el microbiota.® La microflora de la caries dental estd dominada

principalmente por bacterias gram-positivas.”

Estudios aislaron diferentes especies microbianas de la cavidad oral para ver su
relacién con el desarrollo de las lesiones cariosas, dentro de las cuales, las que
respondieron a este fueron las especies de Streptococcus spp., Lactobacilos,

Bifidobacterium y Veillonella.®



Las especies bacterianas acidogénicas - aciduricas mas relevantes hasta la fecha son
Streptococcus mutans (iniciadores de la enfermedad), Bifidobacterium spp, y

Lactobacill acidophilus (potenciadores del progreso de la enfermedad).® <9

El Streptococcus mutans es una bacteria Gram-positiva anaerobia facultativa, y es
el microorganismo mas estudiado en investigaciones sobre la caries dental. Es un
factor de riesgo cariogénico, esto por su capacidad acidogénica y aciddrica; por lo

que muchas medidas preventivas y de tratamiento estan enfocadas a este.V)

Representa hasta el 80% del nimero total de microorganismos que participan en la
colonizacién primaria de la cavidad oral, y se puede encontrar como coco o de

forma mas alargada.*?

Aungue S. mutans no actGa como agente Unico en el desarrollo de la caries dental,
estudios han demostrado que llega a alterar el medio, formando un medio rico en
polisacaridos extracelulares en pH bajo, creando asi un ambiente favorable para que
prosperen otras especies acidogenas y aciduricas, responsable también de la caries

dental.(*®

El uso de practicas complementarias para intentar mejorar la salud es tan antiguo
como la aparicion de los seres humanos, el hombre desde su origen ha mantenido
una estrecha relacion con los recursos naturales. Las plantas son los recursos mas
usados por su disponibilidad, se usan en distintas formas de preparacion, para tratar
o prevenir diferentes tipos de dolencias. EI conocimiento cientifico de ciertas

especies es aln inexplorado y es preciso que se empiece a indagar sobre estas.*

A la fecha, el 10% de las plantas a nivel mundial se usan con fines medicinales,

siendo 50 000 especies aproximadamente.“4) El Pert es un pais megadiverso,



ubicado entre los 17 paises con mayor variedad bioldgica en el mundo, con un

aproximado de 20 533 especies de flora.*®

Con el objetivo de fundamentar, mediante el integro rigor cientifico, la utilizacion
de las plantas medicinales, la Organizacion Mundial de Salud desde 1976 fomenta
y financia planes de desarrollo, como parte de los programas de Atencion Primaria
de Salud (APS), para la utilizacion de formas apropiadas de los sistemas

tradicionales de medicina.®®

Los beneficios de estas plantas medicinales se dan gracias a los metabolitos
secundarios, los cuales les permiten producir y acumular compuestos de naturaleza
quimica diferente como: terpenos, alcanoides, glucésidos cianogénicos, ciclitoles,
aceites esenciales, fenoles, taninos, etc. La sintesis de estos depende de la etapa de
desarrollo de las plantas, son importantes porque forman parte de la respuesta de

defensa de estas.”

El Plantago major es una hierba medicinal antigua, que se introdujo hace 4000 afios
aproximadamente en paises ndrdicos, posee innumerables efectos farmacoldgicos,
y tiene componentes quimicos como; vitaminas, enzimas, mucilagos, lavonoides,

taninos, aucubina, &cidos organicos; que le dan sus propiedades medicinales.®

Estudios como los de Eduardo @9, Choque®), Borja ?Y, Rivera®?, Reina ?®,
Alvarado® y Gontijo ?®, demostraron su poder antibacteriano sobre bacterias de
importancia estomatologica como Streptococcus mutans y Porphyromonas
gingivalis a nivel in vitro; asi mismo Martinez(® indica que tiene toxicidad baja en

animales y en células humanas.



La introduccion del Eucalyptus spp data del siglo XVI111 donde se empez0 a usar en
la fisioterapia occidental. Su principal componente es el eucaliptol, de 75% a 85%,

quien le da propiedades bacteriostaticas, bactericidas y fungicidas.?”

Estudios como los de Cahuana®®, Vela @), Meléndez ?9, Alvarado®?, Landeo @Y,
Juscamaita ©®?), Takarada @), Chandra®?, Chaudhari ®® y Coswing ©® demostraron
su poder antibacteriano sobre bacterias como Steptococcus mutans, S. aureus y S.
sobrinus, relacionadas con la enfermedad de caries dental; en Fusobacterium
nucleatum y P. gingivalis, relacionadas con enfermedades periodontales. Rojas ©¢”

indica que no tiene toxicidad en células mamiferas.

La Matricaria chamomilla es una planta con propiedades antibacterianas,
antinflamatoria, antifingica y antiulcerigena, demostrada en especies como:
Streptococcus mutans, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Streptococcus epidermis
y Candida albicans, entre otras.®® Estudios como los de Romero®®, Borja®,
Andonayre®®, Jauregui®®, Acufia®?, Cosco®?, Choque®® demostraron su eficacia
antibacteriana sobre bacterias de importancia estomatoldgica como Steptococcus
mutans y P. gingivalis; su poder antibacteriano in vivo en la placa bacteriana.

Macedo “3) demostr6 que no muestra actividad citotoxica.

Determinadas poblaciones tienen capacidad econémica reducida, por lo que no es
facil que tengan acceso a medicamentos, motivo por el cual siguen usando la
medicina tradicional mediante el uso de sustancias procedentes de plantas

medicinales.*¥



1.1. Formulacion del problema de investigacion

¢Cual es el efecto sinérgico de la combinacion de extractos de Plantago major
(llantén), Eucalyptus globulus (eucalipto) y Matricaria chamomilla (manzanilla) en
la inhibicidn del crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) in

vitro?

1.2. Justificacion

Actualmente el principal problema es que, debido al consumo indiscriminado de
farmacos, muchas bacterias han comenzado a mostrar resistencia. Intentando buscar
soluciones a esto cada vez hay mas investigaciones que buscan encontrar los
beneficios médicos de determinadas plantas sobre la cavidad oral, y que tengan el

menor efecto toxico.

Con respecto al problema de investigacion es importante porque proporciona una
linea de investigacion para futuros estudios in vitro y hasta clinicos; los cuales
ayuden a seguir investigando sobre estos fitofarmacos, que logran combatir la
inhibicion en sinergia del crecimiento de Streptococcus mutans en el proceso de la
caries dental, siendo estd a nivel mundial, una de las enfermedades de mayor

prevalencia.

Tiene proyeccidn social, porque se desarrollara con diversas plantas de la region, lo

gue permitiria un mejor uso y recurso economico de estas para la ciudad.

Las plantas seleccionadas para esta investigacién fueron: Plantago major,
Eucalyptus globulus y Matricaria chamomilla, con la obtencién de diferentes
concentraciones, se logré llevar a cabo una investigacion viable y posible, que

buscé probar el efecto sinérgico de estas plantas sobre cepas de S. mutans in vitro,



para beneficio de las personas interesadas en este &mbito de la medicina alternativa,

y sera beneficioso para estudiantes que quieran seguir investigando al respecto.

Se fortalece su valor dada la limitacion de investigaciones cientificas en esta area
en la region; siendo la primera a nivel regional y una de las pocas a nivel nacional
que busca demostrar el efecto sinérgico que tienen estos fitofarmacos sobre

Streptococcus mutans.

Asi mismo, se busca ofrecer una alternativa de eleccién en la inhibicion de cepas
de Streptococcus mutans en la cavidad oral, ya que es una de las bacterias
predominantes en la fase inicial de la caries dental; en consecuencia, poder tener

una alternativa tanto en la prevencién como en el tratamiento de esta enfermedad.

1.3. Objetivos

1.3.1. General: Evaluar el efecto sinérgico de la combinacion de extractos de
Plantago major (llantén), Eucalyptus globulus (eucalipto) y Matricaria
chamomilla (manzanilla) en la inhibicién del crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) in vitro.

1.3.2. Especificos:

- Determinar el efecto inhibitorio del crecimiento in vitro de los extractos
de Plantago major (llantén), Eucalyptus globulus (eucalipto) y
Matricaria chamomilla (manzanilla) a diferentes concentraciones
(100%, 50%, 25% y 12,5%) sobre cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175).

- Determinar y comparar el efecto sinérgico in vitro de la combinacion de

los extractos de Plantago major (llantén) y Eucalyptus globulus



(eucalipto); Plantago major (llantén) y Matricaria chamomilla
(manzanilla); Eucalyptus globulus (eucalipto) y Matricaria chamomilla
(manzanilla); a diferentes concentraciones (100%, 50%, 25% y 12,5%)
en la inhibicién del crecimiento de cepas de Streptococcus mutans

(ATCC 25175).
1.4. Hipdtesis de la investigacion

- Ha: EIl efecto sinérgico de la combinacion de extractos de Plantago
major (llantén), Eucalyptus globulus (eucalipto) y Matricaria
chamomilla (manzanilla) no posee mejor efecto inhibitorio frente al
crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175) a bajas
concentraciones, in vitro.

- Ho: El efecto sinérgico de la combinacion de extractos de Plantago
major (llantén), Eucalyptus globulus (eucalipto) y Matricaria
chamomilla (manzanilla) posee mejor efecto inhibitorio frente al
crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC 25175) a bajas

concentraciones, in vitro.



CAPITULO Il. MARCO CONCEPTUAL

Las enfermedades de mayor prevalencia que encontramos en la cavidad oral son la
caries dental y enfermedades periodontales; las cuales, si no se tratan
apropiadamente y a tiempo, pueden ocasionar la pérdida de los 6rganos dentales,
trayendo como consecuencia alteraciones: estéticas, maloclusiones, digestivas,

entre otras.?

La Organizacion Europea de investigacion de la caries (ORCA) y el Grupo de
investigacion de cariologia (CRG) de la Asociacion internacional de investigacion
dental (IADR) en 2019, en Alemania, llegaron a un consenso sobre las definiciones
de los términos usados en cariologia, donde definieron a la caries dental como una
enfermedad multifactorial, no transmitible, mediada por biologia, factores
conductuales, psicosociales y ambientales; que resulta en la pérdida mineral de los

tejidos duros dentales.(®

La Federacion Dental Internacional (FDI) indica que es la enfermedad crénica mas
extendida alrededor del mundo, y la define como una enfermedad multifactorial,
causada por la interaccion entre la superficie del diente, el biofilm bacteriano y la
presencia de azUcares en la dieta; donde las bacterias del biofilm metabolizan los

azucares y producen acidos, los cuales desmineralizan el esmalte.“®

Se ha estudiado la etiologia de la caries durante varios afios. Los factores de riesgo
que la originan son multiples, entre los que tenemos: factores bioldgicos,
ambientales y de comportamiento, donde si un factor esta presente, aumenta
directamente la probabilidad a la enfermedad, mientras que su ausencia o la

remocion del factor, reduce la probabilidad de que se dé.“®



El microbiota oral es uno de los ecosistemas microbianos mas antiguos en ser
reconocido, su descripcion inicia en el afio 1863 cuando Van Leeuwenhoek observd

en el microscopio, por primera vez, a estos microorganismos en placas dentales.*”)

2.1. Streptococcus mutans

En la actualidad, el Streptococcus mutans es el agente acidogénico y aciditrico mas
predominante en la formacién de la caries dental, ya que causa una

desmineralizacion en los 6rganos dentarios. 8 ¢8)

2.1.1. Definicion: EIl Streptococcus mutans es una bacteria Gram-positiva,
anaerobia facultativa. Su potencial cariogénico se debe a tres aspectos: capacidad
de sintetizar grandes polimeros a partir de la sacarosa ayudando a la colonizacion
de estructuras duras; su acidogenicidad, y su aciduricidad. Ademas, es una bacteria

acidofila, se desarrolla perfectamente en medios &cidos. 4%

2.1.2. Especies: Se han diferenciado més de 16 especies de la familia de
Streptococcus, siendo las mas frecuentes: S. mutans, S. intermedius, S. oralis y S.

sanguinis. 7

Estudios experimentales hechos en animales concluyen que la caries dental no es
inducida por una sola especie bacteriana, sin embargo, destacan que las bacterias

cariogénicas mas agresivas son Streptococcus mutans y Lactobacill spp.©?

2.1.3. Papel en la caries dental: La capacidad que posee el Streptococcus mutans
para adaptarse a cambios ambientales repentinos y sustanciales dentro de la placa
dental es un atributo clave que contribuye a que se le considere como el principal

agente etioldgico iniciador de esta enfermedad, ademas que posee mdltiples
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adhesinas de superficie las cuales permiten la colonizacion incluso en ausencia de

sacarosa.t®
2.2. Medicina natural

La practica de la medicina natural se basa en usar plantas medicinales como
sustitutas de las medicinas farmacéuticas, para tratar o prevenir enfermedades,

usando extractos de estas en diferentes maneras de preparacion.®V

Recientemente, la medicina natural, ha recibido mayor interés de los cientificos,

puesto que han comprobado las propiedades que tienen sus componentes.#?)

Aunque las hierbas y los farmacos son considerados opuestos, un estudio del
Instituto Nacional de Cancer indica que el 67% de los farmacos tiene su origen en

la naturaleza, y que el 25% derivan de las plantas. ©V)
2.3. Matricaria chamomilla

2.3.1. Nombre cientifico: Matricaria chamomilla L. ¢?
2.3.2. Familia: Asteraceae (Compositae)®?

2.3.3. Descripcion: La Matricaria chamomilla conocida cominmente como
“manzanilla”, es una planta herbacea, de tallo cilindrico, erguido, ramoso, de hasta
50 cm de altura. Sus flores son fragantes, desprenden un olor caracteristico a
manzana, de ahi el nombre “manzanilla”. Crece en cultivos de tierra, en terrenos

arenosos y también en baldios.®?
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2.3.4. Habitat: Es nativa de la region de los Balcanes, desde donde se difundié en
Europa. Crece con facilidad en suelo bien drenado, se adapta a diferentes climas,

aunque su mejor calidad se obtiene en clima templado-célido, entre 15 y 23 °C.C%)
2.3.5. Partes utilizadas de la planta: Cabezas florales, ricas en flavonoides.®?

2.3.6. Propiedades: Se utiliza ampliamente en la medicina alternativa debido a sus
propiedades antiinflamatorias, analgésica, antibacterianas, bacteriostaticas,

antioxidantes, cicatrizantes y antiftingicas.®®

2.3.7. Sobre Streptococcus mutans: Se ha usado a la Matricaria chamomilla
“manzanilla” sobre el Streptococcus mutans, por sus conocidas propiedades
antibacterianas, usandola tanto en aceites esenciales como en extractos, a diferentes
concentraciones a nivel in vitro; asi mismo sobre la placa bacteriana como enjuague

bucal a nivel in vivo.®®

2.4. Plantago major

2.4.1. Descripcion: Conocido comunmente como “llantén”. Tiene un tallo corto;
hojas anchas ovaladas, que suelen tener unos 15 a 30 cm de didmetro y de 5 a 20
cm de largo, con cinco a nueve venas prominentes en cada hoja; sus flores son de
color marrén verdoso y pequefias; y tiene pequefias semillas de forma ovalada.®”
2.4.2. Habitat: Se encontrd por primera vez en el norte de Europa y en Asia central,
y ahora estd ampliamente dispersa por todo el mundo. Suele crecer en areas con
suelo compactado como en los bordes de los caminos. Es fertilizado por el viento y
se propaga por sus semillas.®”

2.4.3. Partes utilizadas de la planta: Practicamente se utiliza toda la planta, sus

semillas, flores, hojas y raices; ya que estas contienen variedad de compuestos

12



bioactivos como flavonoides, alcaloides, &cidos grasos, polisacaridos compuestos
fendlicos, terpenoides, glucosidos iridoides, y vitaminas; las bioactividades del
Plantago major se atribuyen a estos componentes quimicos. ¢

2.4.4. Propiedades: Antiinflamatorias: las hojas contienen sustancias como
baicaleina, aucubina, &cido ursolico y acido oleandlico. Astringente: contiene
taninos; adecuados para detener la diarrea. Hemostética y cicatrizantes: regenera
celulas epidérmicas y aumenta la hemostasia. Antibacterianas: la aucubigemina, es
el compuesto mas resaltante ya que se cree que es el responsable de la actividad
antibacteriana de la planta; esto porque desnaturaliza las proteinas de algunos
microorganismos, la acteosida también le da estas propiedades.®®

2.4.5. Usos en la cavidad oral: Por sus propiedades antiinflamatorias para tratar
enfermedades tales como gingivitis y aftas.®®

2.4.6. Sobre Streptococcus mutans: Hay estudios cientificos que aseguran que esta
planta muestra actividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans, Actinomices
viscosus y Lactobacillus acidophilus, en diferentes presentaciones como aceites

esenciales o extractos hidroalcohélicos. ¢2
2.5. Eucalyptus globulus

2.5.1. Nombre Cientifico: Eucalyptus globulus Labill€?
2.5.2. Familia: Myrtaceae®

2.5.3. Descripcion: Es un arbol de gran desarrollo; de corteza color gris; que
alcanza alturas de 100 m. Sus hojas son dimorfas, con fuerte olor a cineol, de color
verde; de 10 a 20 cm de largo, contienen 4% de aceite esencial, con olor balsamico,

y es un gran desinfectante natural.?”
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2.5.4. Habitat: Es un arbol grande originario del sureste de Australia, y del sudeste
y sur de Tasmania. Es una especie exotica, se comenzo a plantar a finales del siglo
XIX en el resto del mundo.®”

2.5.5. Componentes: El principal es el eucaliptol que esta en un 75% a 85% en el
aceite esencial, el cual da propiedades bacteriostaticas, bactericidas y fungicidas.
Ademas, posee terpenos y alcoholes como el pineno, canfeno, terpinol y eugenol;
ademas acetonas y aldehidos.”

2.5.6. En odontologia: Estd presente en los componentes de los colutorios, en
pastas dentales como antiséptico, y en gomas de mascar para la halitosis causada
por invasion bacteriana.?”)

2.5.7. Sobre Streptococcus mutans: ElI “eucalipto” posee propiedades
antimicrobianas, se usa como agente preventivo frente al Streptococcus mutans
intentando disminuir el indice de caries oral, en forma de extractos hidroalcoholicos
y como aceites esenciales a diferentes concentraciones.®”

2.6. Sinergia en plantas medicinales

Antiguamente los sanadores tradicionales, en su afdn por descubrir remedios
eficaces para curar ciertas enfermedades comenzaron a combinar diferentes
extractos de plantas medicinales, lo que muestra un campo amplio para realizar
investigaciones que comprueben propiedades beneficiosas con el menor o nulo
efecto toxico. Existen numerosos estudios sobre plantas medicinales y sus efectos,
pero la gran mayoria las estudia individualmente. %

Asi como las plantas medicinales poseen amplias propiedades beneficiosas para el
ser humano al ser terapéuticas, también poseen reacciones adversas que pueden

desencadenar intoxicaciones si no se emplean en las dosis o periodos adecuados; de
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ahi que esta linea de investigacion es importe para que su uso sea cientificamente

eficaz y seguro.®V

2.7. Antecedentes

2.7.1. A nivel internacional:

Reina et al. en el afio 2013, en Estados Unidos, realizaron el estudio “The effects
of Plantago major on the activation of the neutrophil respiratory burst” el cual tuvo
como objetivo determinar efectos del extracto de P. major, y sus principales
compuestos baicaleina (actividad antioxidante y antiinflamatoria), y aucubina
(actividad antibacteriana), en neutréfilos humanos. Para lo cual prepararon el
“llantén” en etanol; y sus compuestos en dimetilsulfoxido. Obtuvieron como
resultado que el “llantén” no fue toxico para las células en ninguna concentracion.
Concluyeron que el P. major no es toxico sobre células de neutrofilos humanos, y

posee efecto antioxidante, antibacteriano y antiinflamatorio.®®

Macedo et al. en el afio 2012, en Cuba, realizaron el estudio in vivo titulado “Efectos
citotoxico, genotdxico y mutagénico in vivo de la tintura de Matricaria chamomilla
L.” el cual tuvo como objetivo evaluar la actividad citotoxica, genotoxica y
mutagénica in vivo de la tintura de “manzanilla” en médula ésea de roedores. La
tintura fue comercial a 20mg/mL y 64% de alcohol, administrada por sonda 5 dias.
Obtuvieron como resultado que no hubo efecto citotoxico ni mutagénico en 100
gotas diarias. Concluyeron que la tintura de M. chamomilla cuando se administra

en concentraciones de 0,02 e 0,1 pL por gotas diarias, no muestra toxicidad. 3

Chandra et al. en el afio 2016, en la India, realizaron el estudio “Antimicrobial

efficacy of the combinations of Acacia nilotica, Murrayakoenigii (Linn.) Sprengel,
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Eucalyptus, and Psidiumguajava on primary plaque colonizers: An in vitro study”,
el cual tuvo como objetivo evaluar la eficacia antimicrobiana de combinaciones
dobles de ‘“goma ardbiga”, “arbol del curry”, “eucalipto” y ‘“guayabo” en
colonizadores de placas primarias in vitro. Diluyeron los extractos secos de cada
planta con dimetilsulfoxido (100 mg/mL), luego hicieron combinaciones dobles de
estas. Obtuvieron como resultado que la combinacion de “goma arabiga” y
“guayabo” fue significativamente mayor con un halo de inhibicién de 21,08 mm =+
2,11 mm contra S. mutans. Concluyeron que todas las combinaciones tenian efecto

antimicrobiano sobre Streptococcus mutans.®¥

Borjaen el afio 2017, en Ecuador, realiz el estudio “Efecto inhibitorio del extracto
de “manzanilla” (Matricaria chamomilla), extracto de “Ilantén” (Plantago major)
y la combinacién del extracto de “manzanilla” y “llantén” comparado con la
clorhexidina sobre cepa de P. gingivalis” el cual tuvo como objetivo demostrar el
efecto inhibitorio del extracto de “manzanilla”, “Ilantén” y su combinacioén sobre
P. gingivalis. Realiz6 30 cultivos bacterianos, donde el control positivo fue
clorhexidina al 0,12%. Obtuvo como resultados que la “manzanilla” mostr6 halos
de inhibicién de 10,20mm, “llantén” de 12,47mm, la combinacion 16,57mm, y el
control positivo 17,60mm. Concluyé que el efecto sinérgico de los extractos posee

el mayor efecto inhibidor, siendo estadisticamente similar al control positivo.?Y

Arteaga et al. en el afio 2017, en Cuba, realizaron el estudio in vivo “Efectividad
del gel de “manzanilla” y “llantén” como terapia coadyuvante en el tratamiento de
la periodontitis cronica” el cual tuvo como objetivo evaluar la efectividad del gel
de “manzanilla” al 5% y “llantén” al 2% en el tratamiento de la periodontitis

cronica. El gel tuvo extractos de las plantas y jalea de carbonero, como excipiente;
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la muestra fue de 40 pacientes, quienes usaron el gel por 5 semanas. Obtuvieron
como resultado que a los 18 dias todos los pacientes presentaron mejoria clinica y
ausencia de sangrado, mayor mejoria en el grupo experimental. Concluyeron que el

gel de “manzanilla” y “llantén” presento resultados altamente satisfactorios.®"

Gontijo et al. en el afio 2006, en Brasil, realizaron el estudio “Analisis
farmacognostico y actividad antibacteriana de extractos de plantas utilizados en la
formulacién de higiene bucal” el cual tuvo como objetivo desarrollar un enjuague
bucal con extractos hidroalcoholicos de “romero”, “llantén”, “lapacho rosado”,
“milenrama” y “berro”; evaluar su composiciéon farmacognostica y su accion
antibacteriana. Usaron el método de difusion en discos, con 50 pL cada uno.
Obtuvieron como resultados que el enjuague fue capaz de inhibir el crecimiento de
las bacterias, y que las més sensible fueron S. aureus y B. subtilis. Concluyeron que
los extractos hidroalcohoélicos, incluido el de “llantén”, presentaban actividad

antibacteriana en especial en bacterias Gram-positivas.®

Chaudhari et al. en el afio 2012, en la India, realizaron el estudio “Antimicrobial
activity of commercially available essential oils against Streptococcus mutans”, el
cual tuvo como objetivo demostrar la actividad antibacteriana de aceites esenciales
comerciales contra S. mutans in vitro. Los aceites esenciales fueron: “gaulteria”,

29 ¢ 29 ¢¢ 9 ¢ 29 ¢

“lima”, “menta verde”, “canela”, “menta”,

29 ¢

cedro”, “clavo”, “hierba de limon”, y
“eucalipto”, usaron el método de difusién de discos en agar sangre. Obtuvieron
como resultado que el aceite de “canela” mostrd la mayor actividad, mientras que

2 ¢

los aceites “gaulteria”, “lima”, “menta” y “menta verde” no mostraron actividad.
29 <6 99 ¢

Concluyeron los aceites de “canela”, “hierba de limén”, “madera de cedro”, “clavo”

y “eucalipto” tienen propiedades antibacterianas en S. mutans.®®
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Coswing et al. en el afio 2014, en Brasil, realizaron el estudio “Bioactivity of
essential oils from Eucalyptus globulus and Eucalyptus urograndis against
planktonic cells and biofilms of Streptococcus mutans”, el cual tuvo por objetivo
evaluar la actividad antimicrobiana de ambos aceites en S. mutans. Utilizaron
método de difusién de discos y determinaron la concentracion minima inhibitoria.
Obtuvieron como resultados que los esenciales presentaban halos de inhibicion
entre 14,7 £ 1,2 mmy 35,3 + 0,34 mm, en sinergia mostraban un halo de 42 mm, y
que E. globulus mostr6 mejores efectos con un halo de 34 mm. Concluyeron que
ambos aceites tienen propiedades antimicrobianas sobre S. mutans, con buen efecto

en sinergia, y que E. globulus mostré superioridad frente a E. urograndis.®®

Takarada et al. en el afio 2004, en Japon, realizaron el estudio “Comparison of the
antibacterial efficacies of essential oils against oral pathogens”, el cual tuvo como
objetivo comparar la eficacia antibacteriana de aceites esenciales contra patogenos
orales. Probaron el efecto antibacteriano de aceites esenciales de “manuka”, de
“arbol de t€¢”, de “eucalipto”, de “lavandula” y de “romarinus” en las bacterias
orales: Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, S. mutans y S. sobrinus, obteniendo como resultado que las bacterianas
usadas se destruyeron completamente al ser expuestas por 30 s a 0,2% de aceite de
“manuka”, “arbol de t€¢” y “eucalipto”. Concluyeron que todos los aceites

esenciales, incluyendo el de “eucalipto”, inhibieron a S. mutans.©®

Romero et al. en el afio 2009, en Venezuela, realizaron el estudio “Actividad
inhibitoria de la Matricaria recutita "manzanilla alemana” sobre el Streptococcus
mutans” el cual tuvo como objetivo determinar la actividad bacteriostatica del

aceite de “manzanilla” en cepas n.° 656, 659 y 660 de S. mutans. Usaron 10 pL en
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concentraciones de 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,5625%, 0,78125%
y 0,390625%. Obtuvieron como resultados que a las 24 horas hubo capacidad
bactericida en todas las concentraciones, a las 48 horas solo al 100%; los halos de
inhibicion fueron de 11 mm, 8 mm y 12 mm al 100%, y 8 mm, 5 mmy 9 mm al
50% en las cepas n.° 656, 659 y 660. Concluyeron que hay efecto bacteriostatico

del aceite de “manzanilla” al 100% y 50% sobre cepas de S. mutans.®%
2.7.2. A nivel nacional:

Rojas et al. en el afio 2010, en Lima, realizaron el estudio “Evaluacion in vitro de
la actividad anti Trypanosoma cruzi de aceites esenciales de diez plantas
medicinales” el cual tuvo como objetivo determinar la actividad citotoxica de los
aceites en células de mamiferos. Obtuvieron los aceites esenciales de “menta”,
“romero”, “paico”, “eucalipto”, “ajenjo”, “toronjil”, “mufia”, “cedron” y “hierba
luisa” por arrastre de vapor de agua. Obtuvieron como resultados que todos los
aceites esenciales tenian falta de toxicidad para las células mamiferas cuando C150

fue menor a 100 pg/mL. Concluyeron que todos los aceites esenciales, incluido el

de “eucalipto”, no mostraron toxicidad para las células mamiferas in vitro. ¢7)

Vela en el afio 2017, en Trujillo, realizd el estudio “Estudio comparativo in vitro
del efecto antibacteriano del extracto etandlico de ‘eucalipto’ con gluconato de
clorhexidina sobre el Streptococcus mutans” el cual tuvo como objetivo determinar
el efecto antibacteriano del extracto etandlico del “eucalipto” sobre S. mutans
ATCC 25175. Uso el método de difusién en discos, con concentraciones de 50%,
75%, 100%, y 10 repeticiones. Obtuvo como resultados que los halos de inhibicidn

en promedio fueron de 16,7 mm para 50%, 19,1 mm para el 100%, y 20,3 mm para
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el control positivo. Concluy0 que existe efecto antibacteriano del “eucalipto” sobre

S. mutans; y que, a mayor concentracion, mayor efecto inhibitorio.?”

Cahuana y Condori en el afio 2017, en Puno, realizaron el estudio “Efectividad
inhibitoria in vitro del extracto etandlico de Eucalyptus globulus sobre cepas de
Streptococcus mutans y Candida albicans” el cual tuvo como objetivo determinar
el efecto inhibitorio del extracto de “eucalipto” sobre S. mutans y Candida albicans.
Usaron concentraciones de 25%, 50%,75% y 100%, y colocaron 10 pL de extractos
en los discos. Obtuvieron como resultados que los halos de inhibicion fueron de
11,85 mm para el 25%; 13,13 mm para 50%; 14 mm para 75%; y 15,54 mm para
100%. Concluyeron que el extracto etandlico de “eucalipto” presentd efecto

inhibitorio sobre Streptococcus mutans y Candida albicans.?®

Eduardo et al. en el afio 2018, en Piura, realizaron el estudio “Efecto antibacteriano
in vitro de los extractos hidroetanélicos de Prosopis pallida (algarrobo), Ruta
graveolens (ruda), Plantago major (llantén) sobre Streptococcus mutans ATCC
35668 el cual tuvo como objetivo evaluar el efecto antibacteriano de los extractos
hidroetanolicos de “algarrobo”, “ruda” y “llantén” sobre el S. mutans. Usaron
concentraciones a 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 pg/mL.
Obtuvieron como resultados que el extracto de “algarrobo” tuvo halos de inhibicion
mayores que el control positivo, el de “ruda” a 600 pg/mL un halo igual al control
positivo y el de “llantén” a 900 pg/mL un halo de 18 mm y a 1000 pg/mL un halo

de 22 mm. Concluyeron que las 3 plantas tienen efecto antibacteriano.®®

Alvarado y Maromi en el afio 2010, en Lima, realizaron el estudio “Plantas

medicinales: Efecto antibacteriano in vitro de Plantago major, Erythroxylum
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novogranatense var truxillense y Camellia sinensis sobre bacterias de importancia
estomatoldgica” el cual tuvo por objetivo comparar la actividad antibacteriana de
los extractos hidroalcohdlicos de “llantén”, “coca trujillo” y “té verde” sobre cepas
de S. mutans, L. acidophilus, A. viscosus, P. melaninogenicus y F. nucleatum.
Usaron concentraciones de 25 ug/mL y 50 ug/mL. Obtuvieron como resultados que
los 3 extractos mostraron diferencias significativas frente al control positivo, de
halo 22 mm. Concluyeron que los tres extractos hidroalcohdlicos poseen efecto

antibacteriano en ambas concentraciones sobre las cepas estudiadas.®

Rivera en el afio 2015, en Arequipa, realizé el estudio “Efecto de la actividad
antibacteriana in vitro de los extractos hidroalcoholicos a base de “llantén”
(Plantago mayor) y “té verde” (Camellia sinensis), a la concentracion del 25%,
50% y 100% sobre Streptococcus mutans” el cual tuvo como objetivo evaluar y
comparar la actividad antibacteriana de los extractos hidroalcohélicos “llantén” y
“té verde” sobre S. mutans. Usé el método de difusion con discos en agar mitis
salivarius. Obtuvo como resultado que ambos extractos poseen mayor efecto al
100%, mientras que al 50% y al 25% no tienen diferencias estadisticamente
significativas. Concluyd que los extractos hidroalcohélicos de “llantén™ y “té

verde” poseen propiedades antibacterianas sobre al S. mutans. ??

Alvarado y Vasquez en el afio 2014, en Lambayeque, realizaron el estudio “Efecto
inhibitorio in vitro del extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus L.
‘eucalipto’ a diferentes concentraciones en Staphylococcus aureus aislados de vacas
con mastitis” el cual tuvo como objetivo evaluar el efecto inhibitorio in vitro del
extracto hidroalcoholico de “eucalipto” sobre S. aureus. Usaron concentraciones de

100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL. Obtuvieron como resultado que el extracto de
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"eucalipto™ a 500 mg/mL tuvo mayor efecto inhibitorio con un halo de inhibicion
de 19,29 mm. Concluyeron que el efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de

“eucalipto” es directamente proporcional a su concentracion.®?

Landeo en el afio 2018, en Lima, realizo el estudio “Actividad inhibitoria de los
aceites esenciales comerciales de Mentha spicata y Eucalyptus globulus sobre
biopeliculas de Streptococcus mutans en un modelo in vitro” el cual tuvo como
objetivo evaluar la actividad inhibitoria de los aceites de “hierba buena” vy
“eucalipto” de origen comercial sobre S. mutans ATCC 25175. Los aceites
esenciales fueron aplicados a una concentracion de 0,5%. Obtuvo como resultado
que los halos de inhibicion fueron de 18,3 £ 0,47 mm y 27,0 + 0,82 mm, para
“hierba buena” y “eucalipto” respectivamente. Concluyé que ambos aceites

esenciales presentan actividad antimicrobiana in vitro frente al S. mutans.®?

Juscamaita en el afio 2015, en Lima, realizo el estudio “Efecto inhibidor del aceite
esencial de Eucalyptus globulus (eucalipto) comparado con el gluconato de
clorhexidina al 0,12% vy el enjuague bucal Colgate Plax® sobre la cepa de
Streptococcus mutans, estudio in vitro” el cual tuvo por objetivo determinar el
efecto inhibidor del aceite esencial del “eucalipto” contra clorhexidina al 0,12% y
enjuague bucal Colgate Plax® en la inhibicion de S. mutans. Us6 concentraciones
al 25%, 50% y 100% del aceite de “eucalipto”. Obtuvo como resultados que el
“eucalipto” presentd halos de inhibicion de 6,88 mm, 9,61 mmy 12,65 mm a las 24
horas. Concluy6 que el aceite esencial de “eucalipto” posee mejores propiedades

antibacterianas al 100%.32
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Andonayre en el afio 2019, en Trujillo, realizé el estudio “Efecto antibacteriano del
aceite esencial de hojas de Matricaria chamomilla “manzanilla” sobre
Streptococcus mutans comparado con Azitromicina, estudio in vitro” el cual tuvo
como objetivo determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial “manzanilla”
sobre S. mutans ATCC 35668. Us6 10 uL en concentraciones al 25%, 50%, 75% y
100%, como control positivo Azitromicina 5ug, y control negativo solucion salina
al 0,9%. Obtuvo como resultado que los halos de inhibicion a partir del 75% estaban
entre 20,6 mm a 24,5 mm, similares a los halos inhibitorios del control positivo.
Concluyo6 que el aceite esencial de “manzanilla” mostr0 efecto antibacteriano a

partir de concentraciones del 75% sobre S. mutans.®)

Cosco en el afio 2010, en Lima, realiz el estudio “Actividad inhibitoria del
crecimiento de Streptococcus mutans y de flora mixta salival por accion de aceite
esencial de la Matricaria chamomilla (manzanilla)” el cual tuvo como objetivo
determinar el efecto inhibitorio de la “manzanilla” en flora mixta salival, cepa
aislada mutans y cepa patron ATCC 25175. Usé concentraciones al 25%, 50% y
100% de “manzanilla”. Obtuvo como resultados que los halos de inhibicion del
aceite esencial de “manzanilla” en la flora mixta salival fueron de 9 mm y en la
cepa patron de 22 mm, para la concentracion al 100%; siendo similar al control
positivo. Concluy6 que existe efecto inhibitorio del aceite de “manzanilla” en

cultivos de flora mixta salival, en la cepa aislada mutans, y en la cepa patron.“?

Meléndez en el afio 2017, en Trujillo, realizo el estudio “Efecto antibacteriano in
vitro del aceite esencial de Eucalyptus globulus “eucalipto” sobre Streptococcus
pyogenes y Pseudomonas aeruginosa” el cual tuvo por objetivo evaluar el efecto

antibacteriano in vitro del aceite esencial de “eucalipto” sobre S. pyogenes y P.
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aeruginosa. Usé concentraciones al 50%, 75% y 100% e hizo 10 repeticiones por
cada una. Obtuvo como resultado que el aceite esencial de “eucalipto” no mostro
diferencias significativas en sus concentraciones. Concluy6 que el “eucalipto” tiene

propiedades antibacterianas in vitro sobre S. pyogenes y P. aeruginosa. ¢

Acufia en el afio 2014, en Lima, realizé el estudio “Crecimiento de Streptococcus
mutans frente al colutorio experimental a base de Matricaria chamomilla
(manzanilla) a diferentes concentraciones comparado con el colutorio experimental
de clorhexidina al 0,12%” el cual tuvo como objetivo evaluar el efecto
antimicrobiano del colutorio a base de “manzanilla” sobre S. mutans comparandolo
con clorhexidina al 0,12%. Usé concentraciones de “manzanilla” al 50%, 25%,
12,5%, 6,25% y 3,125%. Obtuvo como resultados que el colutorio de “manzanilla”
en las concentraciones de 50% y 25%, no muestra diferencias significativas con el
grupo control. Concluyd que el colutorio de “manzanilla” posee propiedades

antimicrobianas sobre S. mutans.“V

Jauregui en el afio 2013, en Trujillo, realizé el estudio “Efecto antibacteriano in
vitro del colutorio a base de Matricaria chamomilla (manzanilla) a diferentes
concentraciones sobre la cepa ATCC 2652263 de Streptococcus mutans” el cual
tuvo como objetivo determinar la efectividad de un colutorio a base de “manzanilla”
sobre S. mutans. Usd concentraciones de 0,10%, 0,25% y 0,50%, como control
positivo uso aceite esencial puro. Obtuvo como resultado que a concentracion de
0,10% hubo un crecimiento de 5,727 UFC/mL, a 0,25% de 5,545 UFC/mL, a 0,50%
de 4,818 UFC/mL, sin diferencias significativas entre estos. Concluy6 que la

“manzanilla” posee un efecto antibacteriano in vitro sobre S. mutans.“?
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Choque en el afio 2017, en Puno, realizo el estudio “Efectividad del enjuague bucal
de Matricaria chamomilla frente al de Plantago major, en el control de la placa
bacteriana en adolescentes de 15 a 16 afios en la I.E.S. Juan Bustamante de Lampa”
el cual tuvo como objetivo determinar la efectividad del enjuague bucal de
“manzanilla” frente al de “llantén” en el control de la placa bacteriana en
adolescentes de 15 a 16 afios. Realizé el OHI-S previamente, usaron los colutorios
30 segundos dos veces al dia por 14 dias. Obtuvo como resultado que el IHOS en
los grupos experimentales a los 7 dias mejor6 a regular y a los 14 dias a bueno.
Concluyo que la efectividad del enjuague bucal de “manzanilla” fue superior al de

“llantén” en el control de la placa bacteriana.®
A partir de lo que acaba de exponerse, se tiene que:

La Matricaria chamomilla conocida cominmente como “manzanilla, es una hierba
aromatica de bajo crecimiento con tallos ramificados, hojas dobles y plumosas, y

flores de cabeza pequefia y suaves.®?

Es nativa de Europa, tiene unos 60 cm de altura, y se adapta a diferentes suelos y
climas, aungue su calidad aumenta en climas templados calidos con una

temperatura entre 15 °C a 23 °C, en condiciones subhiimedas.®®

Se han identificado mas de 120 componentes en sus flores, en especial son ricas en
flavonoides; quienes le dan propiedades antiinflamatorias, espasmoliticas,
antipépticas, sedantes, antibacterianas y antifingicas, haciéndola comercial en el

ambito medicinal.®%

El Plantago major conocido comdnmente como “llantén”, es una planta medicinal

perenne que pertenece al género Plantago y la familia de las Plantaginaceae. Su
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nombre se origina del latin "planta”, que significa “suela del pie”, referencia al
tamafio de sus hojas.®” Su altura varia entre 15 a 30 cm, y su ciclo de vida va de 6
a 7 meses, su floracion se produce entre los meses de mayo y octubre.®®

Se considera originaria de Europa. Suele crecer en los bordes de las carreteras, en
praderas y campos cultivados, donde hay canales de agua.®¥ Crece en climas
templados y frios, no se cultiva por lo que lo consideran una mala hierba.®®
Dentro de sus propiedades, tenemos que la aucubigemina, tiene mayor relevancia y
es responsable de su capacidad antibacteriana. Otros compuestos como acteosida y

plantamajosida le confieren también propiedades antibacterianas.®®

Tiene varios ingredientes activos, como mucilago, baicaleina, flavonoides,
alantoina, pectina, taninos, aucubina, acteroside, &cido salicilico y sales minerales
de potasio y zinc; quienes le dan sus propiedades sus propiedades antiinflamatorias,
antibacterianas, astringentes, antihemorragicas y cicatrizantes; por lo que en el

campo de la salud humana existen medicamentos a base de sus compuestos.(®®

La introduccion del “eucalipto” como planta medicinal es reciente, comienza a
usarse desde el siglo XVI11.¢7) Es un arbol de gran tamafio originario de Australia
y Tasmania, por lo que se considera “exdtico” perteneciente a la familia mirtacea.
Sus hojas contienen entre 3% a 5% de aceite esencial, con olor balsdmico, siendo
un poderoso desinfectante natural. Su principal componente es el eucaliptol que esta
en un 75% a 85% en el aceite esencial, es el que le da propiedades bacteriostaticas,
bactericidas y fungicidas. Ademas, posee terpenos y alcoholes como el pineno,

canfeno, terpinol y eugenol; ademas acetonas y aldehidos.?”
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2.8. Definicion de términos basicos

2.8.1. Halo de inhibicion:

Zona que rodea al disco donde una sustancia antibacteriana es capaz de impedir el
crecimiento una bacteria en un tiempo determinado, que va casi siempre de 18 a 24
horas, desde la incubacion de esta. Se usara los milimetros para medir esta zona,

segun la escala de Duraffourd.?"
2.8.2. Escala de Duraffourd:
Usada para medir cualitativamente el efecto inhibitorio in vitro, en halos de
inhibicion.?”
Sensibilidad nula (-): diametro < 8 mm
Sensible (+): didmetro > 8 mm y < 14 mm
Muy sensible (++): didmetro > 14 mm y <20 mm
Sumamente sensible (+++): diametro > 20 mm
2.8.3. Extracto hidroalcohdlico:

Se obtiene de la maceracion de un vegetal, al ponerse en contacto con etanol o agua
como solventes.® Por lo cual el extracto se va a obtener bajo el procedimiento de
reblandecimiento, el cual es realizado a temperatura ambiente. Se trata de remojar
la planta en un solvente hasta que este se introduzca disolviendo las porciones
solubles, luego se coloca en un depdsito para que repose, y se aplica el método por

agitacion. Luego se filtra el liquido para obtener el extracto.©®
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CAPITULO Ill. METODOS

3.1. Tipo de investigacion

La presente investigacion es bésica, explicativa, tiene un enfoque

cuantitativo y es cuasi experimental, a la vez es transversal y prospectiva.

3.2 Unidad de analisis, universo y muestra

3.2.1.

3.2.2.

Universo
Conformado por las cepas Streptococcus mutans.

Poblacion

Conformado por la cepa Streptococcus mutans (ATCC 25175).

3.2.2.1.Criterios de seleccion

a.

3.2.3.

Criterios de inclusion:

Cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) en placas de Petri en buen

estado.

Criterios de exclusion

Cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) en placas de Petri que sufran

algun dafio durante la investigacion.

Unidad de anélisis
Cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175) en placas de Petri con agar

Mueller Hinton.
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3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.

3.3.

3.4.

3.5.

Unidad de muestreo

Cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175), que cumpla con los criterios
de inclusion y exclusion, concentraciones usadas de cada extracto puroy en

combinacidn, y los grupos control.
Unidad de observacion

Cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) en cada una de las placas de

Petri con agar Mueller Hinton

Tamafio muestral

La muestra fue no probabilistica por conveniencia. Se tomo en cuenta el
método estandarizado de CLSI, el cual establece 7 repeticiones como
minimo para la elaboracion de este tipo de estudio, de lo cual se partié y se
optd por realizar 10 repeticiones por cada grupo.

Metodos de investigacion

Método cientifico desde la perspectiva del método hipotético deductivo, usa
principios generales para plantear una hipotesis y llegar asi a una conclusion
especifica.

Técnica de investigacion

Cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) segun colonias mediante la

observacion.

Instrumentos

Hoja de registro donde se anotaron las medidas de los halos de inhibicién

de los extractos hidroalcohdlicos de Matricaria chamomilla, Plantago
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major, Eucalyptus globulus a concentraciones de 100%, 50%, 25% vy
12,5%; y de sus combinaciones en las mismas concentraciones; de la

clorhexidina al 0,12%, y alcohol al 96°.

3.6. Técnicas de analisis de datos

Los resultados de este estudio fueron procesados y tabulados en el programa
Microsoft Excel, para elaborar la base de datos en el programa IBM SPSS

version 26 para Windows.

Dado que los datos presentaron una distribucion normal, se usaron pruebas
paramétricas para el analisis, en donde se usaron los parametros de desviacion

estandar y la media aritmética.

Asi mismo se us6 la prueba de analisis de varianza para las comparaciones de
grupos multiples, y la prueba post hoc de Tukey para las comparaciones de

grupo, y se considerd a p<0,05 como estadisticamente significativo.

Los resultados finalmente se presentaran en tablas de frecuencia y en gréficos,

en base a los objetivos planteados para su posterior analisis.
3.7. Aspectos éticos de la investigacion

La presente investigacion se realizd6 mediante el uso de especies vegetales de
Matricaria chamomilla, Plantago major y Eucalyptus globulus; teniendo en cuenta
el cuidado de la biodiversidad de la zona de donde fueron recolectadas. También se
uso la cepa estandarizada de Streptococcus mutans (ATCC 25175), obtenida del
laboratorio GenLab - Lima, Perd. No se involucré a seres humanos o animales,

razén por la cual no se requirié de consideraciones que protejan sus derechos.
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3.8. Proceso

3.8.1.

3.8.2.

Sitio de investigacion

La parte experimental de esta investigacion se realizd en el Centro de

Investigaciones Biomédicas (InvBiomed S.R.L.) (Anexo 1)

Obtencidn y preparacion de las plantas

- La recoleccion de la muestra se realiz6 en la provincia y departamento de

Cajamarca en:

Distrito de Jesus, ubicado a 2531 m s. n. m., a una latitud sur 7°14’
44"y oeste 78°22'40"; aqui se recolectd la planta Plantago major.
Centro poblado Otuzco, ubicado a 2742 m s. n. m., a una latitud sur
7°07'25, y oeste 78°27'24; aqui se recolecto la planta E. globulus.
Distrito de Namora, ubicado a 2743 m s. n. m., a una latitud sur

7°12'6", oeste 78°19'29"; aqui se recolectd la planta M. chamomilla.

- Se recolect6 2 kg de las plantas Plantago major, Eucalyptus globulus y

Matricaria chamomilla, libres de hongos. Figura 2

- En el laboratorio, se seleccion6 mas a detalle las muestras vegetales;
descartando de las plantas recolectadas, las vainas en mal estado, enfermas

y/o con hongos.

- Se lavé cada planta con agua destilada y se las dejo secar a temperatura

ambiente por 24 horas.

- Se procedié a separar las raices de cada planta, dejando las partes

principales.
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3.8.3.

- Posteriormente se colocaron 500 g de cada planta (peso himedo) a secar

en la estufa a 56 °C por 72 horas, sobre papel Kraft. Figura 3

- Una vez que se obtuvo la muestra seca, se determind su peso en seco,

donde “manzanilla” tuvo 94,6 g, “llantén” 86,7 g, y “eucalipto” 105,2 g
- Luego se continud con la pulverizacion de cada planta con un mortero.
- Se pasé por un tamiz n.° 40 para obtener un polvo mas fino. Figura 4

- Se guardo el polvo de cada planta en frascos de vidrio de color ambar

debidamente rotulados, para su posterior uso.
Obtencidn del extracto hidroalcoholico de cada plata:

- Se pes6 50 g de polvo de cada planta, y se afiadié 300 mL de alcohol de

70° en un matraz forrado de papel aluminio para evitar la entrada de luz.®"

- Se us6 el método de agitacion constante, donde cada matraz se colocé en
una plancha con agitacion, graduada a 300 revoluciones / minuto por 24

horas.®” Figura 5

- Una vez obtenido el extracto de cada planta, se procedio al filtrado 4 veces:
primero con algodon, segundo con papel filtro Whatman n.° 41, tercero
filtrado con papel filtro Whatman n.° 2, y el cuarto filtrado con papel

Whatman n.° 1. Figura 6

- Se obtuvo extractos purificados libres de gérmenes de cada planta, se
procedi6 a colocarlos en frascos color &mbar previamente esterilizados y

rotulados, los cuales fueron refrigerados hasta su posterior uso.
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3.8.4.

Procedimiento para determinacion de la actividad antibacteriana in

vitro: (Anexo 2)

Preparacion del medio de cultivo Agar Sangre enriquecida con sangre

de cordero.

Se pes6 en 34,2 g de agar Mueller — Hinton en una balanza analitica y
se coloco en un frasco de dilucion de vidrio de tapa rosca de 1000 mL,
Se agregd 900 mL de agua destilada, y se procedio a calentar hasta
obtener una mezcla homogénea.

Se esterilizé a 121 °C con 15 libras de presion atmosférica por 15
minutos.

Se dejo enfriar entre 45 °C a 50 °C.

Se agreg6 45 mL de sangre de cordero previamente desfibrinada, en un
ambiente estéril.

Se coloco 30 mL del medio en placas de Petri de 90 mm de diametro
interno, de modo que el grosor del agar fue de 4 mm aproximadamente.
Se dej6 enfriar 30 minutos.

Se realizo el control de calidad por 24 horas, llevando las placas de Petri

aunaestufaa36 °C +1 °C.

Preparacion del caldo Mueller—-Hinton

Se peso 4,2 g de agar Mueller—Hinton, marca Merck KGaA — Alemania,
se depositd en un frasco de vidrio de 500 mL, luego se agreg6é 200 mL
de agua destilada. Se procedio a tapar el frasco con tapa rosca y se agitd

hasta obtener una mezcla homogénea. Figura 7
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- Se procedio a esterilizar en autoclave a 121 °C y 15 libras de presién
atmosférica, por 15 minutos.

- Se llevo a refrigeracion hasta su posterior uso.

Cepa bacteriana para el estudio

- Se trabajé con una cepa bacteriana estandar de Streptococcus mutans
(ATCC 25175) obtenida del laboratorio GenLab-Lima, Perd. (Anexo 3)

Reactivacidn de la cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175)

(Anexo 4)

- Sesaco el empaque de la caja que contiene el microorganismo.

- Se dejo la bolsa que contiene la cepa de Streptococcus mutans (ATCC
25175) en una mesa por 20 minutos, sin abrir, para que se adapte a la
temperatura ambiente. Figura 8

- Se abrid la bolsa por la muesca.

- Seapret0 la parte superior de la pipeta, para liberar el liquido que hidrata
a la cepa.

- Sesujet6 en posicion vertical y se golpeo sobre una superficie dura para
ayudar a que el liquido fluya a través del eje del hisopo, hacia la parte
interior que contiene el sedimento.

- Se presiond la parte inferior y se tritur6 el sedimento en el liquido hasta
su homogenizacion.

- Seincubo 36 °C = 1 °C por 15 minutos. Figura 9

- Se sembr6 con la técnica de agotamiento en las placas de Petri que
contenian sangre de carnero desfibrinada (5%), se rotulé con el nombre

de la cepa, fecha y hora de la siembra. Figura 10
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3.8.5.

Se incubo en condiciones de microaerofiliaa 36 °C £ 1 °C; por 24 horas.

Figura 11

Susceptibilidad in vitro a antibacterianos:

Metodo: test de disco difusion en agar

Se us6 el antibiograma basado en Kirby Bauer para la determinacion de la

sensibilidad bacteriana, método recomendado por el CLSI (Methods for

Antimicrobial Susceptibility Testing of Anaerobic Bacteria).®)(Anexo 5)

Estandarizacion del in6culo

Se tomé de 3 a 5 colonias de la cepa Streptococcus mutans (ATCC 25175)

del cultivo y se suspendio en 4 mL de caldo Mueller-Hinton. Se incub6 por

3 horas, y se obtuvo una turbidez de 0,5 segln la escala de McFarland.(©®)

Figura 14

Disefio experimental: (10 repeticiones)

Grupo experimental:

Grupo Problema 0: Diluciones individuales de extracto hidroalcoholico
de “manzanilla”, “llantén” y “eucalipto” (100%, 50%, 25% y 12,5%).
Grupo Problema 1: Las diferentes diluciones del extracto
hidroalcohélico de “manzanilla”+“llantén” (100%, 50%, 25% y 12,5%).
Grupo Problema 2: Las diferentes diluciones del extracto
hidroalcohélico de “llantén” + “eucalipto” (100%, 50%, 25% y 12,5%).
Grupo Problema 3: Las diferentes diluciones del extracto
hidroalcohélico de “manzanilla™+“eucalipto”(100%,50%, 25%y 12,5%)
Grupo Control Positivo: Gluconato de clorhexidina al 0,12%.

Grupo Control Negativo: Alcohol etilico al 96° (diluyente).
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Para la preparacion de las diluciones, se midié 4 mL de cada extracto al

100% con una micropipeta, y se fue haciendo las diluciones de mayor a

menor, tomando 2 mL de la concentracion anterior con 2 mL del diluyente,

que en este caso fue alcohol 96°, hasta llegar a la concentracion minima
deseada.(®®

Para la preparacion de las diluciones en sinergia, se usaron 2 mL de cada

extracto a combinar en este caso desde el 100% y se agit6 con la micropipeta

para logar una distribucion uniforme de ambos extractos, luego se extrajo 2

mL de cada dilucion en sinergia y se agreg06 a los tubos restantes, con 2 mL

del diluyente, hasta la minima concentracion deseada.®® Figura 15

Una vez obtenidas todas las concentraciones, se procedi6 a su refrigeracion

hasta su posterior uso.®®
Control Microbiolégico:

- Control de Esterilidad: Placa de Petri con medio de cultivo.

- Control de crecimiento bacteriano: Placa de Petri con siembra de la cepa
patron. ©®)

Impregnacion de los discos:

- Se agregarad 50 uL de cada concentracion, en discos de susceptibilidad
antimicrobiana Thermo Scientific™ Oxoid™ de 6 mm de diametro, con
la ayuda de una micropipeta (marca Boeco), hasta su completa
absorcion.®® Figura 16
Evaluacion de la actividad antibacteriana - Difusion en agar

- Después de ajustar la turbidez de la suspension del indculo,

Streptococcus mutans (ATCC 25175) se tuvo 15 minutos para inocular
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Vi.

la superficie de las placas de Petri con agar sangre, por rayado con el
hisopo, previamente rotuladas. Se realizé en toda la superficie en tres
direcciones diferentes, rotando la placa 60° cada vez para una
distribucion uniforme, luego también se pasé sobre los bordes de la
placa con agar.®® Figura 17

Se realiz6 10 veces este procedimiento por cada concentracion.©®
Aplicacion de los discos en placas inoculadas

Se coloco los discos previamente impregnados: 04 discos con 4
concentraciones diferentes (12,5%, 25%, 50% y 100%) del extracto
hidroalcohdlico n.° 1, 2 y 3, la combinacion de extractos 1y 2,2y 3,y
1y 3; un disco con gluconato de clorhexidina 0,12% (control positivo)
y otro con alcohol etilico 96° (control negativo), distribuidos a una
distancia mayor a 24 mm (segin CLSI). Se presiond ligeramente cada
disco, para asegurar el contacto con el agar. ® Figura 18

Control Microbiologico: se incluyd una placa de control de esterilidad y
control de crecimiento bacteriano.

Las placas se colocaron invertidas en ambiente de microaerofilia (en
jarra con vela encendida) e incubadas (incubadoras Memmert) a 36 °C
+ 1 °C durante 24 horas.® Figura 19

Lectura e Interpretacion:

Luego de las 24 horas de incubacion (segun CLSI) se procedid a la
medicion de los halos de inhibicién correspondiente a cada disco de
papel de filtro de las concentraciones usadas, pasando por el centro del

disco, con la ayuda del calibrador pie de rey.®® Figura 20
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- Solo se considerd la zona de inhibicion del crecimiento, no la zona de
inhibicion de hemdlisis.®® Los datos fueron registrados en el formato
correspondiente. (Anexo 6) Figura 21

- Se determino el didmetro de inhibicion obtenido a través de Escala de
Duraffourd®®):

v Sensibilidad nula (-): diametro < 8 mm

v Sensible (+): didmetro > 8 mm y < 14 mm

v Muy sensible (++): didmetro > 14 mm y <20 mm
v Sumamente sensible (+++): didmetro > 20 mm

- Las medidas de los halos de inhibicion fueron comparadas con los halos
de los grupos control para poder comparar su resistencia o

susceptibilidad.®®
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados:

Para determinar el efecto sinérgico in vitro de las combinaciones de los extractos
de Matricaria chamomilla (manzanilla) y Plantago major (llantén); Matricaria
chamomilla (manzanilla) y Eucalyptus globulus (eucalipto); Plantago major
(llantén) y Eucalyptus globulus (eucalipto); a diferentes concentraciones, en la
inhibicidn del crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), se
realizaron 10 repeticiones por grupo, luego se hizo la lectura de los halos de
inhibicidn de dichas combinaciones en las placas de Petri con la cepa Streptococcus

mutans (ATCC 25175) con agar Mueller Hinton.

Se determiné que existe efecto sinérgico inhibitorio en la combinacion de extractos
de Plantago major + Eucalyptus globulus al 100%, con un halo inhibitorio
promedio de 8,4 mm siendo sensible segun la escala de Duraffourd; asi mismo no
se encontrd efecto sinérgico inhibitorio segln esta escala en las otras combinaciones
a ninguna de las concentraciones usadas. Por otro lado, la combinacion de Plantago
major + Eucalyptus globulus al 50% mostré un halo de inhibicion promedio de 7,6
mm con sensibilidad nula segln la escala de Duraffourd; tanto la concentracién al
50% como la concentracion al 100% de la combinacion de extractos de Plantago
major + Eucalyptus globulus, mostraron diferencias significativas (p<0,5) con los

demas grupos segun el analisis de varianza y la prueba Tukey. (Grafico 1)
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MEDIA HALO INHIBITORIO (mm)

EFECTO SINERGIO INHIBITORIO
SOBRE S.mutans (ATCC 25175)

“manzanilla” “manzanilla” “eucalipto” + C+ C-
[13 An?? [13 3 2 13 An??
+ “llantén + “eucalipto llantén E1250% m25% m50% m100%

Gréfico 1 Efecto sinérgico in vitro en concentraciones (12,5%, 25%, 50%, 100%) de la
combinacion del extracto de Matricaria chamomilla (manzanilla) y Plantago major (llantén);
Matricaria chamomilla (manzanilla) y Eucalyptus globulus (eucalipto); y Plantago major (llantén)
y Eucalyptus globulus (eucalipto); en la inhibicién del crecimiento de cepas Streptococcus mutans

(ATCC 25175)

Para determinar el efecto antibacteriano in vitro de los extractos de Matricaria
chamomilla (manzanilla), Plantago major (llantén) y Eucalyptus globulus
(eucalipto), a diferentes concentraciones, en la inhibicion del crecimiento de cepa
Streptococcus mutans (ATCC 25175), se realizaron 10 repeticiones por grupo,
luego se hizo la lectura de los halos de inhibicidn de estos extractos en las placas

de Petri con la cepa Streptococcus mutans (ATCC 25175) con agar Mueller Hinton.
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MEDIA HALO INHIBITORIO (mm)

Se determind que el extracto puro de Eucalyptus globulus al 100% mostr6 un halo
inhibitorio promedio de 8,4 mm siendo sensible segun la escala de Duraffourd; por
otro lado, los extractos puros de Plantago major y Matricaria chamomilla no
presentaron eficacia inhibitoria sobre la cepa Streptococcus mutans (ATCC 25175)
en ninguna de las concentraciones usadas, segun la escala de Duraffourd. Sin
embargo, se encontraron diferencias significativas (p<0,5) segun el analisis de
varianza y la prueba Tukey, en el extracto de “eucalipto”, al 25% mostr6 un halo
de inhibicion promedio de 7,3 mm; y al 50% mostrd un halo de inhibicion promedio

de 7,5 mm (Grafico 2)

EFECTO SINERGIO INHIBITORIO
SOBRE S.mutans (ATCC 25175)

“manzanilla” "llantén” "eucalipto C+ C-
m12.50% @25% @E50% ©100%

Gréfico 2 Efecto inhibitorio del crecimiento in vitro en diferentes concentraciones (12,5%, 25%,
50%, 100% y C+) segun los extractos de Plantago major (llantén), Eucalyptus globulus

(eucalipto) y Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre cepas S. mutans (ATCC 25175)
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Discusion

El objetivo general del presente trabajo de investigacion fue evaluar el efecto
sinérgico de la combinacion de extractos de Plantago major (llantén), Eucalyptus
globulus (eucalipto) y Matricaria chamomilla (manzanilla) en la inhibicion del
crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) in vitro; para lo cual
se uso el método de difusién de discos utilizando las diferentes concentraciones de

12,5%, 25%, 50% y 100%, con 10 repeticiones por grupo.

Los resultados obtenidos demuestran que, si existe una efectividad inhibitoria en la
combinacion de extractos de Eucalyptus globulus y Plantago major al 100%, y en
el extracto puro de Eucalyptus globulus al 100%, y sobre cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175) in vitro, donde se obtuvo segln la escala de Duraffourd, que

ambos grupos fueron sensibles (+).

La presente investigacion es la primera en su linea, por lo que no se puede comparar
los resultados obtenidos con los de otras investigaciones, ya que no existen estudios
in vitro que demuestren la eficacia inhibitoria del efecto sinérgico de la
combinacion de extractos de Plantago major (llantén), Eucalyptus globulus
(eucalipto) y Matricaria chamomilla (manzanilla) frente a la cepa Streptococcus
mutans; pero si se lo puede comparar con investigaciones donde usaron extractos

puros de las plantas mencionadas sobre otras bacterias de la cavidad oral.

A partir de los resultados obtenidos se encontré que estos guardan relacion con
Gontijo®), quien demostré en su estudio que la efectividad antibacteriana de

extractos hidroalcoholicos de especies vegetales presenta mayor actividad sobre
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bacterias Gram-positivas, como la cepa Streptococcus mutans usada en la presente

investigacion.

Asi mismo, los resultados obtenidos concuerdan con los resultados encontrados por
Cahuana y Condori®, quienes demostraron que los extractos etandlicos de
Eucalyptus globulus sobre cepas de Streptococcus mutans mostraban efectividad
inhibitoria a las concentraciones al 50% y al 100%, siendo sensibles (+) segln la

escala de Duraffourd.

Los resultados guardan una relacion también con los obtenidos por Yafez y
Cuadro®, quienes concluyeron que el aceite de Eucalyptus globulus mostraba
efecto inhibitorio tanto sobre bacterias gran-positivas como en bacterias gram-
negativas, encontraron que el aceite de Eucalyptus globulus al 200% mostr6 halos
de inhibicion de 10 mm, mientras que al 60% mostré halos de inhibicion de 7,2 mm
en promedio, representando sensibilidad nula segin la escala de Duraffourd; lo
mismo ocurrié con los resultados obtenidos en la presente investigacion, donde
Eucalyptus globulus a la concentracion de 50% present6 halos de inhibicion en

promedio de 7,5 mm con sensibilidad nula segun la escala de Duraffourd.

Los resultados obtenidos concuerdan con los resultados de Alvarado ?%, quien
encontré que los halos de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de Plantago major
tuvieron un promedio de 7,6 mm presentando una sensibilidad nula en la escala de
Duraffourd; asi como los resultados obtenidos en el presente estudio, donde se
obtuvo un halo de inhibicién promedio de 6,8 mm del extracto hidroalcohélico de
Plantago major, representando también una sensibilidad nula segin la escala de

Duraffourd sobre cepas de Streptococcus mutans.
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Los resultados obtenidos también guardan relacion con los obtenidos por Rivera®?),
quién concluyd que el extracto hidroalcoholico de Plantago major a las
concentraciones de 25% y 50%, sobre cepas de Streptococcus mutans, mostraron
una sensibilidad nula seglin la escala de Duraffourd, asi como los resultados
obtenidos en la presente investigacion. Pesantes et al.®® encontré que los halos de
inhibicion promedio del extracto etandlico de Plantago major al 100% fueron de
6,2 mm sobre cepas P. gingivalis; siendo inferiores a los resultados encontrados en
esta investigacién, donde los halos a la concentracion del 100% fueron de 6,8 mm;
sin embargo, ambos estudios coinciden en que el extracto de Plantago major

presentd sensibilidad nula segln la escala de Duraffourd.

Se coincide también con los resultados obtenidos por Teles", quién concluy6 que
el extracto acuoso de Plantago major no present6 actividad antimicrobiana sobre
bacterias gram-positivas y gram-negativas en las concentraciones de 50% y 100%.
Los resultados obtenidos coinciden también con los resultados de Valverde(V,
quién demostro que el extracto de Plantago major no posee poder inhibitorio a las
diferentes concentraciones de 100%, 50% y 25% frente a cepas de Streptococcus

mutans, representando sensibilidad nula segun la escala de Duraffourd.

Asi mismo Fiestas y Huanca® tampoco encontraron efecto antibacteriano del
extracto hidroalcohdlico de Plantago major a las concentraciones de 100%, 75% y
50% sobre cepas de Streptococcus pyogenes, coincidiendo con los resultados
obtenidos en la presente investigacion. Del mismo modo se coincide con los
resultados obtenidos por Vasquez(™, quien demostrd que el extracto metandlico de
Plantago major no presentd la eficacia inhibitoria deseada en Staphylococcus

aureus, mostrando una sensibilidad nula segun la escala de Duraffourd.
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Los resultados obtenidos coinciden con los resultados encontrados por Silva et
al."™), quienes encontraron que los extractos naturales de Matricaria chamomilla
poseen baja actividad antimicrobiana frente a cepas de Streptococcus mutans,
siendo similares a los resultados obtenidos en esta investigacion, donde se demostro
que no hay diferencia significativa entre las combinaciones usadas de Matricaria
chamomilla frente a las cepas de Streptococcus mutans, y que los halos de

inhibicion presentaban sensibilidad nula segun la escala de Duraffourd.

De la misma manera, los resultados obtenidos coinciden con los resultados de
Talavera®, quien concluy6 que no existe efecto antibacteriano in vitro de las
infusiones de Matricaria chamomilla sobre las cepas de Streptococcus mutans, en
ninguna de las concentraciones que uso, que fueron al 2%, 4%, 6% y 8%;
coincidiendo en que los halos inhibitorios tuvieron sensibilidad nula segin la escala

de Duraffourd.

Los resultados de la presente investigacion difieren con los encontrados por
Romero ®9, quien demostrd que el aceite esencial de Matricaria chamomilla sobre
la cepa S. mutans a la concentracion del 100% mostré un halo de inhibicion
promedio de 8 mm, siendo sensible segun la escala de Duraffourd; mientras que
nuestros resultados indican gque a esta concentracion se obtuvo un halo promedio de
7,7 mm, mostrando una sensibilidad nula segin la escala de Duraffourd; sin
embargo los resultados de esta investigacion indicaron que a la concentracion de
50% el halo de inhibicién en promedio es de 7,1 mm, siendo mayores a los
resultados de Romero, quién encontr6 que al 50% el halo inhibitorio en promedio

fue de 6 mm.
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Por otro lado, Sharma et al.(” encontré que los halos de inhibicion del extracto de
Eucalyptus globulus a las concentraciones de 50% y 100% fueron de 6,1 mm,
mostrando una sensibilidad nula segin la escala de Duraffourd; siendo estos
inferiores a los encontrados en la presente investigacion, donde los halos de
inhibicion al 50% fueron de 7,5 mm en promedio, y al 100% fueron de 8,4 mm en

promedio, siendo al 100% sensibles segun la escala de Duraffourd.

Asi mismo, los resultados obtenidos en la presente investigacion difieren con los
resultados encontrados por la investigacion de Borja®?, la cual es la Gnica que
evalla la eficacia inhibitoria en sinergia de los extractos de Matricaria chamomilla
y Eucalyptus globulus sobre cepas Porphyromonas gingivalis, quién encontré que
en los extractos en combinacion presentaban un halo de inhibicién de 16,47 mm en
promedio, siendo muy sensibles segln la escala de Duraffourd; siendo superiores a
los resultados encontrados en esta investigacion donde los halos inhibitorios en
promedio fueron de 6,5 mm para esta combinacién, mostrando sensibilidad nula

segun la escala de Duraffourd.

Esto puede deberse a diferentes motivos, principalmente a la cepa escogida, ya que
la cepa de P. gingivalis utilizada en el estudio de Borja es una bacteria Gram-
negativa a diferencia de la cepa Streptococcus mutans, escogida en esta
investigacion; puede deberse al lugar de procedencia de las plantas, siendo el
estudio de Borja en Ecuador; también puede deberse a la época de recoleccion de

las plantas.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones:

- Se determind mediante la presente investigacion que existe un efecto
sinérgico en la combinacion de los extractos de Eucalyptus globulus y
Plantago major en la inhibicién de cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175) in vitro en la concentracion de 100%.

- Se determind que existe un efecto inhibitorio sobre cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) in vitro en la concentracién de
100% de Eucalyptus globulus.

- Se determind que el halo inhibitorio al comparar la combinacion de los
extractos de Eucalyptus globulus y Plantago major al 100%, frente al
extracto puro de Eucalyptus globulus en la concentracién de 100% fue
el mismo, siendo sensible segln la escala de Duraffourd.

- Se determind que no existe diferencia significativa en el efecto
inhibitorio de la combinacion de extractos de Matricaria chamomilla y
Eucalyptus globulus; y Matricaria chamomilla y Plantago major; en las

diferentes concentraciones usadas para la presente investigacion.
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Recomendaciones:

Se recomienda utilizar la presente investigacion como base para futuros
estudios donde se aplique extractos de Eucalyptus globulus, Matricaria
chamomilla y Plantago major sobre otras bacterias iniciadores de la
enfermedad de la caries dental, y asi poder demostrar su eficacia
inhibitoria sobre estas.

Estudiar el efecto sinérgico de diferentes plantas de la region, con el fin
de encontrar si su combinacion podria usarse como uso medicinal en el
campo de la salud oral.

Hacer estudios cromatogréaficos, para identificar los componentes de las
plantas, asi como sus principios activos, y cuéles son los que acttan

sobre las bacterias.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado de la elaboracion de la parte experimiental del estudio,
por el Centro de Investigaciones Biomédicas (InvBiomed S.R.L.)

ﬁmﬁ@nnﬂl@d{ “Loa Ciencia al Seroicios de tn Salud”

Centro d¢ Investigaciones Biomédicas S.R.L.

CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS
LABORATORIO “INVBIOMED” S.R.L.
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Cajamarca, 31 de agosto de 2020

CERTIFICADO

Certifico que la Sefiorita Bach. Lysanne Del Carmen Carranza Villaty, realizo el trabajo
experimental in vitro que busca determinar el efecto sinérgico de la combinacion de
extractos de Plantago major, Eucaliptus globulus y Matricaria chamomilla, en diferentes
concentraciones (100%, 50%, 25% y 12.5%), en la inhibicion del crecimiento de
Streptococcus mutans (ATCC 25175), por método de disco difusion, en 10 repeticiones
cada uno; asi también la medicion de los halos de inhibicién que estos presentaran para

su trabajo final de tesis,

Actividades que se llevaron a cabo en el Laboratorio de Microbiologia del Laboratorio

InvBiomed SR.L.

No 16808
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Anexo 2. Protocolo: Efecto sinérgico de combinacion de extractos de
“manzanilla”, “llantén” y “eucalipto” sobre Streptococcus mutans
(ATCC 25175) in vitro

0 ACTIVACION DE CEPA ATCC 9 ESTANDARIZACION DEL
INOCULO:
( - \\
| |
| | |
\ | b
= I ™
T | |
- | |
Streptococcus mutans I |
(ATCC 25175) Siembraen agar | Cultivo | | EscalaMac
| Rehidratacion | | Incubar 36°C x 15 min. | Sangre || Bacteriano || Farland 0,5
microaerofiia N 7
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Anexo 3. Certificacion de cepa estandarizada Streptococcus mutans

(ATCC 25175) obtenida del laboratorio GenLab - Lima, Peru

& Microbiologics

Certificate of Analysis: L ifized Mi anism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2021/6/30
Microorganism Name: Streptccoccus mutans Release Information:
Catalog Number: 0266 Quality Control Technologist: Christine Condon
Lot Number: 266-30"* Release Date: 2019/8/15
Reference Number: ATCCZ 25175™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 3
Performance
Macroscopic Features: Medium:

Two colony types; small, circular, dome shaped, entire edge, white and the SBAP
cther is sma :%rcular and transiucent = 2

Microscopic Features: Method:

Small gram positive cocci to ovoid cells occurring singly, in pairs and Gram Stzin (1)
predomimately in chains

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System resulls cocument. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative
= Ve O g -

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

—Cisciames The las! digitis) of the Jot number appeaning on the product iebel and padang siip are mersly 3 packaging event number. The jot number displayer on thi
oargfcate i Hhe sctual base kot number.

Note for Vitek: Aithough the Vitek€ panel uses many conventional tests, the unique of the card, d with the short incubation period, may
ymeu-.susmndig!mm, resuits # by other methods.
: Refer to the enclosed product insert for i i ded use and h d: Y
Indiv prod are ble to a gnized culture
|ACCIEDITEDI
REFERENCE WATERSAL PRODUCER
LLT 2203382
"} The ATCC Lcensed Deriiatve Emblem, the ATCC Ucsnzed Decvative word mark and the ATCC catalog marks are
rademarks of ATCC. Morotwologes, Inc. is kcensed i use these Yademarks and 0 sell products derved Fom /-,‘I"C»’;":

culiures.

(1] These tests are actredied 1o ISOMEC 170252005,

FESTING CERT =2555.0%

& 22 Mortciogics, inc. A Rights Reserved. 200 Coonper Avenue North Samt Cloud, WN 56303 Page 1of 1 DOC 28k
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Anexo 4. Protocolo de activacion de la cepa Strptococcus mutans

(ATCC 25175)

KWIKSTIK'

KWIKSTIK

INSTRUCCIONES CON ILUSTRACIONES

o ) e j e )
- M Sobre el borde de la mesa de trabajo o la
encimera, agriete la ampola en la parte
superior de KWIK-STIK (justo debajo del
menisco del liquido de la ampolla) para
liberar el liquido hidratante.
Deje que la bolsa de KWIK-STIK sin abrir Retire la porcion de la etiqueta de tirar y
se adapte a la temperatura ambiente. Abra rasgar y coldquesela a la placa de cultivo
la bolsa rasgando a la altura de la muesca principal o al registro de CC. No desarme Activar Wink¢
y quite la unidad de KWIK-STIK. el dispositivo durante la hidratacién. ACtivar VVIngc
J ) o r 3 Configuraghon
o h 0 C
Manténgalo vertical y
golpee suavemente
sobre una superficie
dura para facilitar el flujo
del liquido por el mango De inmediato, sature el hisopo
hasta la parte inferior de ~ con el
la unidad que contiene el hidratado y transfiéralo al medio con
granulo. agar correspondiente o utilicelo segun el
p imi i del
) ro—— )
KWIK-STIK de forma
apropiada para
desechos de riesgo
biolégico.
De inmediato, incube la(s) placa(s)
invertida(s) de cultivo principal
inoculada(s) a temperatura y en
condiciones apropiadas para el
Inocule la placa de cultivo principal girando Por medio de un asa esteriizada, haga icotganismo.
con suavidad el hisopo sobre un tercio de estrias para fagiltar el aislamiento de la Para ver el método de cultivo ingrese a
la placa. colonia. Ia pagina del producto en
\ J 9 > www.microbiologics.com. J

59



Anexo 5. Flujograma del fundamento de difusion en disco,

segun Kirby Bauer

Preparacion del indculo
(1.5x1078 CFU/mL)

Siembra de inéculo
en el medio de cultivo
Mueller-Hinton

Aplicacién de

los sensidiscos

Lecturae
interpretacion

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo 6. Test de difusion en agar con discos, diametros de halos de inhibicion
de colonias de la cepa Streptococcus mutans (ATCC 25175)
segun diferentes concentraciones de los extractos

DISCO Diametros de halos de inhibicion (mm)

Concentracion

e Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Promedio
Manzanilla | | I 1l v V VI | VII | VI | IX X (mm)

12,5%

25%

50%

100%

C+

C-

Cc

Ce

DISCO Diametros de halos de inhibicién (mm)

concentracion | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Promedio
geLlantén || I m | v | v [ vI | vl |VvIl] IX | X (mm)

12,5%

25%

50%

100%
C+
C-
Cc
Ce

DISCO Diametros de halos de inhibicion (mm)

Concentracion

e Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Promedio
Eucalipto I I 11 v V VI | VII | VIII| IX X (mm)
12,5%
25%
50%
100%

C+

C-

Cc

Ce

C+ Control Positivo: Gluconato de Clorhexidina 0,2%
C- Control Negativo: Alcohol 96°

Cc Control de crecimiento - cultivo puro

Ce Control de esterilidad del medio
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Anexo 6. Test de difusion en agar con discos, diametros de halos de inhibicion
de colonias de la cepa Streptococcus mutans (ATCC 25175)
segun diferentes concentraciones de los extractos

DISCO

Diametros de halos de inhibicién (mm)

Concentracion
de

Manzanilla
+ Llantén

Placa | Placa

1l v V VI | VII | VI

Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa

IX

Placa | Promedio

(mm)

12,5%

25%

50%

100%

C+

C-

Cc

Ce

DISCO

Diadmetros de halos de inhibicion (mm)

Concentracion
de

Manzanilla
+
Eucalipto

Placa

Placa
1

Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa
11 v \V VI VII | VI

Placa
IX

Placa

Promedio
(mm)

12,5%

25%

50%

100%

C+

C-

Cc

Ce

DISCO

Diadmetros de halos de inhibicion (mm)

Concentracion
de Llantén
+

Eucalipto

Placa

Placa
1

Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa
11 v V VI VIl | VIII

Placa
IX

Placa

Promedio
(mm)

12,5%

25%

50%

100%

C+

C-

Cc

Ce

C+ Control Positivo: Gluconato de Clorhexidina 0,2%
C- Control Negativo: Alcohol 96°

Cc Control de crecimiento - cultivo puro

Ce Control de esterilidad del medio
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Anexo 7. Matriz de operalizacion de las variables

VARIABLE INDICADOR VALORES ESCALA
Independiente:
100%
Soluciones porcentuales de Concentraciones
50%
extracto hidroalcohdlico puroy del extracto .
Nominal
en combinacion de Plantago hidroalcohdlico 25%
major, Eucalyptus globulus y
12,5%
Matricaria chamomilla
Sensibilidad nula (-):
didmetro < 8 mm
Dependiente: Sensible (+):
Medida del diametro didmetro 2 8 mm y < 14 mm
Inhibicién bacteriana in vitro
del halo de inhibici6n .
Ordinal

frente a colonias de la cepa
Streptococcus mutans

(ATCC 25175)

(escala de Duraffourd)

Muy sensible (++):

diametro > 14 mm y <20 mm

Sumamente sensible (+++):

diametro > 20 mm

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 8. Tablas

Tabla 1 Efecto sinérgico in vitro en concentraciones (12,5%, 25%, 50%, 100%) de la combinacion
del extracto de Matricaria chamomilla (manzanilla) y Plantago major (llantén); Matricaria
chamomilla (manzanilla) y Eucalyptus globulus (eucalipto); y Plantago major (llantén) y
Eucalyptus globulus (eucalipto); en la inhibicién del crecimiento de cepas S. mutans (ATCC 25175)

I TUKEY
Halo Subconjunto
Concentraciones inhibitorio ANOVA N para a{fa =
(Promedio) 0.05
g.l. F p-value 1 2
“manzanilla” + “llantén” 6,4 10 6,4
125% “manzanilla” + “eucalipto” 6,3 2 0,130 0,878 10 6,3
“eucalipto” + “llantén” 6,4 10 6,4
“manzanilla” + “llantén” 6,4 10 6,4
25%  “manzanilla” + “eucalipto” 6,4 2 0500 0612 10 6,4
“eucalipto” + “Ilantén” 6,6 10 6,6
“manzanilla” + “llantén” 6,5 10 6,5
50%  “manzanilla” + “eucalipto” 6,8 2 13,431 0,000 10 6,8
“eucalipto” + “Ilantén” 7,6 10 7,6
“manzanilla” + “llantén” 6,7 10 6,7
100% | “manzanilla” + “eucalipto” 7,5 2 11,488 0,000 10 7,5
“eucalipto” + “llantén” 8,4 10 8,4
C+ 11,2 2 0122 10886 10 112 112
C- 6 2 0122 0,886 10 6 6

Tabla 2 Efecto inhibitorio del crecimiento in vitro en concentraciones (12,5%, 25%, 50%, 100%) de
los extractos de Plantago major (llantén), Eucalyptus globulus (eucalipto) y Matricaria chamomilla
(manzanilla) sobre cepas de S. mutans (ATCC 25175)

Halo TUKEY
Concentraciones inhibitorio ANOVA Subccl)fnjunto
. ara alfa=0.05
(Promedio) g.l. F p-value N 1 2
“manzanilla” 6,5 10 6,5
12,5% “llantén” 6,9 2 0,593 0,560 10 6,9
“eucalipto” 6,9 10 6,9
“llantén” 6,6 10 6,6
25% | “manzanilla” 6,7 2 3,651 0,040 10 6,7 6,7
“eucalipto” 7,3 10 7,3
“llantén” 6,7 10 6,7
50%  “manzanilla” 7,1 2 7,855 0,002 10 7.1 7,1
“eucalipto” 7,5 10 7,5
“llantén” 6,8 10 6,8
100% “‘manzanilla” 7,7 2 12,319 0,000 10 7,7
“eucalipto” 8,4 10 8,4
C+ 12,76 2 6,217 0,006 10 12,76 12,76
C- 6 2 0,122 0,886 10 6 6

64



Tabla 3 Diametro de halo de inhibicién segln la escala de Duraffourd para extractos en combinacion

. _Halo el de
Concentraciones |nh|b|tor_|o Duraffourd
(Promedio)
“manzanilla” + “llantén” 6.4 (-)
12,5% | “manzanilla” + “eucalipto” 6.3 (-)
“eucalipto” + “llantén” 6.4 (-)
“manzanilla” + “llantén” 6.4 (-)
25% | “manzanilla” + “eucalipto” 6.4 (-)
“eucalipto” + “llantén” 6.6 (-)
“manzanilla” + “llantén” 6.5 (-)
50% | “manzanilla” + “eucalipto” 6.8 (-)
“eucalipto” + “llantén” 7.6 (-)
“manzanilla” + “llantén” 6.7 (-)
100% | “manzanilla” + “eucalipto” 7.5 (-)
“eucalipto” + “llantén” 8.4 (+)
C+ Control positivo 11,2 (+)
C- Control negativo 6 (-)

Tabla 4 Didmetro de halo de inhibicion segun la escala de Duraffourd para extractos puros

Fuente: Elaboracion de la investigadora

. . I_—Ia_llo . Escala de
Concentraciones |nh|b|tor_|o Duraffourd
(Promedio)
“manzanilla” 6.5 (-)
12,5% “llantén” 6.9 (-)
“eucalipto” 6.9 (-)
“llantén” 6.6 (-)
25% “manzanilla” 6.7 (-)
“eucalipto” 7.3 (-)
“llantén” 6.7 (-)
50% “manzanilla” 7.1 (-)
“eucalipto” 75 (-)
“llantén” 6.8 (-)
100% “manzanilla” 7.7 (-)
“eucalipto” 8.4 (+)
C+ Control positivo 12,76 (+)
C- Control negativo 6 (-)

Fuente: Elaboracion de la investigadora
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Tabla 5 ANOVA del efecto sinérgico in vitro de la combinacidn del extracto de Matricaria
chamomilla (manzanilla) y Plantago major (llantén); en la inhibicion del crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175)

TUKEY

Halo :
Concentraciones inhibitor_io ANOVA N p:ﬁ; ;ﬂ?ﬂ_&
(Promedio) g.l. F p-value 1 2

12,5% 6,4 10 64

25% 6,4 10 64

50% 6,5 4 88,526 0,000 10 6,5
100% 6,7 10 6,7

C+ 11,3 10 11,3

p<0,05: Existe diferencias significativas entre las medias

Tabla 6 ANOVA del efecto sinérgico in vitro de la combinacion del extracto de Matricaria
chamomilla (manzanilla) y Eucalyptus globulus (eucalipto); en la inhibicién del
crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)

Halo TUKEY
. e ANOVA i =
Concentraciones inhibitorio N Subconjurz)t%gara alfa
(Promedio) g.l. F p-value 1 2 3
12,5% 6,3 10 6,3
25% 6,4 10 64
50% 6,8 4 92,469 0,000 10 6,8 6,8
100% 7,5 10 7,5
C+ 111 10 111

p<0,05: Existe diferencias significativas entre las medias

Tabla 7 ANOVA del efecto sinérgico in vitro de la combinacion del extracto de Plantago major
(llantén) y Eucalyptus globulus (eucalipto); en la inhibicion del crecimiento de cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175)

TUKEY

Halo .
Concentraciones inhibitor'io ANOVA N Subconjurg%é)ara alfa =
(Promedio) g.l F p-value 1 2 3

12,5% 6,4 10 64

25% 6,6 10 6,6

50% 7,6 4 89,142 0,000 10 7,6
100% 8,4 10 8,4

C+ 11,2 10 11,2

p<0,05: Existe diferencias significativas entre las medias
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Tabla 8 ANOVA del efecto inhibitorio del crecimiento in vitro del extracto de Matricaria
chamomilla (manzanilla) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)

TUKEY

Halo .
. i ANOVA Subconjunto
Concentraciones  inhibitorio para alfa = 0.05

(Promedio)
0.l F p-value 1 2
12,5% 6,5 10 6,5
25% 6,7 10 6,7
50% 7,1 4 57,304 0000 10 71
100% 7,7 10 7,7
C+ 12,1 10 12,1

p<0,05: Existe diferencias significativas entre las medias

Tabla 9 ANOVA del efecto inhibitorio del crecimiento in vitro del extracto de Plantago major
(llantén), sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)

Hal TUKEY
alo .
Concentraciones ' inhibitorio ANOVA SchonJEnto
(Promedio) N | paraalfa=0.05
g.l. F  p-value 1 2
12,5% 6,9 10 6,9
25% 6,6 10 6,6
50% 6,7 4 95073 0,000 10 6,7
100% 6,8 10 6,8
C+ 14,2 10 14,2

p<0,05: Existe diferencias significativas entre las medias

Tabla 10 ANOVA del efecto inhibitorio del crecimiento in vitro del extracto de Eucalyptus globulus
(eucalipto), sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)

Halo TUKI_EY
Concentraciones inhibitorio ANOVA SUbCOﬂjljnto para
(Promedio) N alfa=0.05
g.l. F  p-value 1 2 3
12,5% 6,9 10 6,9
25% 7.3 10 73
50% 75 4 67,488 0000 10 75 75
100% 8,4 10 8,4
C+ 11,95 10 12.0

p<0,05: Existe diferencias significativas entre las medias
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Tabla 11 Prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para Matricaria chamomilla

Prueba de normalidad

Concentracion Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico g..  Sig. Estadistico g.l. Sig.
12,5% 0,329 10 0,003 0,655 10 0,000
25% 0,302 10 0,010 0,781 10 0,008
50% 0,524 10 0,000 0,366 10 0,000
100% 0,272 10 0,035 0,802 10 0,015
C+ 0,222 10 0,176 0,888 10 0,160

p> 0,05: Cumple criterio de normalidad

Tabla 12 Prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para Plantago major

Prueba de normalidad

Concentracion Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico g..  Sig. Estadistico g.l. Sig.
12,5% 0,374 10 0,000 0,611 10 0,000
25% 0,381 10 0,000 0,640 10 0,000
50% 0,433 10 0,000 0,594 10 0,000
100% 0,324 10 0,004 0,794 10 0,012
C+ 0,189 10 0,200 0,873 10 0,109

p> 0,05: Cumple criterio de normalidad

Tabla 13 Prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para Eucalyptus globulus

Prueba de normalidad

Concentracion  Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico g.l. Sig.  Estadistico g.l. Sig.
12,5% 0,524 10 0,000 0,366 10 0,000
25% 0,433 10 0,000 0,594 10 0,000
50% 0,329 10 0,003 0,655 10 0,000
100% 0,282 10 0,023 0,890 10 0,172
C+ 0,185 10 0,200 0,915 10 0,318

p> 0,05: Cumple criterio de normalidad



Tabla 14 Prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para Matricaria chamomilla
+ Plantago major

Prueba de normalidad

Concentracion  Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico g.l. Sig.  Estadistico g.l. Sig.
12,5% 0,381 10 0,000 0,640 10 0,000
25% 0,381 10 0,000 0,640 10 0,000
50% 0,329 10 0,003 0,655 10 0,000
100% 0,302 10 0,010 0,781 10 0,008
C+ 0,246 10 0,089 0,874 10 0,111

p> 0,05: Cumple criterio de normalidad

Tabla 15 Prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk Matricaria chamomilla +
Eucalyptus globulus

Prueba de normalidad

Concentracion  Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico g.l. Sig.  Estadistico g.l. Sig.
12,5% 0,433 10 0,000 0,594 10 0,000
25% 0,381 10 0,000 0,640 10 0,000
50% 0,482 10 0,000 0,509 10 0,000
100% 0,222 10 0,178 0,906 10 0,258
C+ 0,248 10 0,082 0,805 10 0,017

p> 0,05: Cumple criterio de normalidad

Tabla 16 Prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para Eucalyptus globulus +
Plantago major

Prueba de normalidad

Concentracion  Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico g.l. Sig.  Estadistico g.l. Sig.
12,5% 0,381 10 0,000 0,640 10 0,000
25% 0,381 10 0,000 0,640 10 0,000
50% 0,381 10 0,000 0,640 10 0,000
100% 0,305 10 0,009 0,781 10 0,008
C+ 0,232 10 0,136 0,804 10 0,106

p> 0,05: Cumple criterio de normalidad
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Anexo 9. Gréficos

Matricaria chamomilla

(%]
g o ) 121
8 100% y 7.7
% 50% y 7.1
e 25% y 6.7
8 12,5% y 6.5
0.00 5.00
10.00
15.00

Media de halo inhibitorio

Grafico 3 Efecto inhibitorio del crecimiento in vitro del extracto de Matricaria chamomilla
(manzanilla) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)

Plantago major

[72]
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< 100% j 6.7
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% 50% j 6.6
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O 0 j 6.9
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10.00
15.00

Media de halo inhibitorio

Gréfico 4 Efecto inhibitorio del crecimiento in vitro del extracto de Plantago major (llantén),
sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)

Eucalyptus globulus
[%2]
g Gt ;120
2 100% , 8.4
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' 5.00
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Media de Halo inhibitorio

Grafico 5 Efecto inhibitorio del crecimiento in vitro del extracto de Eucalyptus globulus
(eucalipto), sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
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Concentracion al 12,5%

7

6.9 6.9
6.5
6.5 '
6

Manzanilla

Media de Halo
inhibitorio

Llantén )
Eucalipto

Gréfico 6 Efecto inhibitorio in vitro a la concentracion 12,5% de los extractos de Plantago major (llantén),
Eucalyptus globulus (eucalipto) y Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre cepas S. mutans (ATCC 25175)

Concentracién al 25%

o
= o 7.5 7.3
L= 7 6.7
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=
Manzanilla Llantén _
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Gréfico 7 Efecto inhibitorio in vitro a la concentracion 25% de los extractos de Plantago major (llantén),
Eucalyptus globulus (eucalipto) y Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre cepas S. mutans (ATCC 25175)

Concentracion al 50%
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Gréfico 8 Efecto inhibitorio in vitro a la concentracion 50% de los extractos de Plantago major (llantén),
Eucalyptus globulus (eucalipto) y Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre cepas S. mutans (ATCC 25175)

Concentracion al 100%
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7.7
6.8 8.4
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Grafico 9 Efecto inhibitorio in vitro a la concentracion 100% de los extractos de Plantago major (llantén),
Eucalyptus globulus (eucalipto) y Matricaria chamomilla (manzanilla) sobre cepas S. mutans (ATCC 25175)
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Concentraciones

Manzanilla + Llantén
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Gréfico 10 Efecto sinérgico in vitro de la combinacién del extracto de Matricaria chamomilla 'y
Plantago major; en la inhibicion del crecimiento de cepas de S. mutans (ATCC 25175)
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Gréfico 11 Efecto sinérgico in vitro de la combinacién del extracto de Matricaria chamomilla 'y
Eucalyptus globulus; en la inhibicién del crecimiento de cepas de S. mutans (ATCC 25175)
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Gréfico 12 Efecto sinérgico in vitro de la combinacion del extracto de Plantago major y
Eucalyptus globulus; en la inhibicion del crecimiento de cepas de S. mutans (ATCC 25175)
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Halo inhibitorio: 12,5%
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Gréfico 13 Efecto sinérgico in vitro en la concentracion de 12,5% segun lo combinacion del
extracto de Matricaria chamomilla (manzanilla) y Plantago major (llantén); Matricaria
chamomilla (manzanilla) y Eucalyptus globulus (eucalipto); Plantago major (llantén) y Eucalyptus
globulus (eucalipto); en la inhibicion del crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC
25175)
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Gréfico 14 Efecto sinérgico in vitro en la concentracion de 25% segln lo combinacion del extracto
de Matricaria chamomilla (manzanilla) y Plantago major (llantén); Matricaria chamomilla
(manzanilla) y Eucalyptus globulus (eucalipto); Plantago major (llantén) y Eucalyptus globulus
(eucalipto); en la inhibicion del crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
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Halo inhibitorio: 50%
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Gréfico 15 Efecto sinérgico in vitro en la concentracion de 50% segln lo combinacion del extracto
de Matricaria chamomilla (manzanilla) y Plantago major (llantén); Matricaria chamomilla
(manzanilla) y Eucalyptus globulus (eucalipto); Plantago major (llantén) y Eucalyptus globulus
(eucalipto); en la inhibicién del crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
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Gréfico 16 Efecto sinérgico in vitro en la concentracion de 12,5% segin la combinacion del
extracto de Matricaria chamomilla (manzanilla) y Plantago major (llantén); Matricaria
chamomilla (manzanilla) y Eucalyptus globulus (eucalipto); Plantago major (llantén) y Eucalyptus
globulus (eucalipto); en la inhibicién del crecimiento de cepas de Streptococcus mutans (ATCC
25175)
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Anexo 10. Figuras

Recoleccion de

plantas Seleccién de
muestras
vegetales
& Lavado con
agua destilada
Secar en estufa a Separar las
50° por 72h _palr_tt:si
rincipales
P P Sccado a
temperatura
ambiente por
24h
Pulverizacion
Agrega alcohol
de 707
Agitacion
constante por
24h

Filtrado en 4
pasos

Refrigeracion

Figura 1 Flujograma de obtencion de extractos hidroalcoholicos
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U/ ? A

Figura 2 Recoleccion de las plantas. A. "Llantén™ en el distrito de Jesus, Cajamarca B. "Eucalipto” en el centro
poblado Otuzco, Cajamarca C. "Manzanilla" en el distrito de Namora, Cajamarca

Figura 4 Secado de 500 g de Figura 3 Pulverizacion de cada planta en mortero y
cada planta, en estufa a 56° en tamiz n.° 40
por 72 horas

Figura 5 Filtrado de cada extracto

Figura 6 Método por agitacion constante, 300 revoluciones/minuto por 24 horas
A. Eucalyptus globulus B. Matricaria chamomilla C. Plantago major
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Figura 9 Pesado de 4,2 g de agar Mueller—Hinton (marca Merck ~ Figura 7 Cepa estandarizada  Figura 8 Incubacion de la

KGaA) con 200 mL de agua destilada Streptococcus mutans cepa S. mutans por 15
(ATCC 25175) minutosa 36 °C+ 1 °C

Figura 10 Sembrado de cepa S. mutans en agar Figura 11 Incubacion en
sangre de carnero desfibrinada (5%) condiciones de microaerofilia a
36 °C £ 1 °C, durante 24 horas

Figura 12 Cultivo de S. mutans luego Figura 13 Colocacion de Figura 14 Turbidez
de 24 horas de incubacion colonias de la cepa S. mutans en final de 0,5 en la
4 mL de caldo Mueller-Hinton escala McFarland

83



Figura 15 A. Preparacion de las diluciones B. Dilucion de extractos puros C. Dilucién de extractos combinados D. Diluciones al
100%, 50%, 25%, 12,5% de extractos puros y en combinaciones

Figura 16 Impregnacion de 50 pL de cada extracto, en las diferentes diluciones
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Figura 17 Inoculacion de la superficie de las placas de Petri conteniendo agar sangre, por
rayado con el hisopo en tres direcciones con rotaciones de 60° aproximadamente, y sobre
los bordes del agar como paso final

Figura 19 Colocacion de los discos impregnados en extractos

sobre las placas de Petri Figura 18 Placas invertidas en ambiente de

microaerofilia para incubacion a35°C +1 °C
durante 24 horas (Incubadoras Memmert)
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Figura 21 Placas de Petri luego de 24 horas en incubacién Figura 20 Halos de inhibicion: A. Control
positivo, B. Control Negativo, C. Eucalyptus
globulus al 100%; D. Combinacion de
Eucalyptus globulus y Plantago major al
100%
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