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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la diferencia del efecto
antibacteriano del aceite esencial de la Caléndula Officinalis al 15% comparado con
la Clorhexidina al 0.12% frente a cepas de P. Gingivalis (estudio in vitro). Es un
estudio de tipo experimental, prospectivo, longitudinal, analitico. Para la obtencién del
aceite esencial se proceso las flores secas de C. Officinalis mediante el procedimiento
de sistema de arrastre de vapor- hidrodestilacion; para su dilucion al 15% se empled
Dimetilsuféxido (DMSO). Utilizando un asa de siembra estéril se tomo colonias de P.
Gingivalis y se diluyo en 6ml de caldo nutritivo (tioglicolato). La P. Gingivalis fue
sembrada por diseminacion y colocada en 24 placas Petri conteniendo agar Schaedler;
con un socavado se procede a la elaboracion de 3 pocillos de 40ull de capacidad en
cada placa Petri.; utilizando una micropipeta calibrada, se aplicaron en cada pocillo las
soluciones correspondientes de Aceite esencial de C. Officinalis 15%, Clorhexidina
0,12% (control positivo) y Suero Fisioldgico 0.9% (control negativo) fueron selladas
y colocadas en las jarras de anaerobiosis con un sobre generador de anaerobiosis y se
cerraron herméticamente para llevarlas a la incubadora a 37° C por 24h, 48h y 72h
tiempo en las cuales se realizaron las observaciones y mediciones respectivas de los
halos de inhibicién con una regla milimetrada a contraluz y fueron anotados en una
ficha de recoleccién de datos. Los cuales se sometieron a andlisis estadisticos de
ANOVA (1F).

Los resultados demostraron que, el promedio del diametro de los halos de inhibicion
sobre la P. Gingivalis a las 24 horas del aceite esencial de C. Officinalis al 15% fue de
58,3% (14) presenta categoria de 9 a 14 mm, 41.7% (10) presenta categoriade 15a 19
mm., a las 48 horas fue de 54.2% (13) presenta categoria 15 a 19 mm, 29.2% (7)
presenta categoria de >= 20 mm, 16.7% (4) presenta una categoriade 9a 14 mmya
las 72 horas fue de 70.8% (17) presenta categoria de >=a 20 mm, 16.7% (4) presenta
categoria de <a 8 mm y 12.5% (3) presenta categoria de 15 a 19 mm.

En conclusion el aceite esencial de C. Officinalis al 15% presentd efectividad
antibacteriana sobre cepas de P. Gingivalis, incluso mayor efectividad que la
Clorhexidina al 0,12%.

Palabras clave: Caléndula Officinalis, halos de inhibicion, Porphyromonas

Gingivalis.
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SUMMARY

The objective of this research was to determine the difference in the antibacterial effect
of the essential oil of Calendula Officinalis at 15% compared to Chlorhexidine at
0.12% against P. Gingivalis strains (in vitro study). It is an experimental, prospective,
longitudinal, analytical study. In order to obtain the essential oil, the dried flowers of
C. Officinalis were processed by means of the steam-hydrodestilation system;
Dimethyl sulfoxide (DMSO) was used for its 15% dilution.

Using a sterile planting handle, colonies of P. Gingivalis were taken and diluted in 6ml
of nutrient broth (thioglycolate). P. Gingivalis was seeded by dissemination and placed
in 24 Petri dishes containing Schaedler agar; with an undercut, 3 wells of 40uL.
capacity are prepared in each Petri dish .; using a calibrated micropipette, the
corresponding solutions of Essential Oil of C. Officinalis 15%, Chlorhexidine 0.12%
(positive control) and Physiological Serum 0.9% (negative control) were sealed in
each well and placed in the anaerobic jugs with an anaerobiosis generator envelope
and they were closed tightly to take them to the incubator at 37° C for 24h, 48h and
72h time in which the respective observations and measurements of the inhibition
halos were made with a ruled backlit ruler and were recorded in a data collection sheet.
Which were subjected to statistical analysis of ANOVA (1F).

The results showed that, the average diameter of the inhibition halos on P. Gingivalis
at 24 hours of the essential oil of C. Officinalis at 15% was 58.3% (14) has a 9 to 14
mm category, 41.7% (10) have a 15 to 19 mm category, at 48 hours it was 54.2% (13)
it has a 15 to 19 mm category, 29.2% (7) have a category of> = 20 mm, 16.7% (4) it
presents a category of 9 to 14 mm and at 72 hours it was 70.8% (17) it presents a
category of> =20 mm, 16.7% (4) it presents a category of <8 mm and 12.5% (3) it
presents a category of 15 to 19 mm.

In conclusion, the essential oil of C. Officinalis at 15% showed greater antibacterial
effectiveness on strains of P. Gingivalis, even more effective than Chlorhexidine at
0.12%

Keywords: Calendula Officinalis, inhibition halos, Porphyromonas Gingivalis.
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INTRODUCCION

Para tratar diferentes enfermedades de forma natural en los seres vivos y preservar su
salud, han sido utilizadas desde la antigiiedad diversas plantas con fines alimenticios
y medicinales, pero muchas de ellas son utilizadas inicamente mediante conocimiento

empirico. El Perq, especificamente, es uno de los paises con mayor diversidad.

La poblacion actual necesita y busca nuevas alternativas de tratamiento, de costo
minimo y beneficios altos para tratar distintas patologias entre ellas las bucales.
Actualmente, la enfermedad periodontal se presenta en un gran porcentaje en las
personas mayores de 35 afios. Es de suma importancia indicar esto ya que durante esta
edad aumentan los riesgos de suftrir un evento cardiovascular, diabetes o de suftrir un
parto prematuro. Todas estas guardan relacion directa con las enfermedades
periodontales. El tratamiento periodontal va dirigido tanto a restablecer como a

mantener la salud y funcién del periodonto.

Por lo citado anteriormente, este proyecto tiene como objetivo evaluar el efecto
antibacteriano entre el aceite esencial obtenido de plantas medicinales como es la
Caléndula Officinalis y la clorhexidina 0.12% frente a cepas de Porphyromona
Gingivalis, teniendo en cuenta que nuestra poblacion necesita alternativas de bajo
costo para el tratamiento de infecciones bucales, con lo cual se proporcionaria
informacidn al profesional odont6logo en la eficacia del uso de fitoterapia frente a uno

de los agentes causales de la enfermedad periodontal.
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1.1

CAPITULO 1

1 PROBLEMA DE INVESTIGACION

DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Se realiza este estudio debido a que no existian estudios cientificos acerca del
efecto antibacteriano del aceite esencial de Caléndula Officinalis en la
concentracion de 15% y Clorhexidina 0.12% frente a cepas de Porphyromona
Gingivalis, una bacteria oportunista presente en enfermedades periodontales
por lo cual el propdsito de este proyecto es constituir el primer paso en la
investigacion sobre el efecto antibacteriano de dicha planta. Asi, en un futuro,
podremos obtener tratamientos alternativos de bajo costo, facil adquisicion y
coadyuvante en tratamientos actuales para el paciente y ser empleado como
alternativa de tratamiento a otras enfermedades relacionadas a la mencionada
bacteria tema atin no investigado a profundidad, cuyos resultados nos ayudaran

a elegir un mejor tratamiento en las labores odontolédgicas.

En la cavidad oral, existen aproximadamente unas 600 especies bacterianas,
de las cuales solo se identifican de unas 50 a 150. Existen ademas zonas que
son susceptibles a ser colonizadas superficialmente por las bacterias, las
cuales constituyen nichos, como lo son: la mucosa oral, el dorso de la lengua,
surco gingival, superficies dentales, restauraciones fijas o removibles y la
propia saliva en si. !

Las enfermedades periodontales son de etiologia multifactorial afectan las
estructuras del soporte dentario ocasionando la perdida de la pieza dentaria. Es
la segunda enfermedad mas prevalente de la boca después de la caries dental.
Afecta, en nuestro medio, a un 85% de la poblacion segin el Ministerio de

Salud.’

La Porphyromona Gingivalis, bacilo Gram negativo que forma colonias
uniformes, es un patdogeno oportunista bien adaptado a la mucosa oral, mejor
conocido por su participacion en la periodontitis, halitosis, periimplantitis.

También puede ser un mediador importante en el desarrollo de enfermedades



cronicas como ateroesclerosis, diabetes, cénceres orodigestivos, artritis

reumatoide, artritis inducida por colageno y enfermedades cardiovasculares.?

La Porphyromona Gingivalis es causante de multiples problemas para el ser
humano, por ser este un importante miembro de la microbiota periodontal
involucrado tanto en la progresion de la periodontitis, como en los procesos de
destruccion de hueso y tejido, enfermedades cardiacas, parto prematuro y bajo
peso al nacer. >

Buscando nuevas alternativas de tratamiento a base de medicina tradicional, se
encontrd6 que la Caléndula Officinalis es una planta de uso cosmético,
ornamental y medicinal, ademds, oriunda del Mediterraneo que crece
violentamente durante todo el afio; en cuanto a su uso medicinal, se presenta
como infusion, tintura, aceite, extracto liquido, crema y ungiiento. Debido a la
presencia de sustancias bioldgicamente activas, en su materia prima, llamadas
carotenoides, flavonoides, triterpenos, saponinas y un sin nimero de otras
sustancias ~ acompafantes;  presenta  propiedades  antimicrobianas,
antiinflamatorias, antisépticas, cicatrizantes de heridas, anti fungicas y

antioxidantes.*

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1 Problema principal:
(Cual es la diferencia del efecto antibacteriano entre aceite esencial de

Caléndula Officinalis 15% y la Clorhexidina 0.12% frente a cepas de
Porphyromonas Gingivalis. (Estudio in vitro).Lima-2019?

1.2.2 Problemas secundarios:

» (Cual es el efecto en los halos de inhibicion de colonias bacterianas del
aceite esencial de Caléndula Officinalis 15% a las 24, 48 y 72 horas
frente a cepas de Porphyromonas Gingivalis. (Estudio in vitro).Lima-

2019?
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» (Cual es el efecto en los halos de inhibicion de colonias bacterianas de
la Clorhexidina 0,12% a las 24, 48 y 72 horas frente a cepas de

Porphyromonas Gingivalis. (Estudio in vitro).Lima-2019?

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Determinar la diferencia del efecto antibacteriano del aceite esencial de
la Caléndula Officinalis 15% comparado con la Clorhexidina 0,12%
frente a cepas de Porphyromonas Gingivalis (estudio in vitro). Lima-

2019.

1.3.2 Objetivos especificos

Oel. Cuantificar el efecto en los halos de inhibicion de colonias bacterianas
del aceite esencial de Caléndula Officinalis al 15% frente a cepas de

Porphyromonas Gingivalis a las 24 horas. (Estudio in vitro). Lima-2019.

Oe2. Cuantificar el efecto en los halos de inhibicion de colonias bacterianas
del aceite esencial de Caléndula Officinalis al 15% frente a cepas de
Porphyromonas Gingivalis a las 48 horas. (Estudio in vitro). Lima-2019.

Oe3. Cuantificar el efecto en los halos de inhibicion de colonias bacterianas
del aceite esencial de Caléndula Officinalis al 15% frente a cepas de

Porphyromonas Gingivalis a las 72 horas. (Estudio in vitro).Lima-2019.

Oe4. Cuantificar el efecto en los halos de inhibicion de colonias bacterianas
de la Clorhexidina 0,12% frente a cepas de Porphyromonas Gingivalis a las 24

horas (Estudio in vitro). Lima-2019.
Oe5. Cuantificar el efecto en los halos de inhibicion de colonias bacterianas

de la Clorhexidina 0,12% frente a cepas de Porphyromonas Gingivalis a las 48

horas (Estudio in vitro). Lima-2019.

11



0Oe6. Cuantificar el efecto en los halos de inhibicion de colonias bacterianas
de la Clorhexidina 0,12% frente a cepas de Porphyromonas Gingivalis a las 72

horas (Estudio in vitro). Lima-2019.

Oe7. Comparar el efecto en los halos de inhibicidon de colonias bacterianas
entre el aceite esencial de la Caléndula Officinalis 15% y la Clorhexidina
0,12% frente a cepas de Porphyromonas Gingivalis a las 24h, 48h y 72.
(Estudio in vitro). Lima-2019.

1.4 JUSTIFICACION

La enfermedad periodontal es una enfermedad infecciosa de etiologia
bacteriana comun en el ser humano que aqueja a nuestra poblacion desde
tiempos remotos, siendo la Porphyromona Gingivalis el microorganismo mas
importante encontrado en la periodontitis. Por ello el control de
microorganismos con la ayuda de coadyuvantes de los métodos mecanicos;
tales como sustancias antimicrobianas que disminuyan la carga bacteriana de
la cavidad oral es de mucha importancia.’

La fitoterapia es una alternativa accesible, ventajosa y natural que cualquier
profesional de la salud podria utilizar para la terapéutica y ponerlo en practica
no solo en prevencion, sino también en el tratamiento de diversas patologias,
reconocida a través de diversas investigaciones quimicas, farmacologicas y
sobre todo por los menores riesgos de toxicidad de los pacientes cuando se
utilizan correctamente; mas aun considerando que el 80% de la poblacién ya lo
usa en mayor o menor grado, dentro de sus costumbres en medicina tradicional
peruana. °

La fitoterapia Ultimamente ha recibido mucha atencién por parte de los
investigadores, este tipo de medicina natural muestra que sustancias activas
como los opioides, terpenos, taninos, flavonoides encontradas en especies
vegetales que actian de manera bactericida sobre ciertos microorganismos
Gram negativos como es el caso de Porphyromona Gingivalis, haran que este

estudio permita corroborarlo.*
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Es asi que partiendo de las costumbres ancestrales de las personas, estamos
tratando de demostrar si esta planta (Caléndula Officinalis) es correctamente
empleada o si sus efectos son reales y afecta a la bacteria que es importante en
el campo de la odontologia. Los resultados obtenidos seran un aporte para
especialistas en periodoncia y estudiantes, para implementar informacion veraz
acerca de un tratamiento antimicrobiano natural, complementario a la técnica
de alisado y raspado radicular, lo cual implicard una mejoria en menos tiempo

que la tradicional y con mayores beneficios.

1.5 VIABILIDAD

1.1.

Este trabajo es viable debido a la facil obtencion de la Caléndula Officinalis ya

que es una planta muy abundante en nuestro pais.
LIMITACIONES

Dificultad para conseguir las cepas de Porphyromona Gingivalis

Costo de los laboratorios para poder desarrollar la investigacion.

13



2.1

CAPITULO 11

2 MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1 ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Parra R. Ecuador 2017. Efecto inhibitorio de extracto de Caléndula
Officinalis vs Clorhexidina al 2% sobre cepas de Staphylococcus Aureus.

El objetivo fue determinar el efecto inhibitorio del extracto acuoso de
Caléndula Officinalis al 50% y 60% vs clorhexidina al 2% sobre cepas de
Staphylococcus Aureus (ATCC 25923). Para lo cual se diseiié un estudio
experimental in vitro. El primer método que utilizaron fue la obtencion de
extracto acuoso de Caléndula Officinalis en los porcentajes de 50% y 60%, de
las plantas obtenidas en estado natural, se tomaron las flores sanas, sin
presencia de gusanos ni alteraciones visible. Las muestras fueron enviadas al
Laboratorio Clinico y Bacterioldgico de la Facultad de Ciencias Quimicas de
la Universidad Central del Ecuador donde se obtuvo de las flores lavadas,
desinfectadas y secas en una proporcion de 1:2 (1 parte de planta y 2 partes de
solucion extractora); la solucion extractora estaba compuesta por 10% alcohol
etilico potable y 90% de agua destilada, para este caso particular se partié de
un peso de 25g de flores, un volumen de 5ml de etanol absoluto potable y de
45ml de agua destilada estéril caliente (60 °C), el alcohol se utiliz6 solo como
un medio de preservacion del extracto durante la obtencion del mismo. Las
flores junto con la solucidn extractora se las coloco en un recipiente de vidrio
ambar y se sometid a maceracion con agitacion continua por 72 horas, este es
un proceso mediante el cual la solucion extrajo los principios activos presentes
en la planta la cual al estar en contacto continuo con la solucidn extractora logréd
que se produzca el fenomeno de difusion de los principios activos hacia el
solvente hasta que se alcanzo6 un equilibrio, el cual se logréd entre las 72 y 96
horas. Una vez obtenido el extracto se repitio el proceso con otro peso similar
de flores nuevas. Ya obtenido el extracto se lo sometid a calentamiento por 30

minutos a temperatura de alrededor de 45 °C para concentrar el extracto; se

14



filtro y luego se dejo reposar por 24 horas. Después de ello se envaso en los
recipientes previamente lavados y desinfectados; para ser sometidos a
irradiacion con el fin de eliminar la contaminacion bacteriana. El proceso se
realizé en la cdmara de radiacion ultravioleta por 1 hora. Se colocaron los
discos necesarios en una caja Petri previamente rotulada para colocar la
solucion del extracto, clorhexidina y suero fisioldgico en los mismos. Se aplico
las soluciones de los extractos de Caléndula en concentraciones de 60% y 50%
a cada disco blanco de papel, mediante una micro pipeta digital calibrada a 20
ul; al igual que de clorhexidina al 2% y de suero fisiologico. Se colocé 4 discos
embebidos de los extractos al 60% y 50% en las placas a una distancia no
menor de 15mm entre si y a 1,5 cm del borde de la placa. En el caso de la
clorhexidina y el suero fisioldgico se colocaron 5 discos embebidos en cada
caja Petri al ser controles positivos y negativos, después se colocaron las placas
en la incubadora de 35 + 37 °C. Tuvo como resultado que la inhibicion de la
caléndula al 50% fueron de 7,5mm, de la caléndula al 60% fue de 8,9mm, de
la clorhexidina al 2% fue de 19,2mm y finalmente del grupo control suero
fisioldgico no present6 inhibicion con valor de Omm ni a las 24 ni 48 horas.
Por lo tanto, se concluyé que tuvo un efecto inhibitorio limite de 8,9mm del
extracto acuoso al 60% de Caléndula Officinalis, efecto inhibitorio nulo de
7,5mm del extracto al 50% de Caléndula Officinalis sobre cepas de
Staphylococcus Aureus (ATCC 25923). Se comprob6d una diferencia
importante entre los cuatro grupos de estudio dando como resultado una mayor
inhibicion de la Clorhexidina al 2% como control positivo de un valor

promedio de 19,2mm. ’

Maji S. et al. EE.UU 2017. Eficacia del extracto de Caléndula Officinalis
(flor de caléndula) como agente antimicrobiano contra los microbios
orales: un estudio in vitro en comparacion con el Digluconato de
Clorhexidina.

La incorporacion de extractos de plantas naturales en la terapia anti infecciosa
periodontal es una sabia alternativa a la luz de la rampante resistencia a los
antibioticos entre los patogenos periodontales. Busco evaluar la eficacia

antimicrobiana de C. Officinalis contra cinco microbios orales, en comparacion
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con el Digluconato de Clorhexidina. Se evalu6 la accion inhibitoria de los dos
agentes de prueba, clorhexidina Digluconato 0.2% y extracto crudo de C.
Officinalis usando pruebas para determinar la concentracion inhibitoria
minima, la concentracion bactericida minima y las zonas de inhibicién usando
el método de difusion en agar. El método de la curva de tiempo muerto se uso
para evaluar el tiempo en que el farmaco fue inhibidor contra cinco microbios
orales, a saber, A. Actinomycetemcomitans, P. Gingivalis, P. Intermedia, F.
Nucelatum y S. Mutans. Obteniendo como resultado que la P. Gingivalis y P.
Intermedia fueron sensibles a C. Officinalis, mientras que F. Nucleatum y A.
Actinomycetemcomitans mostraron una sensibilidad reducida. C. Officinalis
fue altamente eficaz contra S. Mutans (3.12 pg / mL), su concentracion
inhibitoria cercana a la del Digluconato de Clorhexidina 0.2% (6.25 pg / mL).
C. Officinalis tom6 mas tiempo que el Digluconato de Clorhexidina 0.2% para
exhibir la letalidad contra todos los organismos que inhibid. La Clorhexidina
mostro letalidad inmediata (minuto cero) contra S. Mutans mientras que inhibid
los otros microbios a los 5 minutos. A. Actinomycetemcomitans y P.
Intermedia fueron inhibidos por C. Officinalis a los 30 minutos, S. Mutans a
los 10 minutos. F. Nucleatum fue inhibido por C. Officinalis a las 2 horas.
Llegando a la conclusion que la C. Officinalis mostro eficacia antimicrobiana
contra la mayoria de los organismos analizados, pero su eficacia no fue a la par
con el Digluconato de Clorhexidina al 0,2%. Sin embargo, su rendimiento
todavia podria utilizarse como evidencia para estimular ensayos clinicos en

humanos, en pacientes que se someten a terapias de fase [ 0 IV. 3

Ayala D. Ecuador 2016. Efecto antibacteriano del aceite esencial de
Margarita (Caléndula Officinalis) y Jengibre (Zingiber Officinale) vs.
Clorhexidina al 2% sobre cepas de Porphyromona Gingivalis: estudio in
vitro.

Busco determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
Jengibre y Margarita vs. Clorhexidina al 2% sobre cepas de Porphyromona
Gingivalis. Usando un tipo de Investigacion Experimental in vitro y
comparativo. Se realizo la activacion de las cepas de Porphyromona Gingivalis,

como cepas indicadores o sensibles. Al menos 3 a 5 colonias bien aisladas y
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1.1.1.

del mismo tipo de morfologia fueron seleccionadas de un agar de cultivo, se
procede a la aplicacion de los discos a las placas inoculadas, los discos fueron
distribuidos en forma constante y no quedaron a menos de 24 mm de distancia
entre los centros de cada uno. Las placas fueron invertidas y puestas en una
campana de anaerobiosis y luego llevadas a la incubadora a 36°C en el lapso
de 15 minutos después de aplicados los discos. Se aplicaron los aceites
esenciales de Jengibre (Zingeber Officinale) y Margarita (Caléndula
Officinalis) directamente de cada frasco hacia el disco de papel y
posteriormente al medio de cultivo donde se encontraba sembrada la cepa.
Como resultados finales se comprobd que el aceite esencial de Jengibre
(Zingeber Offinale) si tiene un mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de Porphyromona Gingivalis, obteniendo de las 16 muestras un 100% de efecto
inhibitorio, con un promedio de 11.5mm de halo de inhibicién, ubicandose en
una sensibilidad limite (+). Mientras que el aceite esencial de Margarita
(Caléndula Officinalis) obtuvo un efecto inhibitorio minimo obteniendo un
promedio de Smm de halo de inhibicién y ubicandose como un efecto nulo (-).
La Clorhexidina al 2% obtuvo un promedio de 22mm de halo de inhibicion
dando como resultado un efecto sumamente sensible (+++) en comparacion a
la Clorhexidina al 0,12% que obtuvo un promedio de 16mm de halo de
inhibicion con una sensibilidad media (++). Se concluyé que el aceite esencial
de Jengibre posee un mayor efecto antibacteriano sobre cepas de
Porphyromona Gingivalis que el aceite esencial de Margarita. Al comparar los
halos inhibitorios del aceite esencial de Jengibre y Clorhexidina al 0.12% sobre
las cepas de Porphyromona Gingivalis, se concluye que no presentan una

diferencia estadisticamente significativa. ’

Antecedentes nacionales

Manrique L. Peru 2016. Efectividad antimicrobiana de la Clorhexidina y
la Caléndula Officinalis en las suturas de seda negra 3/0 pos Exodoncia.

Este estudio se tuvo como objetivo determinar la efectividad antimicrobiana
de la clorhexidina al 0.12%, Caléndula Officinalis al 15%, al 20% en las suturas

de seda negra 3/0 pos exodoncia de terceras molares impactadas en
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comparacion al grupo control, de nivel experimental, analitico, prospectivo,
longitudinal y de campo. Fueron seleccionados 80 pacientes (n=20 pacientes
por grupo), pos exodoncia se proporciond un tratamiento enjuagatorio
antimicrobiano bajo la metodologia triple ciego. Después de siete dias las
suturas fueron retiradas y transportadas al especialista en microbiologia en un
tubo de ensayo estéril con 2 ml de suero fisioldgico. Las suspensiones,
diluciones y siembra en las placas Petri con los medios de cultivo fueron
realizadas dentro de las 12 horas. Se trabaj6 con agar Manitol Salado para el
cultivo de Stafilococcus Aureus, agar Cromogénico Candida para Candida
Albicans, agar Mitis Salivarius para Streptococcus spp, agar Mitis Salivarius
mas bacitracina para Steptococcus Mutans, y agar MacConkey para
Enterobacterias. Los medios de cultivo fueron incubados de 24-48 horas a 37
°C para el conteo de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml).
Resultado de ello se encontrd una diferencia estadisticamente significativa en
la reduccion de UFC/ml de Streptococcus spp. entre las comparaciones de
grupos; sin embargo, no se puedo especificar en cual comparacioén ocurrié la
significancia. Se encontrd una mayor reducciéon de UFC/ml bajo el tratamiento
con clorhexidina 0.12%, seguido del tratamiento con Caléndula Officinalis al
20%. La enterobacteria més frecuente fue Klebsiella Pneumoniae presentando
una reduccion numérica mayor de UFC/ml bajo el tratamiento con Caléndula
Officinalis al 20%, seguido del tratamiento con Caléndula Officinalis al 15%.
Llegando a la conclusion de que los tratamientos enjuagatorios
antimicrobianos: clorhexidina al 0.12%, Caléndula Officinalis al 15% y 20%
poseen mayores reducciones numéricas en las cantidades de UFC/ml de
Stafilococcus Aureus, Candida Albicans, Streptococcus spp., Streptococcus
Mutans y las especies de Enterobacterias en comparacion al tratamiento
placebo control. Existe diferencia estadisticamente significativa en la
reduccion de UFC/ml de Streptococcus spp., con mayor reduccion numérica de
colonias bajo el tratamiento de clorhexidina al 0.12%, seguido del tratamiento
de Caléndula Officinalis al 20%.!°

Montenegro C, Ramos P. Peru 2016. Actividad antibacteriana de

Caesalpinia Spinosa (tara) sobre Porphyromonas Gingivalis.

18



Buscé determinar la actividad antibacteriana in vitro de cinco
concentraciones (6,25; 12,5; 25; 50 y 75 mg/mL) del extracto
alcohodlico de la Caesalpinia Spinosa “tara” (EACS) sobre
Porphyromona Gingivalis. El estudio de este trabajo fue de tipo
experimental, prospectivo, comparativo e in vitro, y se llevo a cabo en
el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la
UNMSM. Realizaron la difusion en placa para enfrentarlas a las
soluciones del extracto alcohdlico de Caesalpinia Spinosa y
compararlas con el control positivo Clorhexidina 0,12% y control
negativo Alcohol 96°. Como resultado se determind que Ia
concentracion del extracto alcoholico de Caesalpinia Spinosa tiene
efecto antibacteriano sobre Porphyromona Gingivalis, aunque el
aumento de la concentracion no guarda una relacion proporcional con
el aumento de didmetro del halo de inhibicion. Por lo tanto si se

evidenci6 un efecto antibacteriano sobre Porphyromona Gingivalis. !

Garcia K. Peru 2015. Efecto antibacteriano de una infusion de
Camellia Sinensis (té verde) usada como colutorio, sobre placa
bacteriana y saliva.

Las hojas de té verde (Camellia Sinensis), presentan en su composicion
flavonoides, a los que se le adjudica efecto antibacteriano; por otro lado
es conocida la gran microbiota presente en la cavidad bucal, parte de la
cual se encuentra en saliva y en placa dental, es asi que este trabajo
busc6 investigar y determinar el efecto antibacteriano de una infusién
de Camellia Sinensis (t¢ verde) usada como colutorio, sobre placa
bacteriana y saliva. La infusion fue preparada al 20 % w/v a 90 °C,
siendo aplicada a 84 alumnos de nivel secundario (grupo experimental);
otros 84 alumnos constituyeron el grupo control (enjuague con solucién
salina). El efecto antibacteriano fue determinado mediante el conteo de
unidades formadoras de colonias (UFC) en cultivos de placa dental y
saliva; tomadas tanto antes de la aplicacion de la infusion,
inmediatamente después y a los 10 minutos. Como resultado se

encontro efecto antibacteriano de la infusion tanto en placa bacteriana
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2.1.2

como en saliva (p < 0.01); ademas el efecto se prolongd hasta 10
minutos después de la aplicacion (p < 0.01). Concluyendo asi que

existio efecto antibacteriano de la infusion sobre placa bacteriana. '

Antecedentes locales

Recinez S. Huanuco 2018. Eficacia antibacteriana in vitro del
extracto de la Caesalpinia Spinosa “tara” en comparacion con la
Clindamicina frente a la Porphyromona Gingivalis. Hospital
Materno Infantil Carlos Showing Ferrari, Huanuco 2017.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la eficacia antibacteriana
in vitro del extracto de la Caesalpinia Spinosa “Tara” en comparacion
con la Clindamicina frente a la Porphyromona Gingivalis. Es de nivel,
explicativo de tipo; experimental, prospectivo, longitudinal, analitico.
Las muestras estuvieron conformadas por: 3 placas de medios de
cultivo Agar Sangre, 24 placas de medios de cultivo Agar Miiller
Hinton y 1 placa de medio de cultivo Agar Miiller Hinton para la prueba
piloto; se preparo el extracto de Caesalpinia Spinosa “Tara” en cuatro
concentraciones 25%, 50%, 75% y 100%. Los resultados obtenidos
mostré una actividad antibacteriana del extracto de la Caesalpinia
Spinosa “Tara” al 100% con 24.38mm durante las primeras 24h, un
mayor efecto a las 48h dando una media inhibitoria de 25.50mm y
prevaleciendo su efecto hasta las 72h con un promedio de 26.75mm; a
diferencia del efecto obtenido por Clindamicina 60 mg/mL que fue
superior su capacidad inhibitoria a las 24h estableciendo una media de
28.75mm, conforme el transcurso del tiempo hasta las 72h, este efecto
fue en aumento de manera considerable mostrando una media de
29.63mm y 30.00mm respectivamente. Llegando a la conclusion de
que el extracto de Caesalpinia Spinosa “Tara” al 100% en comparacidén
con la Clindamicina (60 mg/mL) poseen un efecto antibacteriano
analogo segun la escala de Duraffourd, frente a la Porphyromona

Gingivalis. 3
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Belsuzarry C, Valderrama D. Huanuco 2015. Efectividad
antibacteriana del extracto etanolico de Pelargonium X Hortorum
L.H. Bailey sobre cepas de Porphyromonas Gingivalis.

Este trabajo de investigacion se realizd con el objetivo de evaluar la
efectividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de
Pelargonium x Hortorum L. H Bailey en diferentes concentraciones
sobre cepas de Porphyromona Gingivalis y compararlos con el
Gluconato de Clorhexidina al 0,12%. El nivel de investigacion es
Aplicativo — Explicativo; de tipo experimental, comparativo, in vitro,
cuantitativo, prospectivo, transversal y por controles. Se determino
usando el método de difusion en pozo, se emplearon 25 cultivos de
Porphyromona Gingivalis ATCC 33277, las cepas se incubaron en
anaerobiosis a 37° por 72 horas. Para la dilucion del extracto se empled
Dimetilsufoxido (DMSO), que también fue usado como control
negativo junto con el agua destilada, luego cada una de las diluciones
se compar6 con el Gluconato de Clorhexidina al 0,12%, los halos de
inhibicion se midieron a las 72 horas. Los resultados mostraron que el
promedio del didmetro del halo de inhibicion del extracto etandlico de
Pelargonium X Hortorum a 6,25 mg/ml es de 3,68 mm; a 12,5 mg/ml
es de 5,50 mm; a 25 mg/ml es de 7,18 mm y a 50 mg/ml es 11,44 mm
y el Gluconato de Clorhexidina al 0,12% fue 10,32 mm. En conclusién
el extracto etandlico de Pelargonium x Hortorum a 50mgl ml presento
mayor efectividad antibacteriana sobre cepas de Porphyromona
Gingivalis, incluso mayor efectividad que el Gluconato de Clorhexidina

al 0,12%.'

Espejo B, Ruiz G. Huanuco 2015. Efecto antibacteriano del
extracto etanolico del Piper Aduncum (matico) frente a cepas de
Porphyromonas Gingivalis. Estudio in vitro. Lima 2014.

Este trabajo busca determinar el efecto antibacteriano del extracto
etanolico del Piper Aduncum (matico) frente a cepas de Porphyromona
Gingivalis in vitro. Es un estudio de tipo experimental, prospectivo,

longitudinal, comparativo; para lo cual se utilizaron 20 cultivos de
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Porphyromona Gingivalis. En las muestras se midio el halo de
inhibicion segiin los objetivos marcados y finalmente se compararon
dichas medidas. Se proces6 las hojas secas para obtener el extracto
etanolico, a partir de la masa de extracto seco de Piper Aduncum se
prepararon concentraciones de 0.5%, 0.25% y 0.062% las que fueron
preservadas en frascos color ambar estéril y conservado en
refrigeracion.

Los resultados demostraron que, el promedio del didmetro de los halos
de inhibicion sobre la Porphyromona Gingivalis a las 72 horas del
extracto de Piper Aduncum al 0.5% fue de 8,65mm, para el de 0.25%
fue de 6,25mm y en menor didmetro para el de 0.062% es de 4,8mm y
a las 96 horas para el de extracto de Piper Aduncum al 0.5% fue de
16.25mm, para el de 0.25% fue de 10.95mm y en menor didmetro para
el de 0.062 % es de 7.35mm. Por lo tanto se concluye que el extracto
etanolico de Piper Aduncum (matico) tiene efecto antibacteriano sobre
las cepas de Porphyromona Gingivalis y en las diferentes
concentraciones de 0.5%, 0.25% y 0.062% %, independientemente,
muestran un efecto inhibitorio. °

2.2 BASES TEORICAS Y CIENTIFICAS

PORPHYROMONAS GINGIVALIS

Es una especie anaerobia Gram- negativa, negra, pigmentada que reside en

el biofilm sub gingival. Se ha demostrado que este organismo tiene la
capacidad de invadir y sobrevivir dentro de las células eucariotas; también

es reconocido como un contribuyente para el desarrollo de las infecciones
periodontales acompafiado de otros patdgenos orales ya que posee un sin

fin de factores de virulencia especializados. '

Es el patdogeno principal de la periodontitis juvenil generalizada y en la
periodontitis cronica con una prevalencia del “40-100"%, es el patdgeno mas
relevante, localizdndose en mayor concentracion a nivel de las bolsas

profundas. 7
TAXONOMIA

El género Bacteroides, agrup6 en su primera clasificacion, un conjunto de
bacterias heterogéneas, con caracteristicas de ser anaerobios obligados,

gram negativo, no esporulados y de forma bacilar con la aplicacion de
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nuevas técnicas de identificacion a base de biologia molecular, como el
ADN-ADN hibridacion, y estudio de sus caracteristicas bioquimicas, se
pudo identificar un grupo homogéneo de especies a partir de los
bacteroides, llamados ahora Porphyromona, que en sus inicios estuvo
formando por 3 especies, P. Gingivalis P. Asaccharolyticus y P.
Endodontales. Estas especies presentaban la caracteristica de ser no
fermentadores, utilizar como sustrato el nitrogeno y obtener su energia a
partir de tripticasa y peptona.'®!® Estudios posteriores a base de la
secuencia de rRNA de 168, han alejado més genealogicamente del género
Bacteroides, conociéndose en la actualidad alrededor de 12 especies,

habiendo una, P. Catoniae, que es sacarolitica.?’

MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA

P. Gingivalis, bacilo corto o coco bacilo, anaerobio estricto, Gram negativo
que puede medir de 0.5 a 0.8 um por 1- 3.5 um es considerado un comensal

en la cavidad oral. 2!

A nivel de la membrana externa de la pared celular presenta la endotoxina,
son capsulados, no esporulados, sin flagelos y abundantes fimbrias de
diferentes tipos. Presenta vesiculas a nivel superficial conteniendo una
variedad de enzimas que juegan un rol importante en su virulencia. Asi
también producen multiples enzimas con capacidad de degradar
compuestos proteicos.?>?

FACTORES VIRULENCIA Y CRECIMIENTO DE LA P.
GINGIVALIS.

Los principales factores de virulencia de P. Gingivalis incluyen fimbrias,
capsula, vesiculas de membrana externa, lipopolisacarido (LPS), los

metabolitos toxicos y proteinasas.”*

Capsula: constituido por polisacaridos, siendo un gen codificante de
epimerasa epsC esencial para su sintesis, existiendo 6 serotipos capsulares

de K1 — K6. Esta juega un rol importante en la evasion del sistema



inmunoldgico, eludiendo la fagocitosis, opsonizacion y accionar del

complemento. 2

Endotoxina (LPS): Presente en la membrana externa de la bacteria,
compuesta en parte por el lipido A, que estaria participando en la
interrupcion de la homeostasis inmunologica del huésped, ocasiona
inflamacion gingival, asociada con la destruccion del tejido conectivo y la
reabsorcion del hueso alveolar por activacion de osteoclastos y causa la
liberacion de prostaglandinas E2 , asi como un incremento de IL18 y

IL1B.%¢

Vesiculas de membrana externa: Son sacos cerrados que se encuentran a
un nivel mas externo de la bacteria, presentan en su interior numerosas
enzimas como; fosfolipasa C, proteasas, fosfatasa alcalina, hemolisinas,
lipopolisacaridos. Estas son liberadas, produciendo dafio a las células

periodontales y neutréfilos.?’

Hemaglutininas: Son proteinas codificadas por el gen hag y estas pueden
ser 5 de A-E, promueven la colonizacion por mediacion de la unidén

bacteriana a receptores oligosacaridos en células humanas. *°

Fimbrias: Presentes en forma peritrica de 0.3 a 3.0 um de largo y 5 nm de
ancho, compuestos por monomeros de fimbrilina, codificados por el gen
fimA, pudiéndose clasificar en 6 variantes, del tipo I al V y el Ib. Estas
presentan capacidad de unirse a diferentes sustratos, moléculas, y células,
como epitelial, fibrinogeno, fibronectina, lactoferrina. A su vez presenta
propiedades quimiotacticas y de induccion de citoquinas. Se ha podido
detectar a las P. gingivales con fimbrias fimA tipo Il y IV en la progresion

de la periodontitis y a las de tipo I, V en adultos sanos.?!

Proteinasas cisteinproteasas: Son compuestos bacterianos que
proporcionan nutrientes para el crecimiento bacteriano, produciendo un
dafio colateral al huésped, degradando colageno de diferentes tipos. Estas

proteinas son llamadas gingipainas, produciendo el 85 % de la actividad
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proteolitica generada por P. Gingivalis y el 100 % de la actividad tipo
tripsina. Las gingipainas son productos de 3 genes rgpA, rgpB, Kgp. Se ha
podido determinar que entre las acciones que producen estan; la
degradacion de fibronectina, fibrindgeno y de las uniones de las células
epiteliales, activacion del sistema de coagulacion y sistema calicreina —
quinina. Interrumpen en la defensa del huésped al degradar IL, un
importante quimiotactico y C3 cuya activacion produce C3a y C3b, este

Giltimo un potente opsonizonte.*!

Proteinasas no cisteinproteasas: Estas son la colagenasa, proteasa,
hemaglutinina, una enzima tipo conversora de endotelina, una
dipeptidilpeptidasa y la periodontaina, esta ultima, degrada las proteinas

desnaturalizadas y los polipéptidos®.

Inductor de metaloproteinasas de la matriz: No es un producto generado
por P. Gingivalis, pero si lo induce, para que sea producida por fibroblastos,
leucocitos y macrofagos. Estas metaloproteinasas degradan la mayoria de
moléculas de la matriz extracelular, como el colageno, fibronectina y la
laminina. P. Gingivalis inactiva los inhibidores tisulares de
metaloproteinasas, especificamente el tipo 1, que tiene mucha relacioén con

la destruccion del colageno tipo I y fibronectina.?®

Tabla 1. Factores de virulencia de Porphyromona Gingivalis relacionados

con la destruccion del tejido del huésped.
FISIOPATOLOGIA

P. Gingivalis es conocido también como comensal del surco gingival y
colonizador secundario, que llega por medio de la saliva a ser contagio o

transmision por individuos infectados.

Tiene la capacidad de adherirse principalmente por sus fimbrias peritricas
tipo lb, II asi como por sus vesiculas de membrana, hemaglutininas,

capsula, le permiten dar el primer paso en la colonizacién del surco, poder
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adaptarse e invadir las células epiteliales en aproximadamente de 20

minutos.

Esta caracteristica de invadir la célula, le da la capacidad de evadir las
defensas del huésped y tiene la capacidad de degradar diversas proteinas,
componentes del surco gingival, ligamento periodontal y hueso alveolar,
ademas de alterar la respuesta innata y especifica del anfitrion. Posee el
factor huésped, que ante la presencia de esta bacteria, activa una diversidad
de respuestas que pueden incrementar el proceso inflamatorio, presente en

el surco, haciendo cronico el proceso de destruccion del periodonto.?
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MEDIO DE CULTIVO DE LAS BACTERIAS

AGAR SCHAEDLER

El Agar Schaedler Sangre de carnero con Vitamina K1, es un medio altamente
nutritivo, no selectivo, para el aislamiento y cultivo de bacterias exigentes

estrictamente anaerobicas de muestras clinicas.

PRINCIPIO

El Agar Schaedler sangre, es un medio con alto contenido nutritivo,
enriquecido con vitamina K1 y hemina, especialmente desarrollado para el
crecimiento de anaerobios estrictos como P. Gingivalis. T. Fosythia, T.

Denticola, AAA.

Las fuentes nutritivas de peptonas son de tres origenes, la glucosa es la fuente
energética. El tampon Tris evita el descenso extremo del pH que genera la
fermentacion de la glucosa. El extracto de levadura es la fuente de vitaminas,
la hemina y sangre de carnero suministran los grupos hemo y fuentes de
sustancias necesarias para gran variedad de anaerobios estrictos. La presencia
de vitamina K1 ha sido incluida al ser un requerimiento para el crecimiento de
la Prevotella melaninogenica (Bacteroides melaninogenicus) y el cloruro

sodico que aporta electroliticos esenciales.?®
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ANTISEPTICOS

CLORHEXIDINA AL 0.12%

La Clorhexidina (CLHX) es uno de los antisépticos mas empleados por estomatdlogos
y odontélogos. Es una diguanidina o biguanida que representa uno de los
desinfectantes mejor conocidos y de uso més extendido, por su eficacia y tolerancia.

Su espectro antimicrobiano alcanza a bacterias gram positivas y gram negativas.?’

Se utiliza como enjuagues bucales ademas de en la boca, la clorhexidina se utiliza para

limpiar la piel del campo operatorio, lavar las heridas e implantes dentales. *

MECANISMO DE ACCION

Debido a sus propiedades cationicas se une a la hidroxiapatita del esmalte, a la pelicula
adquirida y a las proteinas salivales. La Clorhexidina absorbida se libera gradualmente,
esto ocurre entre las 12 a 24 horas después de su absorcion, con lo que se evita la

colonizacion de bacterias en este lapso. *

Desestabiliza y penetra la membrana de las células bacterianas, precipita el citoplasma
e interfiere con la funcion de la membrana, inhibiendo la utilizaciéon de oxigeno, lo que
origina una disminucidon del trifosfato adenosin y la muerte celular , el efecto
bactericida de la clorhexidina se da en la unidén a la pared celular de las bacterias, la
cual en bajas concentraciones causa una alteracion del equilibrio osmotico de la
bacteria dando un efecto bacteriostatico; mientras que en altas concentraciones su

accion bactericida se debe a una precipitacion de proteinas y acidos nucleicos *°
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ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS QUIMICAS

La clorhexidina es una molécula bicatidénica simétrica, dimero proguanil por lo que
decimos que es una bisguanida, estd conectada por una cadena central hexametileno.
En cada extremo se enlaza un radical paraclorofenil (2 anillos 4 clorofenil), resultando
su nombre completo: Paraclorofenilbiguanida. !

Este compuesto es una base fuerte dicationica a PH superior a 3.5 con dos cargas
positivas en cada extremo del puente hexametileno. Es esta naturaleza dicationica la
que lo hace extremadamente interactiva con los aniones, lo que es relevante para su
eficacia, seguridad, efectos secundarios colaterales y su dificultad para formularla en
productos. Aunque es una base, la clorhexidina se mantiene mas estable en su forma
de sal y la preparacion mas comun es la sal de digluconato por su alta solubilidad en

agua. *°

FARMACOCINETICA

Los estudios indican que aproximadamente el 30 % del principio activo, se retiene en
la cavidad oral después del enjuague, la clorhexidina retenida se libera lentamente en
los fluidos orales, lo que no ocurre al ser ingerido (tracto gastrointestinal) ya que
demuestra escasa absorcién del formaco.>

Los niveles plasmaticos de clorhexidina alcanzan un pico maximo de 0.206
microgramos por gramo en humanos, 30 minutos después de la ingestion de 300 mg
de clorhexidina. No se encontraron niveles, detectables en plasma de clorhexidina
después de 12 horas de la ingesta. La excrecion de clorhexidina se realiza

fundamentalmente por las heces (90 %); menos del 1 %se excreta por la orina. >
INDICACIONES

Indicado como agente anti placa, para el tratamiento de gingivitis y periodontitis, en
cirugia periodontal, como irrigador en alveolitis, como desinfectante en estomatitis por
dentaduras (candidiasis subplaca), como tratamiento de ulceraciones aftosas y como
coadyuvante en halitosis. Su uso se recomienda dos veces al dia, como enjuague oral
debe ser usado por lo menos 30 segundos. No se debe ingerir y debe expectorarse

después de enjuagarse. %
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CALENDULA OFFICINALIS

Véase Figura 01. Margarita (Caléndula Officinalis) en su forma silvestre.

HISTORIA

Denominada como marigold en ingles debido a una leyenda que data de la edad media
asociada a la Virgen Maria con doradas flores de Caléndula (gold); etimologicamente
deriva de latin “calendae” que seglin la antigua Roma significa primer dia del mes por

encontrarse esta flor en este dia.>?

DEFINICION

La Caléndula Officinalis es una planta anual que se cultiva en todo el mundo y sus
flores son utilizadas de manera ornamental para la preparacion de productos en la

industria farmacéutica y cosmética.>

DESCRIPCION BOTANICA

Planta herbacea, aromatica, glandular, puede ser anual o perenne; pertenece a la
familia de las compuestas, mas o menos pelosa y lefiosa, su tamafio oscila entre los 30
a 60 cm 0 30 a 50 cm de altura **. Presenta una raiz de forma ahusada su tallo es rigido,
difuso o procumbente, erecto, trepador, ramificado en su parte inferior; hojas casi hasta
el 4pice de color verde, alternas, simples, poco gruesas, oblongas a obovado-oblongas,
enteras o diminutas, vellosas y algo dentadas, estrechamente obovadas; flores
individuales en pedunculos robustos, vistosos de 3,75 a 5 cm de didmetro; pétalos de
color amarillo blanquecino hasta anaranjado oscuro, que se cierran por la noche.

Florece de julio a septiembre*3°

Véase Figura 02: C. Officinalis from Flora von Deutschland, Osterreich und der

Schweiz, by Thomé, 1885
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PROPIEDADES

Posee propiedades antinflamatorias, antiespasmodicas, emenagogas, colagogas,
sedativas, sudorificas, vulnerarias y bactericidas contra Staphylococcus Aureus y
Staphylococcus Fecalis. *¢ Se dice también que la Caléndula Officinalis es el verdadero
antiséptico homeopatico. Algunas propiedades terapéuticas de la Caléndula Officinalis
son: antiséptica, cicatrizante, emoliente, anti ulcerosa, antiespasmoédica, accion sobre

quemaduras de primer grado y alteraciones de la dermis.’
COMPOSICION QUIMICA

En los estudios realizados se demuestra que la composicion quimica de la C.
Officinalis esta condicionada por la variedad de planta *, por factores ambientales,
como cultivo, clima, tipo de suelo por el tratamiento, recoleccion y extraccion del

material vegetal. ¥

Los estudios fitoquimicos confirman que los principales constituyentes quimicos de
las flores de caléndula destacan los flavonoides (libres y glucosilados), terpenos
(sapondsidos y alcoholes triterpénicos, triterpenos y sesquiterpenos), carotenoides,
polisacaridos, 4cidos fenélicos, cumarinas y aceite esencial. *® Se detectd en ella
también la presencia de esteroles, taninos, aceites esenciales, esteroles, saponina,
pigmentos, umbeliferona, esculetina, escopoletina, carotenoides, acido salicilico,
fenodlico, entre otros. >

Los flavonoides y las saponinas presentan propiedades antiinflamatorias (en edemas
donde intervienen las prostaglandinas) y cicatrizante (accidon estimulante del epitelio
de las heridas), antibacteriana, antifingica y antiviral. Los polisacéridos tienen accion

antitumoral, estimulando la fagocitosis de los polimorfonucleares.>®

USOS Y APLICACIONES

1) Uso medicinal: La medicina tradicional describen el uso de las flores de
C. Officinalis para el tratamiento externo de cortes superficiales,
inflamaciones menores de la piel y de la mucosa bucal, heridas y ulcus
cruris, también se describe su uso para el tratamiento de la amenorrea,

angina de pecho, fiebre, gastritis, hipotension, ictericia, reumatismo y
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2)

3)

4)

)

6)

7

vémitos en la medicina popular, sin evidencias experimentales o clinicas.*’
El modo de empleo en la medicina tradicional es la administracion topica

en forma de infusion, extracto liquido, tintura o aceite. *°

Véase. TABLA 02: Determinaciones analiticas del extracto acuoso de

Caléndula Officinalis; Aguila

Uso en medicina tradicional: Las flores de Caléndula Officinalis tienen
un amplio espectro en cuanto al tratamiento de diversas enfermedades,
entre las que podemos citar de una forma selectiva las siguientes: para la
curacion de las heridas, como colutorios en estomatitis, piorrea y ulceras; a
nivel cardiaco en el tratamiento de la hipertension, taquicardia y arritmia;
afecciones del sistema urinario, enfermedades del Sistema Nervioso
Central y del Sistema Nervioso Periférico, entre otras. Accion externa e
interna sobre todas las heridas traumaticas produciendo la cicatrizacion

rapida e impidiendo la supuracién.*!

Uso de aplicacion interna: Mediante infusiones tiene una accion

estimulante de actividad hepética, secrecion biliar y tllceras géstricas. !

Uso de aplicacion externa: Tinturas o pomadas utilizadas en escaras,

Gilceras varicosas, erupciones cutdneas y otras afecciones de la piel. 3

Uso en cosmetologia: Forma parte de lociones, cremas, jabones y

champus.*!

Uso en alimentacion: Se utiliza como colorante elaborado con sus flores
y pétalos, pétalos secos y machacados como colorantes y condimento o sus

pétalos frescos en ensaladas.>®

Uso en cavidad oral: En cavidad oral posee un alto efecto cicatrizante por
la proliferacion fibroblastica en el area lesionada posterior a la pérdida de
continuidad de las mucosas presenta una baja toxicidad, al igual que

presenta acciones antiinflamatorias y antimicrobianos, se utiliza en heridas
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)

anfractuosas y desgarradas con tendencia a la supuracion y dolor excesivo;
como por ejemplo en boca seria una erupcion traumatica del tercer molar

inferior.*!

Como enjuague bucal para tratar las aftas bucales con una solucion de 30
gotas en medio vaso de agua a temperatura ambiente después de las 3
comidas al dia por aproximadamente una semana. ** Soluciones de 25 gotas
de tintura de C. Officinalis en medio vaso de agua hervida sobre las tlceras
cronicas inflamadas, ulceras cancerosas, esta solucién evita el dolor

inmediato e impide el desarrollo de intoxicacién. **

FARMACOLOGIA

Diversos estudios farmacoldgicos confirman que las flores de C. Officinalis
poseen varias actividades, que explican sus usos tradicionales y la posibilidad

de futuras aplicaciones en medicina.

PROPIEDADES MEDICINALES:

Actividad antiinflamatoria, antiedematosa y cicatrizante : La inhibicion de
la inflamacién fue demostrada, en el modelo de edema auricular inducido por
TPA en ratones, para varias fracciones, siendo la fraccion de acetato de etilo
del extracto metanoélico la de mayor poder inhibitorio (84 %), y para algunos
glucosidos triterpénicos del tipo oleanano aislados de esa fraccion  ** También
se demostro la reduccion del edema auricular inducido por aceite de croton
para ésteres de faradiol y w-taraxasterol aislados y la reduccion de la
inflamacion, dependiente de la dosis, en el modelo de edema plantar de rata
inducido por carragenina para el extracto acuoso *. La actividad cicatrizante
del extracto etandlico en ratas, fue comprobada en quemaduras térmicas y
mucositis oral, por via topica, y en heridas inducidas por puncion, por via oral,
apreciandose mejoria significativa en el proceso curativo.*> En ensayos
clinicos en humanos, una pomada a base de caléndula resultdo altamente
efectiva para la prevencion de la dermatitis aguda durante la radiacion contra
el cancer de pecho, un aceite con extracto de caléndula parece acelerar la

curacion con efectos positivos sobre la epitelizacion de las ulceras venosas de
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2)

3)

4)

las piernasy un enjuague bucal parece efectivo en la reduccion de la intensidad
de la mucositis orofaringea producida por la radiacion, aunque no la previene

completamente. 4’

Actividad anti-VIH y antiviral: El extracto en diclorometano de las flores de
caléndula caus6 la reduccion de la actividad de la transcriptasa inversa del
HIV-1, lo que sugiere actividad anti-VIH. La tintura de las flores suprimi6 la
replicacion de los virus del herpes simple, influenza A2 e influenza APR-8 in

vitro.*

Actividad antibacteriana y anti fingica: El extracto metanolico de las flores
de caléndula demostr6 actividad antibacteriana contra bacterias periodontales,
anaerobias y facultativas. Los resultados mostraron inhibicion para
Porphyromonas Gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Capnocytophaga
gingivalis, Veilonella parvula, Eikenella corrodens, Peptostreptococcus
micros y Actinomyces odontolyticus (MIC >2048 mg/L) y para Prevotella spp
(MIC <2048 mg/L). Los extractos metanolicos y etanodlicos mostraron
actividad antimicrobiana, mediante el método de difusion de disco, frente a
hongos y bacterias gram-positivas y gram-negativas como Bacillus subtulis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Candida albicans y Aspergillus niger. *’ El aceite esencial
también mostrd buena actividad antifungica, mediante el método de difusion
de disco, frente a Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida
parapsilosis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida

guilliermondii y Rhodotorella spp. **

Actividad inmunoestimulante e inmunomoduladora: Polisacaridos
aislados de extractos de caléndula mostraron actividad inmunoestimulante, al
mejorar la fagocitosis de granulocitos humanos, mediante varios test
inmunoldgicos in vitro.*” El extracto etandlico (70 %) de caléndula reveld
actividad inmunomoduladora, por la capacidad para mejorar la proliferacion
de linfocitos después de la estimulacion con células alogénicas. Los resultados

no mostraron actividad mitogénica directa sobre los linfocitos o timocitos
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humanos, pero si un efecto inhibitorio completo sobre la proliferacion de
linfocitos en presencia de PHA y un efecto estimulante sobre una mezcla

reactiva de linfocitos (MLR).>°

2.3 DEFINICION DE CONCEPTOS BASICOS

e Efecto antibacteriano: Capaz de inhibir el crecimiento y desarrollo de
bacterias (bacteriostatico) o su eliminacién (bactericida) sin dafiar el
organismo infectado, como los antibioticos.

e Actividad antimicrobiana: Accion de una o mas sustancias que impiden
o no, el desarrollo de los microorganismos como bacterias, hongos,
protozoos y virus.

e Actividad antibacteriana: Es la accion que ejerce una sustancia en el
desarrollo o crecimiento de las bacterias.

e Bacteria anaerobia: Bacteria que se desarrolla en condiciones donde
existe una minima o nula cantidad de oxigeno, como una bolsa periodontal.

e Concentracion: Magnitud que expresa la cantidad de una sustancia por
unidad de volumen.

e Halo De Inhibicion: Zona alrededor de un disco embebido de aceite
esencia de Caléndula Officinalis en el que no se produce crecimiento
bacteriano.

o Caléndula Officinalis: planta crecida en los paises del Mediterraneo de
uso ornamental, cosmético y medicinal. Debido a sus componentes activos
se le atribuyen propiedades antimicrobianas,  analgésicas,
antiinflamatorias, cicatrizantes, antiespasmoddicas, antioxidantes y
coleréticas.

e Accion Anti fagocitaria: inhibir la accion de ciertas células u
organismos unicelulares: alimentarse de algo por fagocitosis.

e Anaerobio: Dicho de un ser vivo: Que puede vivir sin oxigeno.

o Anafilaxis: anafilaxia. Sensibilidad exagerada del organismo
debida a la accidn de ciertas sustancias organicas.

e Biofilm: Agregado de microorganismos con abundantes

relaciones ecoldgicas entre ellos.
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e Cepas: Grupo de organismos emparentados, como las bacterias,
los hongos o los virus, cuya ascendencia comtin desconocida.
¢ Endotoxina: Toxina retenida en el cuerpo vivo de las bacterias
que no se separa de ella sino por disgregacion de las mismas
e Gingivitis: Inflamacion patoldgica de las encias.
e Hidratos de Carbono: Sustancia organica formada por
carbono, hidrégeno y oxigeno, en la que estos dos ultimos
elementos se encuentran en la proporcion de dos a uno.
e Hidrolizar: Desdoblamiento de una molécula por la accion del agua.
¢ In Vitro: Producido en el laboratorio por métodos experimentales.
e Lipopolisacarido (Lps): Polimero complejo con restos de 4cidos grasos.
e Microbiota: Fauna y flora microscopica de una region; biota microscopica
e Naturaleza Polisacarida: Hidrato de carbono formado por
una larga cadena de monosacaridos
e Proteasas: Enzima que fragmenta las proteinas.
e Sustrato: Sustancia sobre la que actiia una enzima.
e Enzima: Sustancia proteinica que actia como catalizador

de procesos metabdlicos.

2.4 HIPOTESIS

2.4.1 Hipotesis de la investigacion

HI: El aceite esencial de Caléndula Officinalis 15% posee mejor efecto
antibacteriano que la clorhexidina 0.12% frente a cepas de Porphyromona

Gingivalis (estudio in Vitro).Lima-2019.
2.4.2 Hipotesis nula
HO: El aceite esencial de Caléndula Officinalis 15% no posee mejor

efecto antibacteriano que la clorhexidina 0.12% frente a cepas de

Porphyromona Gingivalis (estudio in Vitro).Lima-2019.

36



2.5 VARIABLES

2.5.1 Variable independiente.

Tipo de solucion:

e Aceite esencial de Caléndula Officinalis 15%
¢ Clorhexidina 0.12%

e Suero fisiologico Sml.

2.5.2 Variable dependiente:

Efecto en las Cepas de Porphyromona Gingivalis ATCC® 33277™
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2.6 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES. 3!

VARIABLES INDICADOR CATEGORIA ESCALA INSTRUMENTO

VARIABLE INDEPENDIENTE

Aceite de Caléndula Officinalis
15% 0 Cualitativa Guia de observacion o ficha de

Tipo de Solucion recoleccion de datos.

Clorhexidina 0,12% 1 Nominal

Suero fisioldgico Sml

VARIABLE DEPENDIENTE

Inhibicion  del  crecimiento
(halos de inhibicion) a las 24
Efecto en las cepas | horas.

de Porphyromona | Inhibicion del  crecimiento Medicion de halos de inhibicidon en
Gingivalis ATCC® | (halos de inhibicién) a las 48 Cuantitativa mm segin Duraffourd.
33277™ horas.

Inhibicibn del  crecimiento
(halos de inhibicion) a las 72
horas.

Cuadro N° 03. Tabla de Variables. Segtin Supo J. Seminario de Investigacion Cientifica: Metodologia de la investigacion para las ciencias de
la Salud. Arequipa 2012.
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CAPITULO III

3 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 NIVEL, TIPO DE INVESTIGACION.

3.1.1 Nivel:

e Explicativo: Explica el comportamiento de una variable en funcion
de otra(s); por ser estudios de causa- efecto requieren control y debe

cumplir otros criterios de causalidad. Segun Supo J. Seminario de

Investigacion Cientifica: Metodologia de la investigacion para las

ciencias de la Salud. Arequipa 2012.

3.1.2 Tipo:

a. SEGUN LA INTERVENCION DEL INVESTIGADOR

e Experimental: Porque requiere manipulacion rigurosa de variables

o factor experimental.®!

b. SEGUN LA PLANIFICACION DE LA TOMA DE DATOS

e Prospectivo: Porque los datos seran registrados conforme a la

ocurrencia de los hecho.’!

¢. SEGUN EL NUMERO DE OCASIONES EN QUE MIDE LA
VARIABLE DE ESTUDIO

¢ Longitudinal: Porque la recoleccion de datos fue tomada en varios
momento.’!

d. SEGUN EL NUMERO DE VARIABLES DE INTERES
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e Analitico: El analisis estadistico por lo menos es bivariado, porque
plantea y pone a prueba hipdtesis, su nivel mas bésico establece la

asociacion entre factores.’!

3.2 DISENO Y ESQUEMA DE LA POBLACION

Disefio experimental de dos grupos de series temporales y grupo control.

GRUPO A: X1 ) O1 mm) O2 mm) Os
GRUPO B: X2 mm) Os mm) Os mm) O

GRUPO C: Xo ™ 0; m=) 03 mm) O,
=

X = Variable dependiente: Efecto en las cepas de Porphyromona Gingivalis.

O = Observacion (24 horas ,48 horas y 72 horas).

G = Grupo de estudio:

e Grupo A experimental: Aceite esencial de Caléndula Officinalis 15%.
e Grupo B control positivo: Clorhexidina 0.12%.

e Grupo C control: Suero fisiologico Sml.

3.3 DETERMINACION DE POBLACION Y MUESTRA

3.3.1 Poblacion

e No refiere poblacion al ser un trabajo in vitro.

3.3.2 Muestra

e 24 placas en medios de cultivo Agar Schaedler con

Porphyromona Gingivalis ATCC® 33277TM.
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3.4 TIPO DE MUESTREO:

e Muestreo no probabilistico por conveniencia.

3.5 UNIDADES DE ANALISIS

e Pocillos con 40uL de aceite esencial de Caléndula Officinalis al 15% y 40uL
de Clorhexidina al 0.12% sobre cultivos de cepas de Porphyromona

Gingivalis ATCC® 33277TM.

e Se utilizaron cepas de Porphyromona Gingivalis ATCC® 33277™

e La muestra de Caléndula Officinalis se recolectara del centro poblado de San
José de Uchpas, distrito de San Francisco de Cayran, provincia de Hudnuco,

region Huanuco.

3.6 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

3.6.1 Criterios de Inclusion

e Cultivos de Porphyromona Gingivalis de la misma cepa.

o Cepas de Porphyromona Gingivalis, mantenidos en condiciones
adecuadas de temperatura, medios de cultivo, manipulacion.

e Pétalos de flores de Caléndula Officinalis frescas sin contaminacion.

e Medios de cultivo Agar Schaedler esterilizados sin contaminacion.

e (Cajas Petri debidamente verificadas, sin fracturas y estériles.
3.6.2 Criterios de Exclusion

e (Cepas que no pudieron ser cultivadas.
e Plantas de Caléndula Officinalis que estén deterioradas.
e Aceite esencial de Caléndula Officinalis sobre Porphyromona
Gingivalis, que hayan sufrido contaminaciones.
e Medios de cultivo Agar Schaedler no esterilizados y

contaminados.
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3.7 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS.

3.7.1 Tecnica:

e Observacional: tiene cierto caracter experimental y comprende la
observacion minuciosa y detallada de un fendmeno en un sitio

especialmente previsto para hacer la observacion.

TECNICAS DE PROCESAMIENTO:

e OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE CALENDULA OFFICINALIS

15%

>

RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Recoleccion de la planta Caléndula Officinalis. Las plantas fueron sembradas,
cosechadas y recolectadas de un huerto en el centro poblado de San José de
Uchpas, distrito de San Francisco De Cayran, provincia de Huanuco, region
Huanuco. La recoleccion fue realizada a las 12 pm ya que a esa hora

aproximadamente las gotas de rocio terminan de evaporarse (Figura 3).

Se recolectaron aproximadamente 3kg de planta fresca de Caléndula
Officinalis descartando aquellas que se encontraban en mal estado; las cuales
fueron acondicionadas para ser trasladadas a la ciudad de Lima, al Laboratorio
de Anatomia Farmacognosia Vegetal de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos. (Figura 4).

Se tomd una maceta de la planta Caléndula Officinalis la cual fue llevada al
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
para que se realice el estudio taxondmico correspondiente con el objetivo de
estandarizar la muestra, confirmando que se trataba de la planta que se requeria

para el trabajo de investigacion. (Anexo 01).

LIMPIEZA Y SELECCION

En el Laboratorio de Anatomia Farmacognosia Vegetal de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos se procedio a la separacion de cada una de las
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partes de la planta, eliminando todo rastro de tierra y seleccionando el material
con el que se trabajara para la realizacion del aceite esencial de Caléndula

Officinalis. (Figura 05).

PESO Y DESECACION DE LA PLANTA

Retiramos el receptaculo de la inflorescencia quedandonos con las flores de la
planta, ya que de esta parte se obtendra el aceite, la cual fue pesada en una
balanza gramera para obtener informacion del peso en fresco y luego ser
comparado con el peso en seco para tener una aproximacion de la cantidad de
aceite resultante

Para la desecacion se llevo a la estufa a 37°C por 4 dias con el fin de eliminar

microrganismos y detener su deterioro. (Figura 06).

» MARCHA FITOQUIMICA

Una vez obtenida las flores secas se tom6 50gr de la muestra la cual fue
mezclada con 1000ml de solucion hidroalcoholica (60%) en un balon de base
plana, se agito y se tapd dejandolo reposar por un periodo de 10 dias en un
ambiente oscuro en este caso en una incubadora agitando esporadicamente el

contenido para el posterior estudio de marcha fitoquimica.(Anexo 2)

PREPARACION DEL ACEITE DE CALENDULA OFFICINALIS 15%.

Para la obtencidon del aceite se utilizd el procedimiento de SISTEMA DE
ARRASTRE DE VAPOR- HIDRODESTILACION:

1. Se colocd en un matraz Erlenmeyer 50gr de muestra con 1600ml de

agua destilada. (Figura 07).

2. Se acopla un sistema refrigerante (bafio circulante en frio) alimentado

con agua destilada a temperatura de 10°C constantes (Figura 08).
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. El'matraz Erlenmeyer con el contenido fue colocado sobre una cocinilla

eléctrica sometiéndolo a una temperatura mayor de 100°C hasta
alcanzar el proceso de ebullicion por el lapso de SOminutos a lh
aproximadamente, se obtiene por densidad las gotas de esencia en la
parte superior y en la parte inferior el agua. (Figura 08).

Se procede a separar el liquido del aceite (decantacion) que se encuentra
contenido en un embudo de doble via. Se utiliza el solvente Acetato de
etilo que nos facilitara la remociodn de aceite que quedo impregnada en
las paredes internas del embudo. Se realiza un segundo proceso de
decantacion para eliminar la mayor cantidad de agua restante. (Figura

09 y 10).

. Una vez obtenido el aceite con el solvente Acetato de Etilo se coloco en

un vaso de precipitacion pequefio de capacidad de 50 ml al cual se le
anadio Sulfato de Sodio Anhidrido con el fin de que esta absorba el agua
restante; se dejo reposar por 3 dias mientras se iba obteniendo mas
mezcla y al 4to dia se trasvaso por decantacion el Acetato de Etilo con
el aceite dejando la fase acuosa para evitar pasar agua y agregar mas
Sulfato de Sodio Anhidrido; luego se coloco en la Campana extractora
por 3 horas a temperatura ambiente con fuerza de succion suave para
facilitar la volatilizacion del solvente. Finalmente se dejo reposar por 2
dias a temperatura ambiente dando como resultado el aceite esencial

puro de Caléndula Officinalis (Figura 11).

Se determina el volumen de aceite para obtener relacion peso volumen

donde concluimos que 5 pL equivale a 5.5mg aproximadamente.

Se utilizé Dimetil Sulfoxido como vehiculo de dilucion para obtener el

aceite al 15% de la siguiente manera: (Figura 12).
Formula (C1V1=C2V2) donde: 279 pL (aceite de Caléndula
Officinalis puro) equivale al 100%.

100% . 279 uL = 15% . X
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X=1860 puL
Y= 1860 uL - 279 uL (aceite puro) = 1581 uL (Dimetil Sulfoxido)

OBTENCION DE LA BACTERIA

Se compro la bacteria Porphyromona Gingivalis iofilizado en el laboratorio

reconocido THERMO SCIENTIFIC.

Porphyromona Gingivalis ATCC® 33277™

Temperatura de almacenaje Congelado: 80° C o maés frio liofilizado: 2° C a
8°C

Descripcion del producto: La cepa es parte de un conjunto de organismos de
control de calidad de los productos BioMerieux Vitek.

Propagacion: medio: Suplemento Caldo de Tripticasa Soya / Agar Schaedler
Temperatura: 37° C

Atmosfera: mezcla de gas anaerobico, el 80% N210% C0210% H2

> REACTIVACION DE LA CEPAS DE P. GINGIVALIS ATCC®
33277™
Para la Reactivacion de la cepa de Porphyromona Gingivalis ATCC® 33277™
se abrio el vial de acuerdo a las instrucciones adjuntas y se inoculo en el tubo
de ensayo que contenia caldo de Tripticasa Soya realizando movimiento de
rotacion utilizamos el Vortex para homogenizarlo y se coloc6 en la incubadora
a 37° C de 15 a 20 minuto aproximadamente en condiciones anaerobias.

(Figural3, 14y 15).

SIEMBRA DE PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC® 33277™

Con ayuda del asa fueron sembradas por aislamiento en dos placas Petri
contenidas con Agar Schaedler por diseminacion con un hisopo estéril sobre
toda el area de la placa Petri (Figura 16), fueron colocadas en una jarra de
anaerobiosis con un sobre generador de anaerobiosis, fueron incubadas por un
lapso de 8 a 10 dias a 37°C para su reconstitucion (todo procedimiento se

realiz6 en condiciones estériles) (Figura 17).
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El sembrado de la cepa se realizo usando un mechero Bunsen el cual brindo un

area de esterilizacion para evitar la contaminacion de las placas Petri.
» CULTIVO DE LA CEPA DE P. GINGIVALIS

Luego de los 10 dias se verifico el aspecto general del medio y la aparicion del
crecimiento sobre la superficie del agar Schaedler, se observaron colonias
marrén oscuro, circulares de tamafio regular, convexas y de superficie lisa

brillante (Figura 18).

» ELABORACION DEL PROYECTO EN SI

Utilizando un asa de siembra estéril se tomo 3 a 4 colonias de Porphyromona
Gingivalis y se diluyo en un tubo de ensayo con 6ml de caldo nutritivo
(tioglicolato) haciendo movimientos de rotacion, hasta obtener una dilucion de

0,5 de Mc Farland, que es equivalente a 1,5 x 108 UFC/ml. (Figura 19, 20).

1.7.1.1.1 PRUEBA DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Una vez realizada la siembra, con un socavado se procede a la elaboracion de
3 pocillos de 40uL. de capacidad en cada placa Petri. La distribucioén de los
pozos se realiz6 de la siguiente manera: 01 pocillo para el aceite esencial de
Caléndula Officinalis 15%, 01 pocillo para la clorhexidina 0,12% (control
positivo) y 01 pocillo para el suero fisiologico 0.9% (control negativo). (Figura
21).

Se marco en la base de las placas Petri el tipo de solucion para cada pocillo, de
la misma manera se enumerd cada una con nimeros arabicos del 1 al 24 en
relacion al nimero de placas para evitar confusiones en las observaciones.

(Figura 22).

» SIEMBRA DE LA MUESTRA

Se procedi6 a realizar la siembra de Porphyromona Gingivalis por

diseminacion utilizando un hisopo estéril en las placas Petri conteniendo agar
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Schaedler. Utilizando una micropipeta calibrada de 40uL, se aplicaron en cada
pocillo las soluciones correspondientes de Aceite esencial de Caléndula
Officinalis 15%, Clorhexidina 0,12% (control positivo) y Suero Fisioldgico
0.9% (control negativo) y se dejo reposar por 10 minutos antes de incubarlo.

(Figura 23, 24).

Las 24 placas Petri fueron selladas con parafilm para evitar una posible
contaminacion y se procedio la colocacion de las placas Petri en las jarras de
anaerobiosis incorporandole un sobre generador de anaerobiosis y cerrandolas
herméticamente para después llevarlas a la incubadora a 37° C por 24h, 48h y
72h tiempo en las cuales se realizardn las observaciones y mediciones

respectivas. . (Figura 25y 26).

> MEDICION DEL DIAMETRO DE LOS HALOS DE INHIBICION DE
CRECIMIENTO BACTERIANO.

Los datos de los halos de inhibicion seran registrados de modo manual,
mediante la ayuda de una regla milimetrada y viendo a contra luz se realiz6 la
lectura de los halos de inhibicién por cada solucién al cabo de las primeras 24,
48 y 72 horas. Los datos obtenidos fueron descritos en una ficha elaborada por
las investigadoras que posteriormente seran ingresados y organizados en

Microsoft Excel. (Figura 27 y 28).

3.7.2 Instrumento:

e Guia de observacion , ficha de recoleccion de datos
Documento que nos permitird encausar la accion de ciertos fendmenos.
Esta ficha, por lo general se estructura a través de columnas que
favorecen la organizacion de los datos recogidos.

e Medicion de halos de inhibicion en mm segin Duraffourd.
Para la interpretacion de los resultados en la evaluacion se tomara como
referencia los diametros de halo de inhibicion y las pautas por

Durafford.>?

47



vV V VYV V

Nula (-) si fue inferior a 8§ mm
Sensible (sensible = +) de 9 a 14 mm
Muy sensible (muy sensible = ++) de 15 a 19 mm

Sumamente sensible (S.S.=+++) si fue igual o superior a 20mm

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Para la presente investigacion se elaboro un instrumento que sera llenado
por los investigadores permitiendo la recoleccion de la informacion para
el cual fue destinado; el mismo tuvo ciertas caracteristicas y permitira
realizar anotaciones q se mencionan a continuacion:

Fecha de inicio del ensayo

Identificacion de cepa bacteriana en estudio

Identificacion del tipo de planta y la concentracidon en este caso Aceite
esencial de Caléndula Officinalis 15%

Identificacion de la sustancia control, la cual le da mayor confiabilidad a
las lecturas del estudio, ya q permite comparar lo halos de inhibicion
formados.

Identificacién de sustancia de control negativo, en este caso Suero
Fisiologico

Horarios en las cuales se realizaron las observaciones y medicion de los
halos de inhibicion de cada solucion en las cuales se permitira recolectar

los datos

VALIDACION DE LA FICHA DE RECOLECCION DE DATOS.

Los datos fueron recolectados en la ficha de recoleccion de datos (
Anexo 07 ) se realizd las validaciéon del instrumento por juicio de
expertos, medio util para verificar la fiabilidad de la investigacion mediante

una opinion informada de personas con trayectoria en el tema que dan

informacion, evidencia, juicios y valoraciones.
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3.8 TECNICAS PARA EL PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LA
INFORMACION.

3.8.1 Analisis de los resultados
Estadistica paramétrica:

ANOVA (1F): Uso de ANOVA de una via para comparar los promedios.
Puede utilizar ANOVA de una via para evaluar si existe una diferencia
significativa entre grupos de medias. ANOVA presupone que existe
homogeneidad de varianza, es decir, que la varianza dentro de cada uno de

los grupos es equivalente.

49



CAPITULO IV

4 PRESENTACION DE RESUTADOS

4.1 ANALISIS UNIVARIADO

Tabla N°1. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO).

GRUPO FRECUENCA PORCENTAJE
Caléndula Officinalis 24 33.33%
Clorhexidina 24 33.33%
Cloruro de sodio 24 33.34%
Total 72 100.00%

Fuente: Guia de observacion

Grafico N°1. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO).

GRUPOS DE ESTUDIO

B CALENDULA OFFICINALI
33.33 i CLORHEXIDINA
M CLORURO DE SODIO

En la tabla N°1, se observa el 100.00%(72) observaciones de la muestras de estudio,
33,33(24) observaciones del grupo experimental A (Caléndula Officinalis), 33,33(24)
observaciones del grupo experimental B (Clorhexidina) y 33,33(24) observaciones del

grupo experimental C (Cloruro de sodio).
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Tabla N°2. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO),

observacion a las 24 horas.

Tabla N°2.1. Grupo experimental A (Caléndula Officinalis)

Categoria Frecuencia Porcentaje
<a 8§ mm 0 0.00%
9a 14 mm 14 58.3%
15219 mm 10 41.7%
>=20 mm 0 0.00%
Total 24 100.0%
Tabla N°2.2. Grupo experimental B (Clorhexidina)
Categoria Frecuencia Porcentaje
<a 8§ mm 0 0.00%
9 a 14 mm 24 100.0%
15a19 mm 0 0.00%
>=20 mm 0 0.00%
Total 24 100.00%
Tabla N°2.3. Grupo control (Cloruro de sodio)
Categoria Frecuencia Porcentaje
<a 8§ mm 0 0.00%
9a 14 mm 0 0.00%
I15a 19 mm 0 0.00%
>=20 mm 0 0.00%
Total 24 100.0%

Fuente: Guia de observacion.
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Grafico N°2.1. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO),

observacion a las 24 horas.
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En la tabla N°2.1, se observa el 100.00%(24) observaciones de la muestras de estudio,
58,3%(14) presenta categoria de 9 a 14 mm, 41.7% (10) presenta categoria de .15 a 19

mm.
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Grafico N°2.2. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO),

observacion a las 24 horas.
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En la tabla N°2.2, se observa el 100.00%(24) observaciones de la muestras de estudio,

24.0%(100) presenta una categoria de 9 a 14 mm.
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Grafico N°2.3. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO),

observacion a las 24 horas.
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En la tabla N°2.3, se observa el 100.00%(24) observaciones de la muestras de estudio,

0,00%(0) presenta todas las categorias.
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Tabla N°3. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO),

observacion a las 48 horas.

Tabla N°3.1. Grupo experimental A (Caléndula Officinalis)

Categoria Frecuencia Porcentaje
<a 8 mm 0 0.00%
9a 14 mm 4 16.7%
15a 19 mm 13 54.2%
>=20 mm 7 29.2%
Total 24 100.00%

Tabla N°3.2. Grupo experimental B (Clorhexidina)

Categoria Frecuencia
<a 8 mm 0 0.00%
9a 14 mm 21 87.5%
15a 19 mm 3 12.5%
>=20 mm 0 0.00%
Total 24 100.00%
Tabla N°3.3. Grupo control (Cloruro de sodio)
Categoria Frecuencia Porcentaje
<a 8§ mm 0 0.00%
9a 14 mm 0 0.00%
15a19 mm 0 0.00%
>=20 mm 0 0.00%
Total 24 100.00%

Fuente: Guia de observacion
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Grafico N°3.1. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO),

observacion a las 48 horas.
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En la tabla N°3.1, se observa el 100.00%(24) observaciones de la muestras de estudio,
54.2%(13) presenta una categoria 15 a 19 mm, 29.2% (7) presenta una categoria >=
20 mm, 16.7%(4) presenta una categoria de 9 a 14 mm y 0,0(0) presenta una categoria

de <a 8 mm.

56



Grafico N°3.2. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO),

observacion a las 48 horas.
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En la tabla N°3.2, se observa el 100.00%(24) observaciones de la muestras de estudio,
87.5%(21) presenta una categoria de 9 a 14 mm, 12.5%(3) presenta una categoria de

15 a 19 mm y 0,0%(0) presenta una categoria de <a 8 mm y >= 20 mm.
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Grafico N°3.3 Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO),

observacion a las 48 horas.
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En la tabla N°3.3, se observa el 100.00%(24) observaciones de la muestras de estudio,

0,00%(0) presenta todas las categorias.
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Tabla N°4. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO),

observacion a las 72 horas.

Tabla N°4. 1. Grupo experimental A (Caléndula Officinalis)

Categoria Frecuencia Porcentaje
<a 8§ mm 4 16.7%
9a 14 mm 0 0.00%
15a 19 mm 3 12.5%
>=20 mm 17 70.8%
Total 24 100.00%

Tabla N°4. 2. Grupo experimental B (Clorhexidina)

Categoria Frecuencia Porcentaje
<a 8§ mm 4 16.7%
9al4 mm 5 20.8%
15a 19 mm 15 62.5%
>=20 mm 0 0.00%
Total 24 100.0%
Tabla N°4. 3. Grupo control (Cloruro de sodio)
Categoria Frecuencia Porcentaje
<a 8§ mm 0 0.00%
9al4 mm 0 0.00%
15219 mm 0 0.00%
>=20 mm 0 0.00%
Total 24 100.00%

Fuente: Guia de observacion
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Grafico N°4.1. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO),

observacion a las 72 horas.
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En la tabla N°4.1, se observa el 100.00%(24) observaciones de la muestras de estudio,
70.8%(17) presenta una categoria de >= 20 mm, 16.7%(4) presenta una categoria de <
a 8 mm, 12.5%(3) presenta una categoria de 15 a 19 mm 0,0%(0) presenta una

categoria de 9 a 14 mm.
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Grafico N°4.2. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO),

observacion a las 72 horas.
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En la tabla N°4.2, se observa el 100.00%(24) observaciones de la muestras de estudio,
62.5%(15) presenta una categoria 15 a 19 mm ,20.8%(5) presenta una categoria 9 a 14

mm, 16.7%(4) presenta una categoria <a 8 mm.
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Grafico N°4.3. Grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO),

observacion a las 72 horas.
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En la tabla N°4.3, se observa el 100.00%(24) observaciones de la muestras de estudio,

0,00%(0) presenta todas las categorias.
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2) Analisis bivariado

Tabla N°S. Grupo de estudio experimental A mediciones: 24 horas, 48 horas y 72
horas (ESTUDIO IN VITRO).

Mediciones Inhibicion en mm segun Duraffourd Total

<8mm 9al4dmm 15-19mm >=20 mm

24 horas frecuencia 0 14 10 0 24
% 0.0% 19.4% 13.9% 0.0% 33.3%

48 horas frecuencia 0 4 13 7 24
% 0.0% 5.6% 18.1% 9.7% 33.3%

72 horas frecuencia 4 0 3 17 24
% 5.6% 0.0% 4.2% 23.6%  33.3%

Total frecuencia 4 18 26 24 72
% 5.6% 25.0% 36.1% 33.3%  100.0%

Fuente: Guia de observacion

En la tabla N°5, se observa el 100.00%(72) observaciones de la muestras de estudio,
23.6%(17) presenta categoria 72 horas, 19.4%(14) presenta categoria 24 horas,
18,1%(13) presenta categoria 48 horas, 13,9%(10) presenta categoria 24 horas,
5,6%(4) presenta categoria 72 horas y 4,2%(3) presenta categoria de 72 horas.
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Tabla N°6. Grupo de estudio experimental B mediciones: 24 horas, 48 horas y 72
horas (ESTUDIO IN VITRO).

Mediciones inhibicion en mm segin Duraffourd Total

<8§mm 9al4dmm 15-19mm >=20 mm

24 horas frecuencia 0 24 0 0 24
% 0.0% 33.3% 0.0% 0.0% 33.3%
48 horas frecuencia 0 21 3 0 24
% 0.0% 29.2% 4.2% 0.0% 33.3%
72 horas frecuencia 4 5 15 0 24
% 5.6% 6.9% 20.8% 0.0% 33.3%
Total frecuencia 4 50 18 0 72
% 5.6% 69.4% 25.0% 0.0% 100.0%

Fuente: Guia de observacion

En la tabla N°6, se observa el 100.00%(72) observaciones de la muestras de estudio,
33,3%(24) presenta categoria de 24 horas, 29,2%(21) presentan categoria de 48 horas,
20,8%(15) presenta categoria de 72 horas, 5,6%(4) presenta categoria de 72 horas y
4,2%(3) presenta categoria de 48 horas.
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Tabla N°7. Grupo de estudio control las mediciones: 24 horas, 48 horasy 72 horas

(ESTUDIO IN VITRO).
Mediciones inhibicion en mm segin Duraffourd Total
>=20
<8mm 9al4mm 15-19 mm mm
24 horas frecuencia 0 0 0 0 0
% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%  0.0%
48 horas frecuencia 0 0 0 0 0
% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%  0.0%
72 horas frecuencia 0 0 0 0 0
% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%  0.0%
Total frecuencia 0 0 0 0 0
% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%  0.0%

Fuente: Guia de observacion

En la tabla N°7, se observa el 100.00%(72) observaciones de la muestras de estudio,

0,00% presenta todas las categorias.
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3) Prueba de normalidad

Tabla N°8. Prueba de normalidad a las 24 horas (ESTUDIO IN VITRO)

Grupo D P valor
obs1: 24 horas 0.2223 0.093
Cumulative: -0.1595 0.295
Combined K-S: 0.2223 0.187
Fuente: Guia de observacion

Grafico N°S. Prueba de normalidad a las 24 horas (ESTUDIO IN VITRO).
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En la tabla N°8, se observa las variables de observacion a las 24 horas presento un

valor (p>0.05) por lo tanto verificando la Ho: Los datos provienen de una distribucion
normal

66



Tabla N°9. Prueba de normalidad a las 48 horas (ESTUDIO IN VITRO)

Grupo D P valor
obs2: 28 horas 0.1919 0.171
Cumulative: -0.1151 0.529
Combined K-S: 0.1919 0.34
Fuente: Guia de observacion

Grafico N°6. Prueba de normalidad a las 48 horas (ESTUDIO IN VITRO).
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En la tabla N°9, se observa las variables de observacion a las 48 horas presento un

valor (p>0.05) por lo tanto verificando la Ho: Los datos provienen de una distribucion
normal
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Tabla N°10. Prueba de normalidad a las 72 horas (ESTUDIO IN VITRO)

Grupo D P valor
obs3:72 horas 0.1457 0.361
Cumulative: -0.2498 0.05

Combined K-S: 0.2498 0.100
Fuente: Guia de observacion

Grafico N°7. Prueba de normalidad a las 72 horas (ESTUDIO IN VITRO).
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En la tabla N°10, se observa las variables de observacion a las 72 horas presento un

valor (p>0.05) por lo tanto verificando la Ho: Los datos provienen de una distribucion
normal
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4) Prueba de hipotesis, contraste de hipotesis o test de hipotesis.|1223

Tabla N°11. Analisis de varianza, de grupo de estudio experimental y control

(ESTUDIO IN VITRO), a las 24 horas.

Grupos de estudio - Observacion ""1" - 24 horas

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2942111 2 1471.056 1155.630 0.000
Dentro de grupos 87.833 69 1.273
Total 3029.944 71

Fuente: Guia de observacion
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Tabla N°12. Comparaciones maultiples (Bonferroni), de grupo de estudio

experimental y control (ESTUDIO IN VITRO), a las 24 horas.

Comparaciones multiples

Bonferroni

Intervalo de

confianza al 95%

Diferencia
de medias Desv. P Limite Limite

(I) Grupos I-J) Error valor inferior superior

CALENDULA CLORHEXIDINA 1,917 0.326 0.000 1.12 2.72

OFFICINALIS
CLORURO DE 14,417° 0326 0.000 13.62 15.22

SODIO

CLORHEXIDINA CALENDULA -1,917°  0.326 0.000 -2.72 -1.12
OFFICINALIS

CLORURO DE 12,500 0.326 0.000 11.70 13.30
SODIO

CLORURO DE CALENDULA -14,417° 0326 0.000 -15.22 -13.62
SODIO OFFICINALIS

CLORHEXIDINA -12,500° 0.326 0.000 -13.30 -11.70

Fuente: Guia de observacion

Enlatabla 11, se observa un p valor de 0,000 (<0,05), Por lo que con una probabilidad
del 0,0%, existe diferencia entre los grupos. En conclusion: se contrasta la hipotesis
nula y se verifica la hipotesis alterna Ha: Entre los grupos los promedios de dos grupos

son diferentes a las 24 horas de observacion.
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Grafico N°8. Analisis de varianza, de grupo de estudio experimental y control

(ESTUDIO IN VITRO), a las 24 horas.
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Tabla N°13. Analisis de varianza, de grupo de estudio experimental y control

(ESTUDIO IN VITRO), a las 48 horas.

Grupos de estudio - Observacion ""2" - 48 horas

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F P valor
Entre grupos 4242.583 2 2121.292 309.258  0.000
Dentro de 473.292 69 6.859
grupos
Total 4715.875 71

Fuente: Guia de observacion
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Tabla N°14. Comparaciones maultiples (Bonferroni), de grupo de estudio

experimental y control (ESTUDIO IN VITRO), a las 48 horas.

Comparaciones multiples

Bonferroni

Intervalo de
Diferencia confianza al 95%
de medias Desv. P Limite Limite

(I) Grupos (I-J) Error valor inferior superior

CALENDULA CLORHEXIDINA 5,042" 0.756 0.000 3.19 6.90
OFFICINALIS

CLORURO DE 18,208° 0.756 0.000  16.35 20.06
SODIO
CLORHEXIDINA CALENDULA -5,042" 0.756 0.000 -6.90 -3.19
OFFICINALIS
CLORURO DE 13,167° 0.756 0.000  11.31 15.02
SODIO
CLORURO DE CALENDULA -18,208" 0.756 0.000 -20.06 -16.35
SODIO OFFICINALIS

CLORHEXIDINA  -13,167° 0.756 0.000 -15.02  -11.31

Fuente: Guia de observacion

En la tabla 13, se observa un p valor de 0,000 (<0,05), Por lo que con una probabilidad
del 0,0%, existe diferencia entre los grupos. En conclusion: se contrasta la hipotesis
nula y se verifica la hipotesis alterna Ha: Entre los grupos los promedios de dos grupos

son diferentes a las 48 horas de observacion.
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Grafico N°9. Analisis de varianza, de grupo de estudio experimental y control
(ESTUDIO IN VITRO), a las 48 horas.
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Tabla N°15. Analisis de varianza, de grupo de estudio experimental y control

(ESTUDIO IN VITRO), a las 72 horas.

Grupos de estudio - Observacion "2" - 72 horas

Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 4972.333 2 2486.167 55.308 0.000
Dentro de grupos 3101.667 69 44.952
Total 8074.000 71

Fuente: Guia de observacion
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Tabla N°16. Comparaciones maultiples (Bonferroni), de grupo de estudio

experimental y control (ESTUDIO IN VITRO), a las 72 horas.

Comparaciones multiples

Bonferroni
Intervalo de
confianza al
Diferenci 95%

a de Desv. P Limite Limite

medias (I- Erro valo inferio superio

(I) Grupos J) r r r r
CALENDULA CLORHEXIDIN 7,167° 1.935 0.00 242 11.92
OFFICINALIS A 1
CLORURO DE 20,083" 1.935 0.00 15.33 24.83
SODIO 0
CLORHEXIDIN CALENDULA 7,167 1.935 0.00 -11.92 -2.42
A OFFICINALIS 1
CLORURO DE 12,917° 1.935 0.00 8.17 17.67
SODIO 0
CLORURO DE  CALENDULA -20,083" 1.935 0.00 -24.83 -15.33
SODIO OFFICINALIS 0

CLORHEXIDIN -12,917° 1.935 0.00 -17.67 -8.17
A 0

Fuente: Guia de observacion

En la tabla 15, se observa un p valor de 0,000 (<0,05), Por lo que con una probabilidad
del 0,0%, existe diferencia entre los grupos. En conclusion: se contrasta la hipdtesis
nula y se verifica la hipotesis alterna Ha: Entre los grupos los promedios de dos grupos

son diferentes a las 72 horas de observacion.
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Grafico N°10. Analisis de varianza, de grupo de estudio experimental y control
(ESTUDIO IN VITRO), a las 72 horas.
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Tabla N°17. Analisis de varianza relacionado (Pruebas de efectos inter-sujetos),

de grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO), a las 24,48 y
72 horas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Tipo 111
de suma
de Media
Origen cuadrados gl cuadratica F P valor
grupos Hipétesis 11910.287 2 5955.144  96.541 0.000
Error  246.741 4 61,685°
horas * Hipotesis 246.741 4 61.685 3.486 0.009
grupos Error  3662.792 207 17,695°

Fuente: Guia de observacion
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Grafico N°11. Analisis de varianza relacionado (Pruebas de efectos inter-sujetos),
de grupo de estudio experimental y control (ESTUDIO IN VITRO), a las 24,48 y
72 horas.

Enla tabla 17, se observa un p valor de 0,000 (<0,05), Por lo que con una probabilidad
del 0,0%, existe diferencia entre los grupos. En conclusion: se contrasta la hipotesis
nula y se verifica la hipotesis alterna Ha: El aceite esencial de Caléndula Officinalis
15% posee mejor efecto antibacteriano que la clorhexidina 0.12% frente a cepas de

Porphyromona Gingivalis (estudio in Vitro).Lima-2019.
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CAPITULOV

5 DISCUSION

En el presente estudio se evaluo el efecto antibacteriano del aceite esencial de la
Caléndula Officinalis 15% sobre cepas de Porphyromonas Gingivalis, comparado con
la clorhexidina al 0,12%. Para la prueba de sensibilidad bacteriana se utilizo la técnica
de difusion en pozos, mediante 24 cultivos de Porphyromonas Gingivalis en placas

Petri con agar Schaedler.

En nuestro estudio al realizar el andlisis fitoquimico del extracto de la Caléndula
Officinalis se reafirmoé que dentro de sus componentes se encuentran los flavonoides,
taninos, saponinas y estos serian quienes le confieren su accion antibacteriana.
Resultado que coincide con la investigaciéon Manrique L.'® donde menciona que los
constituyentes de la Caléndula Officinalis son los compuestos flavonoides, taninos,
saponinas, acidos fenoélicos, sustancias peptidicas cuyos principios activos son de gran

importancia en la inhibicion del crecimiento bacteriano.

Los resultados demostraron que el aceite esencial de la Caléndula Officinalis 15%
tiene un efecto inhibitorio mas eficaz sobre cepas de Porphyromonas Gingivalis, en
comparacion con la clorhexidina 0,12% en tres mediciones horarias en el que se realizo
la lectura, el didmetro del halo de inhibicion a las 24 horas alcanzé un promedio de
14,42mm, a las 48 horas 18,21lmm y a las 72 horas 20,08mm respectivamente.
Resultados que difieren con la investigacién de Ayala D.° donde el aceite esencial de
Caléndula Officinalis (Margarita) obtuvo un efecto inhibitorio minimo con un
promedio de Smm de halo de inhibicién y ubicdndose como un efecto nulo (-) frente a
sepas de Porphyromons Gingivalis ya sea porque en esta investigacion no hace
referencia a la concentracion que fue empleada el aceite esencial de Caléndula

Officinalis

De acuerdo a los resultados del efecto en los halos de inhibicion bacteriana del aceite
esencial de la Caléndula Officinalis 15% sobre las cepas de Porphyromona Gingivalis
podemos confirmar que tiene accion atibacteriana en bacterias gram negativas

presentes en la enfermedad periodontal, hecho que coincide con el trabajo de
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investigacion de Maji S.® donde se demostrd que la Porphyromona Gingivalis,
Prevotella Intermedia y Agregatibacter Acinomycetemcomitans, bacterias gram

negativas, fueron sensibles al extracto de Caléndula. Officinalis.
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CONCLUSIONES

v Al realizar la extraccion del aceite esencial, se concluyd que el mejor método
para la obtencion es el mecanismo por arrastre de vapor - hidrodestilacion, en
el cual al principio, al desecar la inflorescencia de las plantas se consigue una
mayor concentracion de sus sustancias y se impide que las mismas se

volatilicen.

v" Se comprobd una diferencia importante entre los tres grupos de estudio dando
como resultado una mayor inhibiciéon bacteriana del aceite esencial de
Caléndula Officinalis 15% con un valor promedio a las 24 horas de 14,42mm
a las 48 horas de 18,21mm y a las 72 horas de 20,08mm mientras que la
clorhexidina 0,12% dio como valor promedio a las 24 horas de 12,50mm a las

48 horas de 13,17mm y a las 72 horas de 12,92mm respectivamente.

v Cabe resaltar que para la presente investigacion utilizamos como control
negativo suero fisioldgico Sml, la cual no formo halo inhibitorio en ninguno de
los ensayos, manteniéndose en 0 mm lo cual nos sirvié a manera de control de
calidad garantizando la siembra bacteriana y que la formacién de los halos
inhibitorios alrededor de los pocillos con las diferentes sustancias fueron

formados a efecto de estas.
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SUGERENCIAS Y RECOMENDACIONES

A la Universidad Nacional Hermilio Valdizan

v

Implementar laboratorios y reforzar investigaciones de este tipo en la EP de

Odontologia ya que existe un gran potencial en nuestra medicina tradicional.

Al area de investigacion de la Universidad Nacional Hermilio Valdizan

v

Realizar estudios de la Caléndula Officinalis, tomando muestras de las diferentes

regiones del Peru.

A la EP. De Odontologia

v

Determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de la Caléndula
Officinalis 15% frente a otros microorganismos presentes en el biofilm
Generar cultivos de Porphyromonas Gingivalis aislado de pacientes de nuestro
medio para ser cultivadas y sembradas de la misma manera que en el presente
estudio, para después ser sometidas a las sustancias utilizadas y evaluar los
resultados.

Realizar estudios para determinar las Concentraciones Minimas Inhibitorias
(MIC) y Concentraciones Minimas Bactericidas (MBC) del aceite esencial de
la Caléndula Officinalis 15%

Se recomienda hacer un estudio de citotoxicidad y biocompatibilidad de la
Caléndula Officinalis para ser utilizados en seres humanos.

Realizar estudios con diferentes concentraciones del aceite esencial de la
Caléndula Officinalis para verificar su accion en otras proporciones..
Implementar tratamientos fitoterapéuticos que se encuentren al alcance de la

sociedad
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ACCION

FACTOR
Fibrinas Estimula la produccion de IL-I a,IL-8,IL-12, factor de necrosis
tumoral o y proteinas inflamatorias y quimiotacticas de monocitos.
Lipopolisacaridos Modula de formacion de colageno y la proliferacion de

fibroplastos.

Estimula la produccion de 1L-1,IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13.
Factor de necrosis tumoral o y proteinas inflamatorias y
quimiotacticas de monocitos.

Induce a producciéon de factor de necrosis tumoral o, PGE>y la
activacion del complemento.

Proteinas de la membrana externa:

De 24 kDa (Omp24) Reabsorcion osea.

De 75 kDa Estimula la secrecion de IL-1 a.

Vesiculas Hidrolizan caseina, coldgeno, cromogenico- arginina 'y glicil-
prolina.

Proteinasas Degrada laminina y fibronectina.

Gingipainas Hidrolisis del colageno tipo I, I, IVy V

Colagenasa, proteasa relacionada
con la estreptopaina y Peptidasa Pz

Proteinasa tripsina de 80 kDa

Proteinasa tiol de 140 kDa

Proteinasa dipeptil aminopeptidasa
v

Proteina de 35 kDa

Proteinasa cisteina de 75 kDa
(periodontaina)

Degrada fibrindgeno.

Inactiva los inhibidores de las proteinasas (o -antitriptina y o.»—
macroglobulina).

Activa las metaloproteinasas de la matriz.

Activa la cascada clicreina/ quinina

Lis-gingipaina degrada las uniones de las células epiteliales.

Degrada colageno.

Estimula la produccion de MMP-8 en los PMN y MMP-1 en los
fibroblastos gingivales.

Activa MMP-1 y MMP-3 en los fibroblastos gingivales.

Activa MMP-1.

Induce la secrecion de MMP-1 y factor activador del
plasminogeno en fibroblastos gingivales.

Inactiva al inhibidor de la proteinasas x, produciéndose la
liberacion de altos niveles clinicos de elastasa.

Cuadro 01. Factores de virulencia de Porphyromona Gingivalis relacionados con

la destruccion del tejido del huésped. Fuente:( Iniesta, Herrera, Serrano & Sanz,

2008)
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TIPO DE ENSAYO RESULTADOS
Descripcion Liquido ambar oscuro de olor a flores
Soélidos totales (%) 3,495
pH 5,4
Saponinas Presenta
Polisacéridos Presenta
Flavonoides Presenta
Aminodacidos Presenta
Taninos Presenta

Cuadro 02: Determinaciones analiticas del extracto acuoso de Caléndula Officinalis;

Aguila
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Figura 01. Caléndula Officinalis en su forma silvestre Fuente: Autoras

Figura 02: C. Officinalis from Flora von Deutschland, Osterreich und der Schweiz,

by Thomé, 1885
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IDENTIFICACION DE PLANTA EN ELL MUSEO
DE HISTORIA NATURAL DE LA U.N. M. S. M.
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ANEXO N°01 Constancia de muestra vegetal del Museo de Historia
Natural —Herbario San Marcos- USM

Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO

e UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ?.
=y

, i

§ e v rosame MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la lucha contra la corrupcion y la impunidad”

CONSTANCIA N° 329 -USM-2019

LA JEFE (e ) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Mayra Alejandra Delgado Trujillo y
Deissy Sthefany Ramos Ato, estudiantes de la Universidad Nacional Hermilio Valdizan -
Huanuco, ha sido estudiada y clasificada como: Calendula officinalis L. y tiene la siguiente
posicién taxendémica, segln el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Calendula
ESPECIE: Calendula officinalis L.

Nombre vulgar: "Caléndula”
Determinado por: Mg. Hamilton Beltrdn Santiago

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
considere conveniente. .

Lima, 21 de octubre de 2019

nica Arakaki Makishi
DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

JAC/ ddb
Av. Arewales 1256, Jesis Meria E-mutil: smaseoln Gunmsns eddse pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Peri Teléfono: G19-7000 anexa 5703 Prtpeclfimmseseo e smmmm, edupe
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OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE
CALENDULA OFFICINALIS 15% Y MARCHA
FITOQUIMICA
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SECUENCIA DE ELABORACION DEL PROYECTO
ACEITE ESENCIAL DE CALENDULA OFFICINALIS 15%

Figura 04. Acondicionamiento de Caléndula Officinalis para ser trasladada a la

ciudad de Lima. Fuente Autoras
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Figura 05 .Limpieza y separacion de las partes de Caléndula Officinalis.

Fuente Autoras

Figura 06. Pesado y desecacion de la flor de Caléndula Officinalis.

Fuente Autoras
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Figura 07.Preparacion de la mezcla de Caléndula Officinalis. Fuente Autoras

Figura 08. Sistema de Arrastre de Vapor — Hidrodestilacion Proceso de ebullicion.

Fuente Autoras
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Figura 09. Separacion del agua destilada y el aceite. Fuente Autoras

Figura 10. Eliminacion de agua destilada (decantacion). Fuente Autoras
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Figura 11. Colocacion de Sulfato de Sodio Anhidrido. Fuente Autoras

Figura 12. Aceite esencial de Caléndula Officinalis 15% DMSO. Fuente Autoras
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ANEXO N° 02 Marcha fitoquimica realizada en el
Laboratorio de Anatomia y Farmacognosia vegetal de la

UNMSM

Ll

Fa'
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS \_a :\3
(Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA) g

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

LABORATORIO DE ANATOMIA Y FARMACOGNOSIA VEGETAL
INFORME DE ENSAYO N° DI001-1219

MARCHA FITOQUIMICA PRELIMINAR

Reacciones de identificacion de metabolitos secundarios presentes en el
extracto problema con reactivos especificos por métodos colorimétricos y de
precipitacion (Dominguez, 1985; Lock, 1994)

Muestra: Extracto hidroalcohélico de inflorescencias de Caléndula.
Concentracion utilizada: 50-100 mg del extracto problema disuelto en agua y
alcohol. Para los ensayos 11 y 12 se utilizd 500 mg disueltos en cloroformo.

TIPO DE REACCION / PRUEBA METABOLITO RESULTADO
01. Gelatina-sal Taninos +
02. Tricloruro Férrico Taninos-Compuestos fendlicos *
03. Shinoda Flavonoides +
04. Molish Glicosidos +
05. Antrona Glictsidos +
06. Bortranger Quinonas -
07. FehlingAyB Azucares reductores ¥
08. Dragendorff Alcaloides +-
09. Mayer Alcaloides -
10. Wagner Alcaloides -
11. Liebermann — Burchard Terpenoides/Esteroides *-
12. Salkowski Terpenoides/Esteroides -
13. Ninhidrina Aminas - Aminoacidos Libres -
14. Seliwanoff Grupo ceténico +
15. Biuret Proteinas -
16. Acido nitrico-hidréxido Proteinas +-
17. Millon Proteinas -
18. Espuma Saponinas ¥

Leyenda: (+) presencia del metabolito (+-) poco evidente o dudoso (-) no detectable en el ensayo

IE-D1001-1219 [1 de 2]
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] i ; _/‘\
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS \'? :\‘3
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA) i

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

LABORATORIO DE ANATOMIA Y FARMACOGNOSIA VEGETAL

La muestra correspondiente al extracto hidroalcohdlico de Caléndula presenta
compuestos fendlicos, flavonoides, taninos condensados o catéquicos,
glicésidos, azucares reductores, cetosas, saponinas y terpenoides en trazas ;
bajo las condiciones de las pruebas no se evidencia alcaloides, quinonas,

esteroides, aminas o aminoacidos libres.

Lima, 17 de diciembre de 2019

Gl WP -
%ta: Mg Dorhingo Iparraguirre Leon
»
r

-

o e g
JEFATURA CBP.2219

LAB. BE mm

IE-DI001-1219 [2 de 2]
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ANEXO N° 03 Constancia de obtencion de aceite esencial de la
inflorescencia de la planta denominada Caléndula Officinalis

15% en el Laboratorio de Anatomia y Farmacognosia vegetal

de la UNMSM

CONSTANCIA

A quien corresponda:

El suscrito, Domingo Iparraguirre Ledn, lJefe del Laboratorio de Anatomia y
Farmacognosia Vegetal de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, informa que las sefioritas bachilleres DELGADO TRUJILLO, MAYRA
ALEJANDRA y RAMOS ATO, DEISSY STHEFANY de la Facultad de Medicina Humana,
Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad Nacional Hermilio Valdizan-
Hudnuco, han desarrollado en nuestro laboratorio la técnica de hidrodestilacion para
obtener los aceites esenciales de la inflorescencias de la planta denominada Caléndula,
en el laboratorio de Anatomia y Farmacognosia Vegetal, para el desarrollo de su
proyecto de Tesis “Efecto antibacteriano entre el aceite esencial de Calendula officinalis
15 % y la clorhexidina 0,12 % frente a cepas de Porphyromonas gingivalis (estudio in
vitro). Lima 2019”, realizando todo el procesamiento durante el mes de noviembre de
2019.

Se expide la presente a las interesadas para los fines que estimen conveniente.

Lima, 29 de noviembre de 2019

Profesor Principal - Departa to ﬁsﬂ%mlggﬂﬁgténica
Laboratorio de Anatomia y Farmacpgposiaifegatal
Facultad de Ciencias Biologicas

Universidad Nacional Mayor de San Marcos
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OBTENCION DE LAS CEPAS DE
PORPHYROMONAS GINGIVALIS,
FLUJOGRAMA Y PRUEBA DE EFECTIVIDAD
ANTIBACTERIANA (IN VITRO)
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ANEXO N°04 Certificado de Calidad de Cepas de Porphyromonas
Gingivalis ATCC 33277

thermoscientific

Certificate of Quality

Product Name: P. gti)lgmlis ATCC 33277 PK/5 Product Number: R4609008
Lot Number: 521 Expiration Date: 2020-11-04
(VY YY-AMLDD)

This product has been manufactured, processed and packaged in accordance with Quality Systems Regulation, 21 CFR Part 820,
Representative samples were tested per Remel Inc., a part of Thermo Fisher Scientific Quality Control specifications and were found to meet
performance criteria for this product.

Purity:
Standardized aliquots of the rehydrated product are inoculated onto nonselective media and examined for pure growth following the
appropriate incubation. Selective and Differential media are also tested where applicable.

Viability And Quantification:
Each organism is recovered from the preserved state within the required time frame and at an acceptable level. Passage number is stated as
the current preserved stale.

Macroscopic And Microscopic Morphelogy:

Colony morphology is consistent with documented referenced description.

Traditional siaining is performed.

Biochemical Analysis:

Orzanism exhibits characteristic biochemical and'er enzymatic reactions. Automated and/or conventional testing was performed and results
were within established limits. Antimicrobial testing performed where applicable. Results within expected ranges.

CFUlloop: >1004) Passage: 3
Gram Reaction: Gram Negative Rod Biochemical Profile: Remel RaplD ANA 1T

Appearance: Preserved Gel Matrix suspended in inoculating loop
pH: NiA

Signed

Quality Assurance Supervisor

Remel Inc. 12076 Sania Fe Drive, Lenexa, KS 66215, 8002556730, 9138580939, www thermofisher.com Page | of |
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2) PRUEBA DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

= Elaboracion de
los pocillos.

Siembra por

k= diseminacion de la

Porplyvromonas
Gingivalis

Aceite esencial de Caléndula

Officinalis 15%

Aplicaron en cada
[ pocillo las soluciones

Suero fisiolagico 5m|_.__,/‘ r correspondientes.

Clorhexidina 0.12%
|

Medicion del diametro de los halos de inhibicion de
crecimiento bacteriano.

|

FLUJOGRAMA

107



REACTIVACION DE LAS CEPAS DE P. GINGIVALIS ATCC®
33277™

Figura 13. Se abrio el vial de acuerdo a las instrucciones adjuntas' Fuente Autoras.

Figural4. Colocacién de la cepa en el caldo de Tripticasa Soya. Fuente Autoras.
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Figura 15. Utilizamos el Vortex para homogenizar la Cepa de P. Gingivalis ATCC®
33277™ Fuente Autoras.

Figura 16. Siembra por aislamiento de P. Gingivalis ATCC®
33277™. Fuente Autoras.
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Figura 17. Jarra de anaerobiosis con un sobre generador de anaerobiosis contenido

las placas Petri con el cultivo de P. Gingivalis. Fuente Autoras.

Figura 18. Caracteristicas morfoldgicas de las colonias de Porphyromonas

Gingivalis. Fuente Autoras.

CULTIVO DE LA CEPA DE P. GINGIVALIS
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Figura 19. Asa de siembra estéril se tom6 colonias de Porphyromona Gingivalis.

Fuente Autoras.

Figura 20. Dilucion de 0,5 de Mc Farland de la Porphyromonas Gingivalis.

Fuente Autoras.
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PRUEBA DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Figura 21. Elaboracion de los pocillos. Fuente Autoras.

-

Figura 22. Marcacion para cada tipo de solucion. Fuente Autoras.
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Figura 23. Siembra por diseminacion de la Porphyromonas Gingivalis.

Fuente Autoras.

Figura 24. Aplicaron en cada pocillo las soluciones correspondientes.

Fuente Autoras.
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Figura 25. Placas Petri selladas con parafilm y colocadas en jarras de anaerobiosis.

Fuente Autoras.

Figura 26. Incubadora a 37° C por 24h, 48h y 72h. Fuente Autoras.
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Figura 27. Halos de inhibicion de acuerdo a cada solucion aplicada.

Fuente Autoras.

Figura 28. Medicion del didmetro de los halos de inhibicion de crecimiento

bacteriano. Fuente Autoras.
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Figura 29. Recoleccion de informacion en la ficha de recoleccion de datos.

Fuente Autoras.
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ANEXO N°05 Constancia de Siembra in vitro bacteriana y Prueba
de Sensibilidad Bacteriana

CONSTANCIA DE REALIZACION DE SIEMBRA, INCUBACION Y PRUEBA DE
SENSIBILIDAD BACTERIANA

Microbidlogo Eifer Valdivia Paz-Soldan

Se deia constar que las sefioritas Bachilleres: Ramos Ato, Deissy Sthefany y
Delgado Trujillo, Mayra Alejandra de la facultad de Medicina Humana, Escuela
Profesional de Odontologia de la Universidad Macional Hermilie Vaidizan han
realizads la siembra, incubacién y prusba de sensibilidad de la Perphyromona
Gingivaliz para el desarroilo del proyecto de lesis titulada:

Efects antibacteriana entre el aceite esencial de Caléndule Officinalis 15% y la

clorhexidina 0,12% frente a cepas de phorphyromonas gingivalis (Estudia in vitro).
Lima - 1018,

Qe za llevd 3 cabo los meses de Moviembre y Diclembre del 2019 en el
labaratorio de Microbiclegia del Hospital Militar Central *Crl Luis Arias Schreiber’,
a cargodel microbidlogo Elfer Valdivia Paz-Soldan.

Se expile la presente constancia para los fines que sean convenientes.

Lima, 27 de diclembre del 2013

T

Mo om
AL A
=T N

r-\aldivia Paz-Soldan.
SRR AL SnLDAR
g BIULTGL MICHODIIL G
o, (GG RN
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VALIDACION DE FICHA DE RECOLECCION DE
DATOS, MATRIZ DE CONSISTENCIA
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ANEXO N°06 VALIDACION DE FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Jefe de Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Cientifica del Sur-

Lima y del Laboratorio de Microbiologia del Hospital Militar Central “Crl Luis

Arias Schreiber” -Lima Bidlogo - Microbidlogo Valdivia Paz- Soldan, Elfer D.

INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DEL INSTRUMENTO DE RECOLECGCION

Paz- Sollea., ED,L*(‘) :

DATOS GENERALES

Vald, aa

1. APELLIDOS Y NOMBRES DEL gx:;ERTo;

2. GRADO ACADEMICO: o' logo — H,cobid (o0
3. CARGO E INSTITUCION DONDE LABORA:  + ™ €

4

- NOMBRE DEL PROYECTO DE INVESTIGACION: EFECTO ANTIBACTERIANO
ENTRE EL ACEITE ESENCIAL DE CALENDULA OFFICINALIS 15% Y LA
CLORHEXIDINA 0,12% FRENTE A CEPAS DE PORPHYROMONA GINGIVALIS

(ESTUDIO IN VITRO). LIMA-2019

5. NOMBRE DEL INSTRUMENTO: FICHA
6. UTILIDAD: RECOLECCION DE DATOS
ASPECTOS DE LA VALIDACION
INDICADORES DE MUY
EVALUACION DEL CRITERIO CUALITATIVO/ DEFICIENTE | REGULAR| BUENO| BUENO EXCELENTE
INSTRUMENTO CUANTITATIVO 1 2 3 2 5
CLARIDAD ESTA FORMULADO CON
LENGUAJE APROPIADO 49(
OBJETIVIDAD ESTA EXPRESADO EN }(
CONDUCTAS OBSERVABLES
ACTUALIDAD ADECUADO AL ALCANCE DE LA
CIENCIA Y LA TECNOLOGIA }(
ORGANIZACION EXISTE UNA ORGANIZACION
LOGICA 9.9
SUFICIENCIA COMPRENDE LOS ASPECTOS DE
CALIDAD Y CANTIDAD M
INTENCIONALIDAD | ADECUADA PARA VALORAR
LOS ASPECTOS Y ESTRATEGIA
DE NUEVO ENFOQUE QC
EDUCACIONAL
CONSTANCIA BASADO EN ASPECTOS
TEORICOS CIENTIFICOS DE LA K
EDUCACION TECNOLOGICA
COHERENCIA ENTRE LAS VARIABLES,
INDICADORES ¥ DIMENSIONES M
METODOLOGIA LAS ESTRATEGIAS RESPONDE
AL PROPOSITO DEL '
DIAGNOSTICO
CONVENIENCIA ADECUADO PARA RESOLVER EL P
PROBLEMA #
PAUSABILIDAD GENERA NUEVAS PAUTAS
PARA CONSTRUIR UNA TEORIA /(
PROMEDIO DE VALORACION CUANTITATIVA
A) VALORACION CUANTITATIVA:
DE 11-21 | NO VALIDO, MEJORAR
DE 22-32 NO VALIDO, MODIFICAR
DE 33-43 | VALIDO, MEJORAR
DE 44-55 | VALIDO, APLICAR A
B) VALORACION CUALITATIVA
C) OPCION DE APLICABILIDAD @ Il'
FIRMA: ]

:
umadB de ; 10O del Q,O\“i
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Mg. en Recursos Vegetales y Terapéuticos jefe del Laboratorio de Anatomia

Farmacognosia Vegetal de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Biologo Domingo Iparraguirre Leon

Ll

INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION

DE DATOS
DATOS GENERALES i
1. APELLIDOS Y NOMBRES DEL EXPERTO: |PARRAGUIRRL Leow . Domingo
2. GRADO ACADEMICO: MARTSTER Ew RE cuRS0S VESETaLES ¥ TERAPEGTiCOS
3. CARGO E INSTITUCION DONDE LABORA: D TE PRINCIPD L: FAC, QENCIAS Blal
4. NOMBRE DEL PROYECTO DE INVESTIGAC?&\IN: EFECTO ANTIBACTERIANO
ENTRE EL ACEITE ESENCIAL DE CALENDULA OFFICINALIS 15% Y LA
CLORHEXIDINA 0,12% FRENTE A CEPAS DE PORPHYROMONA GINGIVALIS
(ESTUDIO IN VITRO). LIMA-2019 .
5. NOMBRE DEL INSTRUMENTO: FICHA
6. UTILIDAD: RECOLECCION DE DATOS
ASPECTOS DE LA VALIDACION
INDICADORES DE wJ MUY
EVALUACION DEL CRITERIO CUALITATIVO/ DEFICIENTE | REGUI BUENO| BUENO | EXCELENTE
INSTRUMENTO CUANTITATIVO 1 2 3 P =
CLARIDAD ESTA FORMULADO CON
LENGUAIE APROPIADD X
OBIETIVIDAD ESTA EXPRESADO EN
CONDUCTAS OBSERVABLES X
ACTUALIDAD ADECUADO AL ALCANCE DE LA X
CIENCIA Y LA TECNOLOGIA
ORGANIZACION EXISTE UNA ORGANIZACION >(
E M | 1< e
SUFICIENCIA COMPRENDE LOS ASPECTOS DE X
CALIDAD Y CANTIDAD
INTENCIONALIDAD | ADECUADA PARA VALORAR
LOS ASPECTOS Y ESTRATEGIA
DE NUEVO ENFOQUE X
| EDUCACIONAL
CONSTANCIA BASADO EN ASPECTOS
TEORICOS C'ENTIFICOS DE LA ><
EDUCACION TECNOLOGICA
COHERENCIA ENTRE LAS VARIABLES, x
INDICADORES ¥ DIMENSIONES
METODOLOGIA LAS ESTRATEGIAS RESPONDE
AL PROPOSITO DEL X
DIAGNOSTICO
CONVENIENCIA ADECUADO PARA RESOLVER EL X
PROBLEMA :
PAUSABILIDAD GENERA NUEVAS PAUTAS X
PARA CONSTRUIR UNA TEORIA :
PROMEDIO DE VALORACION CUANTITATIVA
A) VALORACION CUANTITATIVA:
DE 11-21 NO VALIDO, MEJORAR
DE 22-32 | NO VALIDO, MODIFICAR
DE 33-43 | VALIDO, MEJORAR 2
DE 44-55 | VALIDO, APLICAR o

B) VALORACION CUALITATIVA
C) OPCION DE APLICABILIDAD

- s i m .
uma:30 de &*W

Blélogo

CBR.2219

061 (A5 -UNMIH
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Teniente coronel C.D especialista en Periodoncia del Hospital Militar Central

“Crl Luis Arias Schreiber” -Lima Gamero Bedregal, Aldo Richard

L]

INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION
DE DATOS

DATOS GENERALES |
APELLIDOS Y NOMBRES DEL EXPERTO: (3 Dedregal Alds Richard
: 0: Bamero “ﬂ
. GRADO ACADEMICO: [Especialistm en_ Teriodo ‘&
- CARGO E INSTITUCION DONDE LABORA: Asistencial| — Hespite [ Mlitar Cent tal
. NOMBRE DEL PROYECTO DE INVESTIGACION: EFECTO ANTIBACTERIANO
ENTRE EL ACEITE ESENCIAL DE CALENDULA OFFICINALIS 15% Y LA
CLORHEXIDINA 0,12% FRENTE A CEPAS DE PORPHYROMONA GINGIVALIS

e

(ESTUDIO IN VITRO). LIMA-2019

[ ]

. NOMBRE DEL INSTRUMENTO: FICHA
. UTILIDAD: RECOLECCION DE DATOS

ASPECTOS DE LA VALIDACION

INDICADORES DE Muy
EVALUACION DEL CRITERIO CUALITATIVO/ DEFICIENTE | REGULAR| BUENO| BUENO EXCELENTE
INSTRUMENTO CUANTITATIVO 1 2 3 S 5
CLARIDAD ESTA FORMULADO CON /
LENGUAJE APROPIADD
OBJETIVIDAD ESTA EXPRESADO EN /
CONDUCTAS OBSERVABLES :
ACTUALIDAD ADECUADO AL ALCANCE DE LA /

CIENCIA Y LA TECNOLOGIA

ORGANIZACION

EXISTE UNA ORGANIZACION
LOGICA

SUFICIENCIA

COMPRENDE LOS ASPECTOS DE
CALIDAD Y CANTIDAD

\

INTENCIONALIDAD

ADECUADA PARA VALORAR
LOS ASPECTOS Y ESTRATEGIA
DE NUEVO ENFOQUE
EDUCACIONAL

CONSTANCIA

BASADO EN ASPECTOS
TEORICOS CIENTIFICOS DE LA
EDUCACION TECNOLOGICA

COHERENCIA

ENTRE LAS VARIABLES,
INDICADORES Y DIMENSIONES

METODOLOGIA

LAS ESTRATEGIAS RESPONDE
AL PROPOSITO DEL
DIAGNOSTICO

CONVENIENCIA

ADECUADO PARA RESOLVER EL
PROBLEMA g

PAUSABILIDAD

GENERA NUEVAS PAUTAS
PARA CONSTRUIR UNA TEORIA

NNENE

PROMEDIO DE VALORACION CUANTITATIVA

A) VALORACION CUANTITATIVA:

DE 11-21 | NO VALIDO, MEJORAR

DE 22-32 | NO VALIDO, MODIFICAR

DE 33-43 | VALIDO, MEJORAR

DE 44-55 | VALIDO, APLICAR W

B) VALORACION CUALITATIVA
C) OPCION DE APLICABILIDAD

ALUU SAMERD BEDREGAL
Teneawe Coinnel EX
MSusie il el 3enncic 9t Penuutinad
COP TS50 RNE 907

& Bokb e 206 %
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Teniente Coronel C.D especialista en Medicina y Patologia Oral del Hospital

Militar Central “Crl Luis Arias Schreiber” -Lima C.D. Escobar Melgar,

Gustavo

1

INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION

DE DATOS
DATOS GENERALES

1. APELLIDOS Y NOMBRES DEL EXPERTO: Escwddz ms/pac  Ougi4so

2. GRADO ACADEMICO: ~ &3p- Medidae 4 fafoligta BStometolisice:.

3. CARGO E INSTITUCION DONDE LABORA: Hi( -

4. NOMBRE DEL PROYECTO DE INVESTIGACION: EFECTO ANTIBACTERIANO
ENTRE EL ACEITE ESENCIAL DE CALENDULA OFFICINALIS 15% Y LA
CLORHEXIDINA 0,12% FRENTE A CEPAS DE PORPHYROMONA GINGIVALIS
(ESTUDIO IN VITRO). LIMA-2019

5. NOMBRE DEL INSTRUMENTO: FICHA

6. UTILIDAD: RECOLECCION DE DATOS

ASPECTOS DE LA VALIDACION
INDICADORES DE MUY
EVALUACION DEL CRITERIO CUALITATIVO/ DEFICIENTE | REGULAR| BUENO| BUENO | EXCELENTE
INSTRUMENTO CUANTITATIVO 1 2 3 a
CLARIDAD ESTA FORMULADO CON
LENGUAJE APROPIADO
OBIETIVIDAD ESTA EXPRESADO EN
CONDUCTAS OBSERVABLES
ACTUALIDAD ADECUADO AL ALCANCE DE LA
CIENCIA Y LA TECNOLOGIA >‘<
ORGANIZACION EXISTE UNA ORGANIZACION
LOGICA
SUFICIENCIA COMPRENDE LOS ASPECTOS DE

CALIDAD Y CANTIDAD

INTENCIONALIDAD | ADECUADA PARA VALORAR
LOS ASPECTOS Y ESTRATEGIA
DE NUEVO ENFOQUE
EDUCACIONAL

CONSTANCIA BASADO EN ASPECTOS
TEORICOS CIENTIFICOS DE LA
EDUCACION TECNOLOGICA

COHERENCIA ENTRE LAS VARIABLES,
INDICADORES Y DIMENSIONES

METODOLOGIA LAS ESTRATEGIAS RESPONDE
AL PROPOSITO DEL
DIAGNOSTICO

CONVENIENCIA ADECUADO PARA RESOLVER EL
PROBLEMA :

R 3 > XX ]l

PAUSABILIDAD GENERA NUEVAS PAUTAS X
PARA CONSTRUIR UNA TEORIA

PROMEDIO DE VALORACION CUANTITATIVA

A) VALORACION CUANTITATIVA:

DE 11-21 | NO VALIDO, MEJORAR

DE 22-32 | NO VALIDO, MODIFICAR

DE 33-43 | VALIDO, MEJORAR

DE 44-55 | VALIDO, APLICAR Pt

B) VALORACION CUALITATIVA T
C) OPCION DE APLICABILIDAD

FIRMA:
uma: 15 deOcdibre det 2019

G
RIS BBt aan
TTL CRL SAN ODO
ESP MEDICINA Y PATOLOG A ORAL
COP OS74SANE 206



ANEXO N°07 FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
Ficha de recoleccion de datos por medicion en milimetros de los halos de
inhibicion
Fecha:

Cepa en estudio:
ANEXO N° 08 MATRIZ DE CONCISTENCIA

Aceite esencial de Clorhexidina 0.12% Suero
Caléndula Officinalis | (Sustancia control) Fisiologico
Cultivos 15% 0.9%

24h | 48h | 72h | 24h | 48h 72h | 24h | 48h 72h

Cultivo N° 1

Cultivo N° 2

Cultivo N° 3

Cultivo N° 4

Cultivo N° 5

Cultivo N° 6

Cultivo N° 7

Cultivo N° &

Cultivo N° 9

Cultivo N° 10

Cultivo N° 11

Cultivo N° 12

Cultivo N° 13

Cultivo N° 14

Cultivo N° 15

Cultivo N° 16

Cultivo N° 17

Cultivo N° 18

Cultivo N° 19

Cultivo N° 20

Cultivo N° 21

Cultivo N° 22

Cultivo N° 23

Cultivo N° 24
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TITULO: EFECTO ANTIBACTERIANO ENTRE EL ACEITE ESENCIAL DE
CALENDULA OFFICINALIS 15% Y LA CLORHEXIDINA 0, 12% FRENTE
A CEPAS DE PHORPHYROMONAS GINGIVALIS (ESTUDIO IN VITRO).
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