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4, Resumen

El estudio tuvo como objetivo comparar el efecto antibacteriano entre dos
concentraciones de extracto hidroetanolico de Allium sativum sobre cepas de
Enterococcus faecalis ATCC 29212. EIl tamafio de la muestra estaba conformada por
16 repeticiones por cada concentracion frente a cepas de Enterococcus
faecalis ATCC 29212, los cuales se mantuvieron en caldo BHI y en Agar Tripticasa
Soya (TSA), para luego incorporarlos en placas petri que contenian agar de Mueller
Hinton. Se elabord dos concentraciones de extracto hidroetanolico de Allium sativum
(ajo) al 70 y 100% Yy controles positivos (hipoclorito de sodio al 4% y clorhexidina al
2%), control negativo (etanol al 70°), las cuales fueron enfrentadas a la bacteria
Enterococcus faecalis mediante el método de difusion de KIRBY BAUER. Se encontrd
que el extracto hidroetandlico al 70% mostré formacion de halos de inhibicion con un
promedio de 9.9 mm y al 100% halo con un promedio de 14.6 mm, mientras que los
controles positivos mostraron también efectividad antibacteriana frente a esta bacteria.
Se aplico la prueba ANOVA mostrando, diferencia estadistica significativa
(p=0.00<0.05), entre las dos concentraciones de extracto hidroetandlico. Se concluy6
que el extracto hidroetandlico al 100% presenta mayor efecto antibacteriano frente al

Enterococcus faecalis que al 70%.

Palabras claves: Allium sativum, antibacteriano, Enterococcus faecalis, extracto.
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Abstract

The objective of the study was to compare the antibacterial effect between two
concentrations of hydroethanolic extract of Allium sativum on Enterococcus faecalis
ATCC 29212 strains. The sample size consisted of 16 repetitions for each concentration
against Enterococcus faecalis ATCC 29212 strains, which They were kept in BHI broth
and in Trypticase Soya Agar (TSA), to later incorporate them in petri dishes containing
Mueller Hinton agar. Two concentrations of hydroethanolic extract of Allium sativum
(garlic) at 70 and 100% and positive controls (sodium hypochlorite at 4% and
chlorhexidine at 2%), negative control (ethanol at 70 °), which were compared to the
Enterococcus faecalis bacteria using the KIRBY BAUER diffusion method. It was
found that the hydroethanolic extract at 70% showed inhibition halo formation with an
average of 9.9 mm and at 100% halo with an average of 14.6 mm, while the positive
controls also showed antibacterial effectiveness against this bacterium. The ANOVA
test was applied showing a statistically significant difference (p = 0.00 <0.05), between
the two concentrations of hydroethanolic extract. It was concluded that the 100%
hydroethanolic extract has a greater antibacterial effect against Enterococcus faecalis
than 70%.

Keywords: Allium sativum, antibacterial, Enterococcus faecalis, extract.
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Introduccion
Actualmente el fracaso endodontico se considera desde el punto de vista
odontolégico una traba imperiosa siendo la principal causa el dejar bacterias en el

interior de un conducto.t

Por ello la reduccion y eliminacion de la flora bacteriana en el interior del conducto
radicular no sélo depende de una buena preparacion biomecénica sino también, de

la utilizacion de irrigantes quimicos antes y durante de la desinfeccion de éste.?

El principal microorganismo oportunista en los fracasos endondonticos es
Enterococcus faecalis, esta bacteria posee una apariencia de coco en par o cadena,
siendo gram positiva anaerobia facultativa, inmévil no esporulada , teniendo una
incidencia del 90% en los dientes con tratamiento de conducto, ya que posee la

capacidad de resistencia luego de realizar un tratamiento endondontico .!

Ha sido demostrado y estudiado que se puede encontrar en el interior de los
conducto radiculares post — tratamiento endodéntico, teniendo la capacidad de
perdurar y desarrollarse en ambientes que son tdxicos ,pudiendo tolerar las
sustancias quimicas como lo son los irrigantes endodonticos, aparte de los procesos

biomecénicos realizados previos a la obturacion y sellado del conducto . 2

El hipoclorito de sodio es una sustancia altamente alcalina y con potente olor a cloro,
que posee la capacidad de disolver tejido necrotico y residuos organicos, como los
detritos que se hallan en el interior conducto radicular, generado mediante la

preparacion biomecanica, siendo un potente agente antimicrobiano.®



Actualmente en Per( ya se esta utilizando las plantas medicinales como tratamiento
en la medicina tradicional y la flora, ofreciendo grandes alternativas en
descubrimiento de nuevos componentes con accidén antimicrobiana; como la
obtencion de irrigantes a bases de plantas naturales, que eliminen o reduzcan dicho
microorganismo en el interior del conducto causante de este defecto.?

Allium sativum es bulbo, cuyas hojas y contenido son crudo y ligeramente picante
emanando un olor fuerte caracteristico de ello, estudios han demostrado su actividad
antimicrobiana.*

Se han ido realizando estudios en donde se demuestra presunta actividad inhibitoria
sobre bacterias gram- negativas y gram-positivas como Streptococcus mutans, P.
gingivales, indicando su eficacia de detener el crecimiento de ciertas bacterias

patdgenas orales .4

Por lo tanto esta investigacion tiene como objetivo comparar efecto antibacteriano
entre dos concentraciones de extracto hidroetandlico de Allium sativum sobre cepas
de Enterococcus faecalis ATCC 2912 , siendo su disefio cuantitativo, comparativo
y transversal, cuya muestra fuel6 placas petri contaminadas con Enterococcus
faecalis ATCC 29212 para cada grupo de tratamiento, para este enfrentamiento se
utilizo6 la técnica de difusién en disco, concluyendo que el extracto hidroetanolico
de ajo si tuvo efecto antibacteriano al 70 % y 100% mostrandose la formacion de

halos inhibicién alrededor de las placas petri.



I1. Revision de la literatura

2.1. Antecedentes de la investigacion
Internacionales

Budiardjo S, et al.> (Indonesia, 2019). “Eficacia del extracto de ajo frente a la
viabilidad del Enterococcus feacalis”. En este estudio se propuso analizar la eficacia
del extracto de ajo contra la viabilidad de E. faecalis de aislamientos clinicos de
conductos radiculares primarios no vitales. Métodos: Se utilizo el ensayo MTT para
determinar la viabilidad de E. faecalis después de la exposicidén a concentraciones
crecientes de extracto de ajo (10%, 25%, 50% y 100%) y clorhexidina al 2%. (CHX)
2% como control positivo. Resultados: El anélisis se realiz6 mediante la prueba de
Kruskal-Wallis y la prueba post hoc para comparaciones multiples a un nivel de
significancia de 0.05. En todas las concentraciones, los extractos de ajo disminuyeron
la viabilidad de E. faecalis. No encontramos diferencias significativas entre los
valores de viabilidad para extractos de ajo al 25%, 50% y 100% (p> 0.05); sin
embargo, fueron significativamente diferentes del extracto al 10% y del CHX al 2%
(p <0.05), ambos con valores de viabilidad mas bajos. Conclusion: Nuestros
resultados mostraron que el extracto de ajo fue efectivo para disminuir la viabilidad

de E. faecalis.

Hugar S, et al.® (India, 2017). “Evaluacién comparativa in vitro de la eficacia de la
capacidad de desinfeccion del aceite de ajo, aceite de neem, aceite de clavo y aceite

de tulsi con autoclave en endodoncia K probados contra Enterococcus faecalis”. Para



evaluar comparativamente la eficacia de la capacidad de desinfeccién del aceite de
ajo, el aceite de neem, el aceite de clavo y el aceite de tulsi con autoclave en los
registros de endodoncia K probados contra Enterococcus faecalis. Se expusieron
cincuenta archivos de endodoncia K al microorganismo de prueba y se verifico su
capacidad desinfectante mediante tres metodos diferentes. El aceite de ajo, el aceite
de clavo, el aceite de tulsi y mostraron una eficacia considerable contra E.
faecalis, excepto el aceite de neem. Se concluye que el aceite de ajo, el aceite de clavo
y el aceite de tulsi son un desinfectante eficaz y pueden utilizarse como una alternativa

a la autoclave contra el microorganismo de prueba.

Pavovic DR, et al.” (Serbia, 2017). “Influencia de diferentes extractos
de ajo silvestre (Allium ursinum) en el sistema gastrointestinal: propiedades
espasmoliticas, antimicrobianas y antioxidantes”. En este estudio se ha cuantificado
y comparado las actividades espasmoliticas, antimicrobianas y antioxidantes, de sus
diferentes extractos de hojas. En su método se analizaron para determinar la actividad
espasmolitica en el ileon de rata aislada, la actividad antimicrobiana en bacterias y
hongos Gram-positivos y Gram-negativos seleccionados mediante el método de
microdilucion y la capacidad antioxidante mediante el ensayo de eliminacién de
radicales DPPH. Se encontr6 en sus resultados que los extractos
de ajo silvestre disminuyen el tono basal ileal. Como la relajacién de las contracciones
inducidas por K + fue similar a la causada por la papaverina, el efecto espasmolitico
observado fue probablemente mediado por la inhibicion del canal

de Ca 2+. Conclusion todas las muestras mostraron cierto potencial antioxidante y



una fuerte actividad antimicrobiana contra las cepas enteropatdgenas probadas
(Salmonella enteritidis fue la mas sensible, seguida de Escherichia coli, Proteus

mirabilis y Enterococcus faecalis).

Sealih J, et al.® (Irak, 2016). “Actividad antibacteriana del ajo contra Staphylococcus
aureus y Enterococcus faecalis resistentes a multiples farmacos en la ciudad de
Duhok”. En este estudio se recolectaron cuarenta aislamientos (40) de S. aureus de
pacientes hospitalizados en el hospital universitario Azadi y se recolectaron veinte
aislamientos (20) de E. faecalis de diferentes clinicas dentales privadas en la ciudad
de Duhok. Los aislados se identificaron mediante métodos de rutina. La actividad
antibidtica del ajo se realiz6 utilizando extractos de ajo en diluciones seriadas con las
concentraciones de (100, 75, 50, 25, 10 y 5%) por ensayo de difusion en pozos de
agar. Resultados: La potencia de los extractos de ajo sobre S. aureus varia entre (15-
36) mm de diametro de zona de inhibicién, mientras que la de E. faecalis varia entre
(14-33) mm de diametro de zona de inhibicidn; sin embargo, S. aureus fue mas
sensible que E. faecalis. La zona de inhibicion se increment6 al aumentar la
concentracion de extractos; la concentracion (100%) de extracto de ajo tuvo el efecto
inhibidor mas alto sobre la zona de inhibicién (36 mm) para S. aureus y sobre la zona
de inhibicion (33 mm) para E. faecalis. Conclusion: La actividad antimicrobiana del
extracto de ajo indica que existe idoneidad para ser utilizado como importantes
medicamentos determinados, por lo que el ajo es activo para servir como agente

antibacteriano frente a bacterias multirresistentes.



Panchi M, et al.® (Ecuador, 2016). “Efecto antimicrobiano de los extractos de las hojas
de tomillo (Thymus vulgaris) y de las pepas de ajo (Allium sativum) sobre las cepas
de Enterococcus faecalis. Estudio in vitro”. En este estudio se comprobd la accién
antimicrobiana de la sintesis hidroalcoholicos tanto del tomillo (hojas) y ajo (pepas)
, la obtencion de los extractos hidroalcohdlicos se realizd por el método de
percolacion , dando resultados tras el analisis de halos de inhibicion en donde se
observod que estos tenian un aproximado de 10 mm, en donde se establecio de la
siguiente manera , que la sintesis hidroalcoholico de ajo a 100% tuvo un efecto
antimicrobiano mayor , mostrando un halo de 9.38 mm , mientras que la sintesis
hidroalcoholico del ajo al 75% presento un halo de 6.5 mm y la sintesis
hidroalcoholicao de tomillo tubo un promedio de 6 mm con respecto a sus
concentraciones que fue 75% y 100% .Se concluyd que el extracto de tomillo al 75%
y 100% no tuvo ningun efecto sobre la bacteria, pero el extracto de las pepas de ajo

al 100% tuvo una efecto limite frente al E. faecalis.

Birring OJ, et al.’ (India, 2015). “Eficacia antimicrobiana del extracto de Allium
sativum contra el biofilm de Enterococcus faecalis y su penetracion en la dentina de
la raiz: un estudio in vitro”. En este estudio in vitro se cultivo E. faecalis y enfrento
con el extracto de ajo en tres concentraciones (10%, 40% y 70%). Estos grupos se
sometieron a ensayo de viabilidad microbiana y andlisis microscopico de
fluorescencia, siendo la mas efectiva la concentracion del 70% demostrando una
eficacia antimicrobiana similar a la del 5,25% de NaOCI. En términos de penetracion

de dentina, no se encontré diferencias significantes entre el extracto de ajo y NaOCI.



Se concluyo que el extracto de ajo tiene el potencial de servir como un irrigador herbal
alternativo del conducto radicular, ya que es un agente antimicrobiano eficaz y

biocompatible con buena propiedad de penetracion dentinaria.

Karkare, SR. et al.'! (India, 2015). “Evaluacién comparativa de la actividad
antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de Aloe vera, ajo e hipoclorito de sodio
al 5% como irrigantes del conducto radicular contra Enterococcus faecalis:
un estudio in vitro”. El objetivo de este estudio fue comparar la actividad
antimicrobiana de extracto hidroalcohdlico saturado y diluido (1: 1) de Aloe vera, ajo
y NaOCI al 5% contra E. faecalis utilizando el método de difusion de agar
comunmente utilizado. Resultados: El extracto hidroalcohélico saturado de A .veray
ajo mostré la zona de inhibicion mediante halos de 13 mm y 10.7 mm contra E.
faecalis. EI NaOCI, que se considera un estandar de oro, también mostré zonas de

inhibicidn mas altas con un halo de formacion de 16.33 mm.

Kandaswam, et al.!? (Chile, 2013). “Desinfeccion de tubulos dentinales con
clorhexidina al 2%, extracto de ajo e hidroxido de calcio contra Enterococcus
faecalis mediante el uso de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real: estudio in vitro”. Para este estudio se realizo la prueba de difusion de Agar para
evaluar la concentracion minima inhibitoria del extracto de ajo contra E. faecalis ,
seleccionando 40 dientes premolares mandibulares humanos extraidos, luego se cortd

el tercio medio de la raiz usando un disco rotativo de diamante para posteriormente


http://www.jisppd.com/searchresult.asp?search=&author=Swati+Ramesh+Karkare&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eswar%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23833449

ser inoculadas con E. faecalis por 21 dias y enfrentandolo asi con el extracto de ajo,
Se encontr6 que los valores del ciclo umbral (Ct) de CHX al 2% eran 32,4, el extracto
de ajo era 27,5 y el Ca (OH) 2 era 25,6. Conclusion: Un total de 2% de CHX mostrd

la mé&xima eficacia contra E. faecalis, seguido del extracto de ajo y Ca (OH).
Nacionales

Percca H, et al.!® (Lima, Pera, 2014). “Actividad antimicrobiana del extracto de
Allium sativum y del digluconato de clorhexidina en aislamientos clinicos de
Enterococcus faecalis”. En este estudio se tomaron 41 muestras de pacientes con
infecciones endoddnticas primarias, que fueron atendidos en el Servicio de
Endodoncia del Departamento de Odontoestomatologia del Hospital Nacional
Hipolito Unanue, y se aislaron 14 cepas de Enterococcus faecalis. Se determind la
concentracion minima inhibitoria por el método de macrodilucién en caldo; también
se determind la concentracion minima bactericida mediante subcultivacion en agar.
Para el anélisis de los datos se utilizd la prueba t de Student para muestras
relacionadas. Resultados: Se observd que los valores de la concentracion minima
inhibitoria del extracto el extracto de Allium sativum y del digluconato de
clorhexidina se encontraban entre 2 343,75 pg/ml hasta 9 375 pg/ml y 2,5 pg/ml hasta
5 pg/ml respectivamente; ademads, se determind que no existe diferencia entre la
concentracion minima inhibitoria y la concentracién minima bactericida para el
extracto de Allium sativum; sin embargo, si existe una diferencia significativa
(p=0.029) entre estos valores para el digluconato clorhexidina. Conclusiéon: El
extracto de Allium sativum y el digluconato de clorhexidina presentan actividad

antimicrobiana en aislamientos clinicos de Enterococcus faecalis



2. 2. 2. Bases teéricas

El fracaso endoddntico es uno de los factores iniciales de resistencia microbiana
asociada a la infeccion en la parte interna de los conductos, dado a que estos
microorganismos patdgenos involucrados sobrevivieron a las maniobras mecanicas
y quimicos mediante el tratamiento o fueron capaces de llegar a invadir la parte
interna del diente llegando a los canales del conducto como resultado de las malas
técnicas como el sellado marginal coronario.'*

Los microorganismos hallados en los conductos radiculares luego de haber fallado
el tratamiento de endodoncia, estard conformado por un reducido nimero de
especies como anaerobias facultativas entre la méas frecuente el Enterococcus

faecalis siendo este el microrganismo oportunista causante de este fracaso.*®

2.2.1 Enterococcus faecalis
Es una bacteria patdgena que forma parte de la familia Enterococcaceae del orden
lactobacillales, que actualmente contiene treinta y cinco especies reconocidas
incluido Enterococcus faecalis.® 16
Este es un coco gram (+), anaerobio facultativo, inmovil y no esporulado. Su
dimensién celular fluctua entre 0,5 y 0,8 um siendo residente principal tracto
gastrointestinal del ser humano. Su temperatura oscila entre los 35°C, pero sin

embargo se ha evidenciado su desarrollo entre 10°C y 45 °C.1

Los enterococos poseen una capacidad notable para adaptarse a diferentes entornos
y tienen una propensién a adquirir resistencia a los antibiéticos, lo que ha llevado a

la aparicion de variantes resistentes a multiples farmacos en todo el género.*®



Mayormente se le haya en el tracto gastrointestinal, siendo éste el causante de
padecimientos mortales en el ser humano ya que su posibilidad de resistencia y
supervivencia en ambientes toxicos y a medicamentos en donde se le encuentra
colonizando, pero también puede actuar como un patdégeno oportunista y
translocarse a través de la barrera mucosa para causar infecciones sistémicas. Su
incidencia en el interior del conducto se le asigna como el principal causante en los

fracasos endodénticos de un 90 % de sucesos.’

Una de la particularidad mas importante es su resistencia para crecer y sobrevivir en
ambientes que puedan ser toxico para €l como también para muchas bacterias, estas
bacterias patdgenas pueden sobrevivir a altas densidades de sales como 6,5% de
cloruro de sodio y ambientes y temperaturas extremas (15-60°C) pudiendo ser

resistente al colorante como azul de metileno al 0,1% 19.%7

2.2.1.1 Patogenicidad

Es a causa de la perduracién y crecimiento de este microorganismo en el interior del
conducto radicular al tener alto grado de resistencia frente a los medicamentos y
antibioticos como también a las preparaciones biomecanicas y quimicas realizadas
en el tratamiento de conducto siendo el Enterococcus faecalis el causante de muchas

enfermedades en el ser humano.1’ 18

2.2.1.2 Factor de virulencia
Esta bacteria puede sobrevivir, crecer y perdurar en microambientes toxicos
mediante sus propios nutrientes.

Entre las causas mas resaltantes tenemos lo siguiente:

10



El principio de agregacion, que le da la facilidad de penetrar y acoplarse a las
paredes del conducto como del hospedador, interndndose asimismo mediante
prétido elaborada por el plasmido dandole al Enterococcus faecalis esta facilidad.
Por lo que la Adhesinas y prétidos: se halla impregnadas en la pared celular del
microorganismo adhiriéndose a su matriz extracelular y asi formar una biopelicula
enterococicas, mientras que el &cido lipoteicoico: ayuda a transferir a los plasmidos
a ayudar a complementarse la virulencia bacteriana, para su obtencion de
superdxido extracelular: son mayormente radicales de oxigeno que ayudan al
E.faecalis a involucrarse en el deterioro tisular y celular dando como resultado las
respuestas inflamatorias, también la Gelatinasa: es una metalo-proteinasa que
interactta en la adherencia de la bacteria en tubulos dentinarios, ya que muchos
estudios no lo manifiesta completamente y la Hialuronidasa: Es una enzima que
interviene ayudando a la descomposicion del tejido tisular, provocando la
diseminacion bacteriana y sus resultados metabdlicos como toxinas; extendiéndose
y dafiando los tramas del hospedador, ya que la Citolisinas: es una enzimas que es
segregada del E. faecalis, la cual participa en la destruccion de las células de defensa
y bacterianas, minimizando la actividad terapéutica antinflamatoria y

antibacteriana .16 1718

2.2.1.3 Irrigantes en endodoncia

Después de la preparacion biomecanica, el tejido de la pulpa residual, las bacterias
y los fragmentos de dentina pueden persistir en las irregularidades del sistema de
conductos radiculares, que cubren las paredes del canal o se alojan en los tabulos

dentinales incluso después de una instrumentacion cuidadosa. La presencia de la
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capa de frotis y los residuos disminuye la capacidad de penetracion de los apositos
intracanales y también evita la adaptacion completa de los materiales de
obturacion. Un irrigante que podria eliminar completamente la capa de frotis
contribuiria a reducir la microbiota y las endotoxinas asociadas y disminuiria el
potencial de las bacterias para sobrevivir y reproducirse.*

La seleccidn de irrigantes es muy importante porque pueden actuar como lubricantes
durante la instrumentacion, eliminar los restos y el tejido de pulpa necrética y ayudar
a eliminar o neutralizar los microorganismos y sus productos derivados.*

Estas deben de cumplir con los siguientes requisitos: humedecer de la paredes del
conducto y la expulsion de residuos mediante el lavado, también la eliminacion de
los microorganismos patégenos y el poder disolver la sustancia organica pero el

también el remover y ablandar la dentina y el llegar a zonas inaccesibles.*

2.2.1.4 Hipoclorito de sodio (NaOCI)

El irrigante endodontico méas popular es el hipoclorito de sodio (NaOCI). El gran
uso de NaOCI esta relacionado con sus excelentes propiedades fisicoquimicas,
antibacterianas y de disolucion de tejidos. Sin embargo, se sabe que es altamente
irritante para los tejidos periapicales cuando se usa en altas concentraciones. Tiene
caracteristicas indeseables como toxicidad, riesgo de enfisema, potencial alérgico y

olor y sabor desagradables. 3

El hipoclorito de sodio es una solucién irrigante que se usa en gran medida debido
a una combinacion de varias propiedades: accion antimicrobiana, capacidad de

disolucion del tejido y compatibilidad bioldgica aceptable en soluciones menos

12



concentradas. El hipoclorito de sodio actua en sitios enzimaticos esenciales para la
viabilidad bacteriana, promoviendo la inactivacion microbiana irreversible debido a
la accion de los iones hidroxilo y la cloracion. La disolucion del tejido organico
ocurre durante la saponificacion, cuando el hipoclorito de sodio degrada los &cidos

grasos y los lipidos.?

El cloro es un oxidante fuerte; tiene propiedades antimicrobianas y es capaz de
inhibir las enzimas bacterianas. Esto resulta en la oxidacion irreversible del grupo

sulfhidrilo (-SH), que es esencial para la funcion de las enzimas bacterianas.

La accién antibacteriana del NaOCI se puede verificar en funcion de sus propiedades
fisico-quimicas y su reaccion con el tejido orgéanico, actuando como un disolvente

para compuestos organicos y lipidos. 3
2.2.1.5 Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

Es un quelante que le da mayor facilidad de desintegracion dentinaria, siendo un
agregado en la preparacidn biomecanica del canal radicular, aplicado en

endodoncia para desintegrar la dentina y su barro centenario.*®

Ayuda a limpiar y desinfectar la pared de la dentina de la raiz, ya que elimina los
restos de dentina que es un resultado de la formacion del canal durante el proceso
de uso del instrumento y también facilita la accion del medicamento utilizado en el
interior el canal ya que facilita el ensanchamiento de conductos y tibulos dentinarios
asi como la permeabilidad de la dentina y a la vez condiciona que la pared conducto

radicular tenga mayor adherencia a los materiales de obturacion.®
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2.2.1.6 Clorhexidina al 2%

Es una bisbiguanida catiénica y es un agente quimioterapeutico minimamente
soluble en agua, su actividad antimicrobiana, esta capacidad de la clorhexidina para
adsorber y adherirse a superficies con carga negativa es fundamental para su éxito
como agente antimicrobiano. La molécula de clorhexidina tiene la capacidad de
adsorberse a sustratos anionicos (con carga negativa) como la hidroxiapatita, la
pelicula, las glucoproteinas salivales y las membranas mucosas que ejercen un
efecto bactericida inmediato. Esta propiedad de la clorhexidina se conoce como su
sustantividad y es lo que diferencia a la clorhexidina de muchos otros agentes
antimicrobianos.?°

El gluconato de clorhexidina se ha usado ampliamente en odontologia, mostrando
buenos resultados en el control de caries y como ayuda en la terapia
periodontal. Ademas de tener la capacidad de matar una amplia variedad de
microorganismos que incluyen bacterias grampositivas y gramnegativas (aerobios y
anaerobios), asi como hongos que incluyen levadura, pudiendo también disminuir
la proliferacion de microorganismos patdgenos orales, ya que posee un amplio
espectro bacteriostatico o bactericida dependiendo de las concentraciones de este,
causando la muerte celular al precipitar el contenido citoplasmico de la célula
microbiana.?°

Aparte de su actividad antibacteriana, NaOCIl y CHX tienen una gran ventaja. El
NaOCI posee la mayor capacidad de disolucion de tejidos entre los irrigantes del

conducto radicular mientras que CHX tiene una propiedad Unica titulada
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sustantividad, lo que significa que las moléculas de CHX unidas a hidroxiapatita se

liberan durante un tiempo prolongado aproximadamente 12 semanas. 2

2.2.2 Allium sativum
El ajo integra a la familia de las liliaceas. Esta planta posee un bulbo solido, formado
por bulbillos limitados por dos caras planas y una convexa, puntiagudos en ambos
extremos. Actuando como agentes antibacterianos y antivirales entre muchas otras
propiedad , ya que contiene varios constituyentes quimicos bioldgicamente activos,
como la aliina, la alicina, la aliinasa, la S-alilcisteina y otros compuestos organicos
de azufre , siendo el Alliin es un componente natural de sulféxido de ajo fresco. Es
un derivado del aminodcido cisteina, que se convierte en alicina por la enzima
aliinasa cuando los bulbos se trituran. La alicina es un precursor de los compuestos
de azufre, responsables del olor y algunas de las propiedades de actividad

antimicrobian.?

El uso terapéutico del ajo ha sido reconocido como un potencial valor medicinal
para diferentes microorganismos. Por ejemplo, el ajo ha sido un agente eficaz para
controlar a bacterias gram positvivas como gran negativas y entre ellas tenemos
Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus y Bacillus
cereus resistentes a la meticilina entre otros y por por sus diversas actividades
biolégicas, incluidos los efectos anticancerigenos, antiteroscleréticos,

antitromboticos, antimicrobianos, antiinflamatorios y antioxidantes.?*?2
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2.2.2.1 Propiedades del Allium sativum

La mayoria de los efectos bioldgicos de Allium estdn relacionados con los
compuestos que contienen azufre, los “tiosulfinatos”, tipicos de Allium y
responsables de su aroma y sabor picantes caracteristicos. Sin embargo, estos
metabolitos son relativamente inestables, lo que justifica el desarrollo de métodos
analiticos con los que se puedan controlar los cambios en su estructura, es decir, en
respuesta a los métodos de procesamiento. En comparacién con los compuestos de
azufre, otros constituyentes, las saponinas y los flavonoides que se encuentran

en Allium son maés estables a las condiciones de coccion y almacenamiento. 2

2.2.2.2 Antibacteriano
Es gracias a la alicina y otros compuestos de azufre son los principales compuestos
responsables del efecto antimicrobiano exhibe un gran efecto de su actividad, esto
se debe a su relacion quimica en el grupo tiol y las diferentes enzimas, ya que

también ha sido demostrado que este ejerce un inhibicion en la flora intestinal .??

2.2.2.3 Antifangicas
Se ha demostrado que la alicina (dialil-ditiosulfinato), que es producida por la
enzima aliinasa del ajo a partir de la aliina, tiene una especificidad antifingica de
amplio rango. Demostrado su capacidad contra ciertos microrganismos y hongos
como C. albicans ,Aspergillus niger ,Candida, Torulopsis ,Trichophyton
Rhodotorula, ,Cryptococcus, Aspergillus Trichosporon y, Paracoccidiodes , siendo
estos sensibles a los componentes de ajos mostrando la disminucion del oxigeno y
disminuyendo el crecimiento e inhibiendo la sintesis de proteinas , lipidos y acido

nucleico ocasionado dafios a la membrana .22
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2.2.2.4 Antioxidante

Esta propiedad ayuda a destruir las particulas de radicales libres que pueden dafiar
las membranas celulares y el ADN, y pueden contribuir al proceso de
envejecimiento, asi como al desarrollo de una serie de afecciones, como las
enfermedades cardiacas y el cancer. Los antioxidantes neutralizan los radicales
libres y pueden reducir o incluso ayudar a prevenir parte del dafio que causan con el
tiempo. La actividad antioxidante del Allium sativum es bien conocido y se debe
principalmente a compuestos organosulfurados inestables e irritantes. .

Esta propiedad antioxidante esta involucrada en la proteccion contra la oxidacion
del &cido desoxirribonucleico (ADN), los lipidos y las proteinas por ROS, que
desempefia un papel importante en diversas enfermedades, como el envejecimiento,

el cancer, la inflamacion y la neurodegeneracion .2

2.2.2.5 Antiinflamatorio
Se ha demostrado que los extractos de ajo ejercen efectos antiinflamatorios. En un
estudio, el tratamiento con ajo atenud significativamente la inflamacién y las
lesiones del higado inducidas porinfecciones por Eimeria papillata. Su actividad
antiinflamatoria mostrada por el aceite de ajo es principalmente a través de la
inhibicion de los procesos de ensamblaje y desmontaje del citoesqueleto .El efecto
preventivo y la posible toxicidad del aceite de ajo y sus compuestos organicos de
azufre en la inflamacion sistémica inducida por endotoxinas y el dafio intestinal. Un
compuesto de plomo derivado de la alicina se muestra como un buen punto de
partida para el desarrollo de medicamentos antiinflamatorios con menos efectos

secundarios. %
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2.2.2.6 Composicion quimica del Allium sativum
La composicién quimica de la planta muestra que los compuestos de azufre como
la alicina son componentes importantes de la planta. Aunque la alicina (dialil-
ditiosulfinato) es el alcaloide méas importante del que generalmente se afirma que es
responsable de sus efectos beneficiosos y se han realizado numerosos estudios hasta
ahora, se sefiala que otros compuestos de azufre, como el disulfuro de dialilo (DDS)
La S-alilcisteina (SAC) y el trisulfuro de dialilo (DTS) también tienen algunos roles
en los efectos de la planta. Ademas de A. sativum, alicina, y otros organosulfuros
estan presentes en A. hirtifolium y desempefian importantes funciones

farmacoldgicas. 22

2.2.2.7 Laalicina
Es el principal constituyente de A. sativum , tiene una variedad de actividades
antimicrobianas .El se debe a su reaccion quimica con grupos tiol de diversas
enzimas, por ejemplo, alcohol deshidrogenasa , esto se da por la interaccion de alina
siendo un asido no proteico con la alinasa evidenciando su efecto antimicrobiano .
Esta susceptibilidad depender de las diferentes estructuras bacterianas en cuando a
su desintegracion de su pared celular estructural, por lo que la alicina y otros
componentes pueden ser los causante de la inhibicion o resistencia entre otras
bacterias tanto gram (+) y gram (-). Se demostro que la alicina tiene un amplio
espectro de actividad antimicrobiana contra diversas especies: Proteus, Bacillus,
Staphylococcus, Streptococcus, Klebsiella, Clostridium, Escherichia coli y

Mycobacterium tuberculosis entre otras bacterias .2*
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I11. Hipotesis
La concentracion del extracto hidroetandlico de Allium sativum al 100% presenta mayor

efecto antibacteriano, in vitro, que la concentracién al 70%, sobre Enterococcus faecalis

ATCC 29212.

19



IV. Metodologia

4.1 Disefio de la investigacion

4.2

El estudio fue de tipo cuantitativo: porque se utilizé la recoleccion de datos, con base
en la medicion numérica y andlisis estadistico. 2

Explicativo: Porque tiene como finalidad demostrar relacion entre variables
dependientes e independientes. 24

Experimental: Cuando se maneja la variable independiente e dependiente para
obtener un resultado.?

Prospectivo: Son aquellos donde los datos se planifican y se va registrando en la
medida que ya ocurrié el fendmeno, tiene control de sesgo de medicion. %
Analitico: Explican, la causa y el efecto de un determinado fenémeno, por lo que trata
de evaluar la relacion entre las variables y las compara. 2*

Transversal: Se tomaran los datos en un solo tiempo. 2

Poblacion y muestra.

La poblacién estuvo conformada por cepas de Enterococcus feacalis ATCC 29212.
El célculo para el nimero de ensayos estuvo determinado por la formula.
Muestra Preliminar:

2% (Zays +25)" + S?
n= = = N2
X1 = X3)

n Numero discos por grupo

Z,=1.96 Valor normal al 5 % de error tipo |
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Z3=0.842 Valor normal al 20% de error tipo 11
X, Efecto antibacteriano medio de la concentracion 70% de extracto
hidroetanolico de Allium sativum.
X, Efecto antibacteriano medio de la concentracion 100% de extracto
hidroetanolico de Allium sativum.
S Desviacion estandar del efecto antibacteriano de las concentraciones
de extracto hidroetandlico de Allium sativum.
Se asume: S/(X; —X,) =1. Valor asumido por no haber informacion previa
completa de estudios similares (referencia bibliografica)
Reemplazando de tiene:

n=2x* (196 + 0.842)% x 12
n = 16 discos/grupo
Se emplearon 16 placas petri por grupo experimental y control. Por lo que se realiz6
16 repeticiones en cada grupo experimental (70% y 100%) de extracto hidroetanolico
de Allium sativum. Se utilizaron 16 placas petri para los grupos experimentales en
donde 2 placas petri eran para los controles positivos y 1 placa petri era para el control

negativo.

4.2.1 Criterios de inclusién:

— Placas petri contaminadas con cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

4.2.2 Criterios de exclusion

— Placa petri contaminada con otros microorganismos.
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variable Definicion conceptual Definiciones Valores Tiposde | Escalade
Operacionales Indicadores finales variables | medicion
Variable Concentracion
independiente Es una sustancia obtenido del | Es un concentrado | del extracto 70%
Allium sativum (ajo) con ayuda | conseguido, por | hidroetanolico 100% Cualitativa Ordinal
Extracto del alcohol y del agua destilada, | medio de un periodo | del Alliun
consiguiendo asi la sustancia | de maceracion de la | sativum
hidrostandlico del activa del vegetal. * sustancia  obtenida
Allium sativum del Allium sativum.
Variable
dependiente Es wuna sustancia cuyas | Para el estudio se | Halos de
propiedades evitan e impide el | valoré el tamafio de | inhibicion
Efecto desarrollo y crecimiento celular | formacion del
antibacteriano de algunas bacterias .2 diametro de halos de mm Cuantitativa | De razon

inhibicién.
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Preparacion y desarrollo del extracto hidroetanolico de Allium sativum (ajo)
4.4.1 Recoleccion e identificacion taxondmica de la muestra

Se recolectaron 5Kg de dientes de ajo (Allium sativum) de San Ignacio distrito de
Sincicap, Provincia de Otuzco, Region de La Libertad. La recoleccion de la
especie se realiz6 por el método convencional o clasico de herborizacion y

teniendo en cuenta que sea una planta organica.

Una parte de la planta (hoja, tallo, raiz, flor) fue llevada al Herbarium Truxillense

para su identificacion taxonomica. 2°

4.4.2 Seleccion de la muestra
Los dientes de ajo fueron recolectados y trasportados al laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional de Trujillo, en donde se seleccionaron aquellos dientes que estén en

buen estado. ?°
4.4.3 Obtencion del extracto hidroetandlico de Allium sativum por maceracién

La muestra del extracto fue obtenida por el procedimiento de la fase de
maceracion; por lo tanto se utiliz6 5kg de dientes de ajo (Allium sativum), los
cuales se pelaron y lavaron con agua destilada y gotas de hipoclorito de sodio,
una vez realizado ese procedimiento se llevaron a licuar y asimismo fueron
extraidos con una solucion hidroetanolica (50% de agua destilada y 50% de

alcohol de 96°) donde fueron oprimidos a dicho proceso, dentro de un intervalo
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de 7 a 15 dias, lo cual estuvieron en un envase de vidrio color ambar, que estaba
en constante agitacion diaria y ademas, sin camara de oxigeno. 2°

4.4.4 Desinfeccion del extracto hidroalcohdlico de Allium sativum.
Pasado los 7 a 15 dias de maceracion se realizé la desinfeccion del extracto con
la finalidad de expeler el sobrenadante, para lo cual se utiliz6 un equipo
convencional de filtrado empleando papel Whatman N° 20 en el motor de
precipitacion al vacio, durante un periodo de tiempo de 60 minutos.?

4.4.5 Establecimiento de la densidad del extracto hidroalcoholico de Allium
sativum.
Asimismo fueron, purificadas y la prueba se ech6 en placas petri, por lo tanto, se
pusieron en la estufa a secar a nivel de temperatura de 40°C.durante el tiempo de
48 horas (hasta que esté completamente seco). Por consiguiente, se evaporo el
solvente y lo restante se pesd y se calculd la cantidad porcentual del peso original
al peso a término, puesto que la obtencién del resultado de dicho peso es el peso
de rendimiento que fue total de 130 mg. (2,6%).2

4.4.6 Mantenimiento de la muestra.
Para el mantenimiento de la muestra se almacenaron en un recipiente ambar
sellado herméticamente y congelado a un nivel de temperatura 4°C. 20. 26

4.4.7 Disolucion de la muestra en las diferentes concentraciones.
Luego fueron disueltas las muestra de la esencia hidroetandlico del Allium
Sativum (ajo) en las diferentes concentraciones de 70% y 100%.

4.4.8 Evaluacion del efecto antibacteriano, in vitro, del extracto hidroetandlico

de Allium sativum sobre Enterococcus feacalis ATCC 29212.

4.4. 8.1 Reactivacion de la cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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Para este estudio se utilizd cultivo liofilizado de la bacteria de

Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Donde la reactivacion se realizé sembrando el cultivo liofilizado en
tubo de ensayo con 5 mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o
Infusion Cerebro Corazén, luego se incubo a 37°C por 24 horas en

condiciones de microaerofilia.2®

Para evaluar pureza se sembrd por estria en Agar TSYB e incubd en
37°C por 24 horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente
se eligié una colonia compatible con Enterococcus para realizar

coloracién gram. 2°

La cepa se mantuvo en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA),

hasta su posterior utilizacién

4.4.9 Preparacion de las concentraciones del extracto hidroetanodlico de

Allium sativum.

A partir del extracto hidroetanélico obtenido se procedié a preparar la
concentracion de 70% y 100%. Luego, se prepard las concentraciones a

emplear en la investigacion que fue de 70% y 100%.%°

4.4.1.1 Evaluacion de la susceptibilidad antibacteriana mediante el método de

Kirby Bauer.

Fue realizado mediante el método Kirby Bauer, de difusion en agar.

25



Para lo cual se procedio de la siguiente manera: Estandarizacion del indculo

de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Las cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212, mantenidos en Caldo
BHI se sembraron en Agar TSA, e incubo bajo condiciones de
microanaerobiosisa 37°C durante 24 horas, con el fin de obtener colonias

jovenes.

Luego, de 24 horas cada colonia de Enterococcus faecalis ATCC 29212,
se colocaron en caldo BHI y se realizaron suspensiones con una turbidez

semejante al tubo ndmero 0.5 del Nefelometro de Mac Farland (1.5x 108).

26

4.4.1.2 Inoculacion

Después de haber pasado los 15 minutos del ajuste de la turbidez del in6culo
(1.5 x108ufc/ml), se tomé una alicuota de 100ul y se colocaron en cada una
de las placas con Agar Mueller Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la
suspension, se distribuy6 la suspension bacteriana en tres direcciones para
asegurar una proporcién semejante del in6culo en la placa. Asimismo, se dejé
secar la lamina a un nivel de temperatura ambiente en el intervalo de 3 a 5
minutos puesto que la abundancia de cantidad de humedad insustancial sea

absorbida. %6

4.4.1.3 Preparacion de discos con el extractd hidroetandlico de Allium sativum

Se colocaron en discos de papel filtro whatman nimero 3, donde estaban libres

de cualquier forma de microorganismos, donde fueron empapados con cierta
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cantidad de 30 uL de cada una de las concentraciones de 70% y 100% del
extractd hidroetandlico de Allium sativum. Luego, con un sujetador estéril, los
discos fueron puestos sobre los medios de cultivo de Mueller Hinton

inoculadas con la bacteria de Enterococcus faecalis ATCC 29212. %

4.4.1.4 Incubacion

Se realiz6 la incubacién de las placas en ubicacion invertida durante 15
minutos siguientes al empleo de los componentes a evaluar, a un nivel de
temperatura de 37°C durante el intervalo de tiempo de 24 horas en

microaerofilia se utilizd la jarra Gaspak con el procedimiento de la vela. %°

4.4.1.5 Lectura de los resultados

4.5

Se midieron los didmetros (mm) de los halos para parar el crecimiento del
contorno de cada disco. Para lo cual se utilizo la regla milimetrada vernier

(anexol), abarcando el diametro del halo. 2
Se realizd 16 repeticiones de cada concentracion.

Plan de analisis

Los datos recolectados experimentalmente fueron incorporados en una base
de datos elaborada en MINITAB 18, debido a que se mostr6 en cuadros con
medias y desviaciones estandar del efecto antibacteriano entre

concentraciones. Aspectos importantes seran mostrados en grafico lineal. 2°

El efecto antibacteriano in vitro de las concentraciones de extracto
hidroetandlico de Allium sativum sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC

29212 , fueron comparado empleando la prueba de DUNCAN y ANOVA,
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para la comparacion de medias ambas pruebas mostraron diferencia
estadistica significativa (p=0.00<0.05), al comparar el efecto de las

concentraciones y los controles.?
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4.6 Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES POBLACION

OBJETIVO GENERAL

;Cuél es la diferencia Comparar,_el efectq gntibacteria_no entre dos concentraciones de | La concentracion del

del efecto extracto hldroetanol_lco de Allium sativum sobre cepas de extracto - _ _

antibacteriano entre Enterococcus faecalis ATCC 29212 hld_roetanollc_o de Alllum sativum | Cepas de

dos concentraciones Allium  sativum  al (ajo) Enterqcoccus

del extracto OBJETIVQS ESPECIFICOS _ . 100% presenta mayor faecalis ATCC
Evaluar, in vitro el efecto antibacteriano del extracto | efecto antibacteriano, | Efecto 29212

hidroetandlico de
Allium sativum sobre
cepas Enterococcus
faecalis

ATCC 29212?

hidroetanodlico del Allium sativum al 70% sobre cepas de
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Evaluar, in vitro el efecto antibacteriano del extracto
hidroetanolico del Allium sativum al 100% sobre cepas de
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Comparar, in vitro, el efecto antibacteriano entre la clorhexidina
al 2% Yy las concentraciones del extracto hidroetandlico de Allium
sativum sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212

Comparar, in vitro, el efecto antibacteriano entre el hipoclorito de
sodio al 4% 'y las concentraciones del extracto hidroetanélico de
Allium  sativum sobre cepas de Enterococcus
faecalis ATCC 29212

Comparar, in vitro, el efecto antibacteriano entre el entanol a 70°
y las concentraciones del extracto hidroetandlico de Allium
sativum sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212

in vitro, que la
concentracion al 70%,
sobre  Enterococcus
faecalis ATCC 29212.

antibacteriano
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4.7 Principios éticos y legales
4.4 Principios éticos y legales
Se respetd los principios éticos contemplados en el cddigo de ética de la

Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote.?’

Los cuales fueron aplicados en esta investigacion tomando en cuenta los

siguientes puntos:

Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad: Tuvo como finalidad el
cuidado tanto del medio ambiente como la biodiversidad tomandose las medidas
de bioseguridad en lo que concierne los desechos de los materiales empleados en

la ejecucion de este proyecto como liquidos y reactivos.?’

Beneficencia no maleficencia: La finalidad de este proyecto estaba dentro de
los parametros generales de no causar algun tipo de dafio, y evitar posibles
efectos colaterales, y la vez maximizar los aportes, con los nuevos resultados

obtenidos al haber realizado la ejecucion del proyecto.?’

Integridad cientifica: Se llevé a cabo bajo el reglamento de las normas de
deontoldgicas, por lo que se aclard los conflictos de interés en relacién a la

integridad cientifica de la investigacion. 2

Manejo de material contaminante: Las sustancias utilizadas en el estudio,
como fue el microorganismo y las soluciones para su activacion y
enfrentamiento, fueron llevados a la autoclave para ser esterilizados, en el
laboratorio de microbiologia de la Facultad de Biologia de la Universidad

Nacional de Trujillo, por el personal encargado de dicha entidad.?’
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V. Resultados
5.1 Resultados

Tabla 1.

Evaluacion del Efecto antibacteriano de las diferentes
concentraciones del extracto hidroetandlico del Allium sativum
sobre cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212. ULADECH,
Trujillo - 2018

Grupos de tratamiento n Promedio D?SV' P(anova)
Estandar
Extracto hidroetanoélico
20% 16 9.9 0.34
Extracto hidroetanolico
100% 16 14.6 0.50 0.000
Gluconato de
Clorhexidina 2% 16 22.1 0.96
Hipoclorito de sodio 4% 16 23 0.52
16 0 0

Etanol 70°

Fuente: Datos propios obtenidos de la medicién**

*Prueba ANOVA (Nivel de significancia 0.05)
Interpretacion:
En la tabla 1 se observa que el mayor efecto antibacteriano se obtiene con
Gluconato de Clorhexidina al 2% con un halo promedio de 22.1 mm y desviacion

estandar de 0.96 mm.

El andlisis de varianza muestra que existen diferencias muy altamente
significativas entre los grupos de tratamiento (p < 0.001). (Se excluyé al control
negativo etanol 70° por tener valores nulos de halos, lo cual puede reportar

diferencias significativas entre los tratamientos aunque éstas no existan.)
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Grafico 1
Efecto antibacteriano entre dos concentraciones del extracto hidroetandlico de

Allium sativum al 70% y 100% sobre cepas de Enterococcus Faecalis ATCC
29212

22 51

20,0

13,09

12,54

Promedio de Halos de Inhibicién (mm)

10,0

T T T T
Extracto hidroetandlico  Extracto hidrostandlico Gluconato de Hipeclorito de sodio 4%
T0% 100% Clorhexiclina 2%

Grupo de Tratamiento

Fuente: datos proporcionado por el investigador

Notese que los efectos antibacterianos son diferentes para cada grupo de tratamiento, en el
grafico N° 1correspondiente estas diferencias se observan con mayor detalle.
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Tabla 2

Comparacion del efecto antibacteriano de las concentraciones del extracto hidroetanélico
de Allium sativum vy los controles positivo y negativo sobre cepas de Enterococcus
faecalis ATCC 29212

Subconjunto para o= 0.05

Grupos de Tratamiento

n 1 2 3 4 5
Extracto hidroetanolico 70% 16 9.9
Extracto hidroetanoélico
100% 16 14.6
Gluconato de Clorhexidina 16 99 1
2%
Hipoclorito de sodio 4% 16 23
Etanol 70° 16 0

Fuente: Datos propios obtenidos de la medicion **
*Prueba de DUNCAN

Interpretacion

En latabla 2 se realizan las comparaciones de los efectos antibacterianos obtenidos
con cada grupo de tratamiento, asi vemos que el menor efecto se da en el extracto
hidroetanolico de Allium sativum al 70%. A su vez el maximo efecto antibacteriano

se da con el Hipoclorito de sodio 4%.
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5.2. Andlisis de los Resultados

En este estudio se ha comparado la eficacia del efecto antibacteriano entre dos
concentraciones de extracto hidroetanolico de Allium sativum sobre cepas de
Enterococcus faecalis ATCC 29212 y donde se demostré que conforme iban
aumentando las concentraciones del extracto hidroetandlico, mayor fue el efecto
antibacteriano frente a dicho microorganismo. Demuestran que al 70% y 100%
del extracto se lleg6 a evidenciar el efecto antibacteriano sobre el Enterococcus
fecalis, observandose la formacion del tamafio del halo de inhibicion, alrededor
de discos por accion de los extractos hidroetandlicos de Allium sativum.

Los resultados del estudio coinciden con los de Sealih J, et al.® quien muestra en
su estudio que la concentracion a partir del 100%, del extracto de Allium sativum
presentd efecto inhibidor sobre E.feacalis mostrando la formacién de un halo
entre 33 mm de didmetro, siendo mas efectiva su actividad antibidtica frente a
éste, por lo que en éste estudio el extracto hidroetandlico de Allium sativum
presentd mejor efecto antibacteriano al 100% mostrando una formacién de halo
de inhibicion de 14.6 mm sobre dicha bacteria.

Panchi M, et al.® En su estudio se comprobo la accion antimicrobiana del extracto
hidroalcohodlicos tanto del tomillo (hojas) y ajo (pepas) , la obtencion de los
extractos hidroalcoholicos mostrando la formacion de halos de inhibicion a partir
del 75% con una formacion de halo de 6.5 mm y 100% de 9.38 contra el
Enterococcus faecalis , estando de acuerdo con este estudios que al 70% del
extracto en este caso hidroetandlico de Allium sativum se evidencio que hubo

efecto antibacteriano frente esta bacteria patdgena mostrando una formacion de
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halo de inhibicion diferente al estudio anterior con un promedio de 9.9y 14.6
mm entre el 70% y 100% , al igual que Birring OJ, et al.'°, quien encontrd
efectividad antimicrobiana frente al Enterococcus faecalis con su extracto al
70% .Estando de acuerdo en mi investigacion que al 70% se puede ir ya
evidenciando su efecto antimicrobiano contra dicha bacteria. Asimismo ninguno
de las dos concentraciones usados en el estudio superaron el efecto antibacteriano
del hipoclorito de sodio, sin embargo en los hallazgos de Kandaswam, et al.'?,
nos refiere que posiblemente el extracto ajo supera en efecto antibacteriano en
comparacion al Ca (OH) 2 al enfrentarlo al Enteroccocus faecalis.

Mientras que por otra parte Karkare SR, et al. 1! En su estudio esta de acuerdo
con la investigacion de Birring OJ, ® en donde menciona que tanto los extractos
hidroetanolicos como hidroalcoholicos tiene efecto antibacteriano contra esta
bacteria pero el hipoclorito de sodio se considera como Golden estandar frente al
Enterococcus faecalis.

Esta se confirma por Hugar S, et al. ®, quien refuerza la investigacion de los
autores mencionados ,ya que no solo los extractos etandlicos , hidroalcoholicos
y acuosos tiene efecto frente a este bacteria, sino también aceite de ajo, que
mostraron una eficacia considerable contra E. faecalis, siendo el aceite de ajo,
un desinfectante eficaz y pueden utilizarse como una alternativa al autoclave
contra el microorganismo de prueba , estando de acuerdo en el estudio, que el
extracto hidroetanolico de Allium sativum mostro al 70 % y 100% mostro mejor
efecto antibacteriano contra E. faecalis teniendo una formacion de halo mayor a

los demas estudios .
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eswar%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23833449

Por otra parte Pravovic DR, et al. ’ En su estudio refiere que no solamente los extractos
de ajo poseen propiedades antibacterianas sino también cierto potencial antioxidante
contra cepas contra las cepas enteropatdgenas probadas (Salmonella enteritidis fue
la mas sensible, seguida de Escherichia coli, Proteus mirabilis y Enterococcus

faecalis).

Al igual que Percca H, et al.!® En su estudio se evidencia la gran capacidad
antibacteriana del extracto de Allium sativum y del gluconato de clorhexidina

frente a Enterococcus faecalis, mostrando 2 343.75, 4 687.5 y 9375 u g/ml de

efecto inhibitorio frente al E. faecalis, en comparacion con este estudio en el cual
el extracto hidroetandlico de Allium sativum al 70 y 100% vy la clorhexidina al
2% mostro gran efecto antibacteriano mediante la formacion de halos de
inhibicion entre 14.6mm y 22.1mm a diferencia del anterior que son en otras
unidades , estando de acuerdo que los extracto de Allium sativun (ajo) y el
gluconato de clorhexidina poseen gran capacidad antibacteriana frente a esta

bacteria.

Esta diferencia se podria deber a la metodologia empleada por los diferentes
autores en su investigacion y a la utilizacion de algunas santanicas que ayuden a
beneficiar méas el efecto de sus extractos y a la obtencion de estos como sus
extractos hidroalcohdlicos de Allium sativum de Hugar S, et al. 8, y el extracto a
base de aceite ajo por Karkare SR, et al. 11, el cual enfrentaron al Enterococcus
feacalis y tuvieron grandes resultados en su efectividad antibacteriana. Es por
ello que nuestra investigacion difiere de algunos estudios, por lo que para nuestro

enfrentamiento contra el Enterococcus feacalis se utilizO dos extractos
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hidroetandélico de Allium sativum al 70% y 100% que estuvo elaborada a base de
a agua destilada como solvente y etanol al 96 ° el cual también es un agente
antimicrobiano antibacteriano, demostrando que mayormente los extractos

muestran efectos significativos frente a dicho microorganismo.

Esta actividad antibacteriana del Allium sativum “ajo” se deberia a su principio
activo que es la alicina uno de los compuestos mas activos bioldgicamente, ya
que ésta activa la enzima alinasa, que metaboliza la alilina en alicina la cual se
metaboliza alin mas a las vinilditinas. Esta descomposicidn ocurre en cuestion de
horas a temperatura ambiente y en minutos durante la coccion y es por ello que
alicina ejerce actividad antibacteriana contra bacterias gramnegativas y gram-
positivas, siendo principalmente la razén de la eficacia antibacteriana del extracto
de ajo. Feldberg RS, et al.?®, nos dice que la alicina ejerce actividad
antibacteriana contra el E.facalis, principalmente al interferir con la sintesis de
ARN. Esta podria ser la razon posible de la eficacia antibacteriana del extracto
de ajo. Dicho autor en su estudio demostrd que no solo el ajo tiene efecto contra
dicha bacteria sino también que el extracto hidroetanolico de Allium sativum tuvo
efecto antibacteriano contra Enterococcus faecalis, evidenciando asi que este
tiene efecto contra otras bacterias como la Salmonella typhimurium .

Cabe mencionar en nuestro estudio piloto se realiz6 la elaboracion del extracto
hidroetandlico de Alliun sativum al 40% en donde no se evidencio efecto alguno
contra E. faecalis. Por lo que se confirma la hip6tesis de investigacion planteada
en cuanto al Allium sativum presenta efectividad antibacteriana frente a

Enterococcus faecalis, demostrando que a mayor concentracion mayor efecto.
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V1. Conclusién

e El extracto hidroetandlico de Allium sativum al 100% tiene mayor efecto

antibacteriano frente a Enterococcus faecalis que al 70%.

e El extracto hidroetandlico de Allium sativum al 70% tiene efecto antibacteriano

frente a Enterococcus faecalis.

e El extracto hidroetandlico de Allium sativum al 100% tiene efecto antibacteriano
frente a Enterococcus faecalis.

e EIl gluconato de clorhexidina al 2% tiene mayor efecto antibacteriano frente a
Enterococcus faecalis que los extractos hidroetandlicos de Allium sativum al 70%
y 100%.

e El hipoclorito de sodio al 4% tiene mayor efecto antibacteriano frente a
Enterococcus faecalis que los extractos hidroetandlicos de Allium sativum al 70%
y 100%.

e El etanol al 70% no tiene efecto antibacteriano frente a Enterococcus faecalis
mientras que los extractos hidroetanélicos de Allium sativum al 70% y 100% si

presentan efecto antibacteriano.
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Aspectos Complementarios

Recomendaciones

Se recomienda realizar mas estudios in vitro sobre el efecto antibacteriano del
extracto hidroetanolico de Allium sativum frente a otras bacterias patdgenos
orales.

Se recomienda determinar la concentracion inhibitoria y minima bactericida del
extracto hidroetandlico de Allium sativum frente a Enterococcus faecalis.

Se recomienda realizar estudios de la influencia de la temperatura en el efecto
antibacteriano del extracto hidroetandlico de de Allium sativum sobre

Enterococcus faecalis.
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Anexos 1

Ficha de recoleccion de datos para la tesis. Comparar, el efecto antibacteriano entre dos
concentraciones de extracto hidroetandlico de Allium sativum sobre cepas de Enterococcus
faecalis ATCC 29212.

Repeticiones

Diametro del halo de inhibicién del crecimiento

(mm)

Concentracion del
hidroetanolico de
Allium sativum

Controles

70%

100%

Gluconato de
clorhexidina al
2%

Hipoclorito
De sodio
4%

Etanol
70%

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
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Anexo 2

Ficha de recoleccion de datos, con los valores registrados para la tesis. . Comparar, el efecto
antibacteriano entre dos concentraciones de extracto hidroetanolico de Allium sativum sobre
cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Diametro del halo de inhibicion del crecimiento

(mm)
Repeticiones
Concentracion del extracto
hidroetanolico de Controles
Allium sativum
70% 100% Gluconato de Hipoclorito Etanol
clorhexidina al De sodio 70%
2% 4%

1. 10 15 23 23 0
2. 10 14 22 23 0
3. 10 14 23 22 0
4, 9 14 22 23 0
5. 10 15 22 24 0
6. 10 15 22 23 0
7. 10 15 23 23 0
8. 9 15 23 23 0
9. 10 15 23 24 0
10. 10 15 22 23 0
11. 10 14 22 23 0
12. 10 14 22 23 0
13. 10 14 20 23 0
14. 10 15 22 23 0
15. 10 15 23 23 0
16. 10 15 23 23

PROMEDIO 9.9 14.6 22.1 23 0
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Anexos 2

TAXONOMIA DE LA PLANTA
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Anexo 3:

VERNIER DIGITAL marca MITUTOYO, Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic

Caliper 0-150mm / 0-6", por estar calibrado y validado con ISO de calidad 17025
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Anexo 3
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Anexo 4

Cepa de Enterococcus Feacalis ATCC 29212
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Anexo 5

PRUEBA DE NORMALIDAD DE SHAPIRO WILK

Tabla 1. Efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de Allium sativum sobre
Enterococcus faecalis ATCC 29212, determinado mediante el didmetro (mm) de los

halos de inhibicion del crecimiento, método Kirby Bauer

Diametro de halo de inhibicion del crecimiento en (mm)

extracto hidroetandlico de

Controles

Ensayos Allium sativum
70% 100% Glucanato de Hipoclorito de Etanol de 70°
clorhexidina al 2% sodio al 4%
1 10 15 23 23 0
2 10 14 22 23 0
3 10 14 23 22 0
4 9 14 22 23 0
5 10 15 22 24 0
6 10 15 22 23 0
7 10 15 23 23 0
8 9 15 23 23 0
9 10 15 23 24 0
10 10 15 22 23 0
11 10 14 22 23 0
12 10 14 22 23 0
13 10 14 20 23 0
14 10 15 22 23 0
15 10 15 23 23 0
16 10 15 23 23 0
Promedio 9.9 14.6 22.1 23 0
P 0.0583 0.4877 0.1005 0.5123 0
Prueba de
normalidad Normal Normal Normal Normal | = -
Shapiro-Wilk

Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Interpretacion:

En la tabla 1 se observa una distribucion normal de los datos arrojados por el investigador

el cual nos dice que la prueba de normalidad se encuentra dentro de los parametros

establecidos
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Anexos 6
PREPARACION DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE ALLIUM SATIVUM

(AJO)

Fotos y evidencias del proyecto de investigacion

Recoleccion y seleccion del ajo

Figura 1. Como se observa en la imagen, se esta obteniendo el ajo
Se prosiguio a la seleccionado los diente de ajo a trabajar en este caso fueron 5 kg

Lavado y pelado el ajo a trabajar
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Figura 3. Desinfeccion de Desinfeccion a los dientes
los dientes de ajo de ajo con 5 gotitas de
sumergidos en  agua hipoclorito de sodio

Figura 2. Lavado y pelado
de los dientes de ajo

Licuado de los dientes de ajo

Figura 4. Colocacion de los Figura 5. Agregacion de
dientes de ajo en la 500 ml de alcohol al 96 %
licuadora y 125 de agua destilada
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Figura 6. Almacenamiento del ajo para su maceracion

Como se observa en la imagen se esta agregando el ajo licuado en un fracaso color &mbar
para posteriormente dejarlo macerando en un periodo de 7 dias.

Obtencion del extracto hidroetanodlico del ajo

e i som Fidis 9. Obtcin 0
pasado fos 7 dias . J ., extracto hidroetandlico del
motor de precipitacion al ai0
vacio J
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Establecimiento de la densidad del extracto hidroalcohélico de Allium sativum.

Figura 10. Secado del ajo en la estufa

con circulacion de aire forzado a 40°C. Figura 11. Eliminando el solvente del
extracto hidroetandlico de ajo en el
equipo de rotavapor.

Entrega de los extractos hidroetandlicos de ajo a las contracciones propuestas en el
proyecto

Figura 12. Obtencion de los extractos hidroetanélicos de ajo en diferentes concentraciones y
estos fueron al 70 y al 100 %
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Reactivacion de la cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Figura 13. Sembrando el cultivo Figura 14. Activacién de la bacteria de

liofilizado en tubo con 5 mL de Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Caldo Brain Heart Infusion (BHI)

Esterilizacion de materiales para el enfrentamiento

Figura 15. Esterilizacion de las cajas Petri donde se realizara el enfrentamiento
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Inoculacion de la bacteria en las cajas Petri

Figura 16. Se tom¢ alicuota de
100ul con un hisopo estéril
sumergido en la suspension

Figural?7. Se coloco en cada una de las placas
con Agar Mieller Hinton, y se distribuyo la
suspension bacteriana en tres direcciones para
asegurar una proporcion semejante del in6culo
en la placa, se dejo secar en un intervalo de 3a 5

Preparacién de discos con el extracto hidroetanolico de Allium sativum

Figura 18. Preparacion de discos de papel filtro whatman namero 3.
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F_igura 19. .Agreganc_lo en los papeles Figura 20. Empapando los papeles
filtros las concentraciones de extracto filtros con 30 UL con cada una de las

. - 0 _
hidroetandlicos al 40, 70 y 100 % concentraciones

Figura 21. Con un sujetador estéril los Figura 22. Colocacién de los disco en los
discos seran llevados sobre el medio medios de cultivo de Mueller Hinton
de cultivo inoculadas con la bacteria de

Enterococcus faecalis ATCC 29212
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Incubacion

Figura 23. Se realiz6 la incubacion de las placas en ubicacion invertida durante 15 minutos
siguientes al empleo de los componentes a evaluar, a un nivel de temperatura de 37°C durante
el intervalo de tiempo de 24 y 48 horas en microaerofilia se utilizaran jarra Gaspak con el
procedimiento de la vela.
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Lectura de los resultados

Se utiliz6 VERNIER DIGITAL marca MITUTOYO, Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper O-

150mm / 0-6", por estar calibrado y validado con ISO de calidad 17025, abarcando el diametro

del halo, evaluando el crecimiento del contorno de cada disco.

Figura 24. Examinacion de las placas luego de haber pasado un intervalo de tiempo de 24 a
48 hr.

Examinacion de las placas luego de haber pasado un intervalo de tiempo de 24 a 48 hr.
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Figura 25. Se empled como control positivo la clorhexidina 2%
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Figura 26. Se emple6 como control positivo el hipoclorito al 4 % y control negativo de
alcohol al 70% de caldo BHI.
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Anexo 7

HOJA DE DECLARACION DE CONFLICTO DE INTERES
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