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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Cinnamomum zeylanicum (canela) sobre Fusobacterium nucleatum ATCC
25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 33277. Material y método: El
estudio fue experimental, en el cual se elabord extracto etandlico de
Cinnamomum zeylanicum (EEC) a diferentes concentraciones frente a
Fusobacterium nucleatum (Fn) ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis
(Pg) ATCC 33277. El EEC se obtuvo por maceracion en alcohol de 70°/45d y
fue diluido con agua destilada para obtener concentraciones al 25%, 50%, 75%
y 100%, como control positivo se us6 Clorhexidina al 0.12%. Se realiz6 la
prueba de difusion de disco de Kirby Bauer sobre medios de Mueller Hinton
Agar (MHA), inoculadas con Fn y Pg por 24 horas a 37°C bajo anaerobiosis
total. Posteriormente se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI)
y concentracion minima bactericida (CMB). Resultados: Del estudio por
cromatografia se evidencié metabolitos secundarios. Se determind efecto
antibacteriano sobre Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 en todas las
concentraciones, al 100% de concentracion fue 12,33mm halos de inhibicion,
y sobre Porphyromona gingivalis ATCC 33277 con valores de 21,5263mm
para una concentracion al 100%. Se determindé que la CMI sobre
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 es 29,4084 mg/ml y la CMB es
31.509 mg/ml; mientras que Porphyromona gingivalis ATCC 33277 laCMl y
CMB es 14,7042 mg/ml. Conclusion: Se evidenci6 efecto antibacteriano en
todas las concentraciones de extracto etandlico de cinnamomum zeylanicum
sobre Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, teniendo un mayor efecto

sobre Porphyromona gingivalis ATCC 33277.

Palabras clave: Agente antibacteriano, extracto etanolico de Cinnamomum

Zeylanicum, Fusobacterium nucleatum, Porphyromona gingivalis.



ABSTRACT

Objective: Determine the in vitro antibacterial effect of the ethanolic extract of
Cinnamomum zeylanicum (cinnamon) on Fusobacterium nucleatum ATCC 25586
and Porphyromona gingivalis ATCC 33277. Material and method: The study was
experimental, in which ethanolic extract of Cinnamomum zeylanicum (EEC) was
prepared at different concentrations against Fusobacterium nucleatum (Fn) ATCC
25586 and Porphyromona gingivalis (Pg) ATCC 33277. The EEC was obtained by
maceration in 70° alcohol /45d and was diluted with distilled water to obtain
concentrations of 25%, 50%, 75% and 100%, 0.12% Chlorhexidine was used as a
positive control. The Kirby Bauer disk diffusion test was performed on Mueller
Hinton Agar (MHA) media, inoculated with Fn and Pg for 24 hours at 37°C under
total anaerobiosis. Subsequently, it was determined the Minimum Inhibitory
Concentration (CMI) and Minimum Concentration bactericide (CMB). Results:
The chromatography study revealed secondary metabolites. The antibacterial effect
on Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 was determined in all its
concentrations, to 100% concentration was 12.33 mm inhibition halos, and for
Porphyromona gingivalis ATCC 33277 with values of 21.5263 mm for a 100%
concentration. It was determined that the MIC on Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586 is 29,4084 mg/mL and the CMB is 31,509 mg/mL; while
Porphyromona gingivalis ATCC 33277 the MIC and CMB is 14,7042 mg/mL.
Conclusion: Antibacterial effect was evident in all concentrations of Cinnamomum
zeylanicum ethanolic extract on Fusobacterium nucleatum ATCC 25586, having
a greater effect on Porphyromona gingivalis ATCC 33277.

Key words: Antibacterial agent, ethanolic extract of Cinnamomum

Zeylanicum, Fusobacterium nucleatum, Porphyromona gingivalis.
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INTRODUCCION

En la actualidad es considerada a la enfermedad periodontal como una de las
enfermedades mas comunes en la poblacién y un problema de salud pablica, debido
a su etiologia multifactorial. Ademas, esta relacionada a enfermedades como la
diabetes, hipertension, y partos prematuros, teniendo como causa principal la
presencia de microorganismos en la placa bacteriana localizado a nivel del surco

gingival de los dientes. (1)

Sin embargo, el alineamiento dental, el cepillado dental y la higiene oral toman un
papel importante para la introduccion de la bacteria, por promover un medio
inflamatorio adecuado para la proliferacion bacteriana siendo ampliamente

estudiada para determinar su etiologia, desde 1830. (2)

Segun la reaccion del huésped ante esta enfermedad se pueden realizar varios tipos
de tratamientos como terapias clinicas manuales las cuales pueden ser reforzadas

con terapias antibidticas. (3)

La organizacion mundial de la salud (OMS) considera que el 45% de la poblacion
es afectada por enfermedades bucodentales (4). Se encuentran en la cavidad oral
alrededor de 700 tipos de especies de bacterias y 50 de ellas se reconocen como

factor etioldgico de la patologia periodontal. (5)

La Porphyromona gingivalis es considerada como una de las mas patdgenas a pesar
de la variabilidad de bacterias que existen en cuanto al area geografica o etnia, y el
Fusobacterium nucleatum es considerada como uno de sus principales agentes
patogenos, asociado fuertemente con el establecimiento y mantenimiento del

biofilm por su gran capacidad para promover la coagregacion bacteriana. (6)(7)

El uso de las plantas como tratamiento alternativo estd siendo ampliamente

estudiado en base a aceites esenciales, unglientos asi también en extractos, el
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cinnamomum zeylanicum (CANELA) muestra actividad antibacteriana contra
bacterias y hongos por las propiedades que presenta en aceites esenciales con
excelentes resultados frente a especies bacterianas, pero este no es el inico método
para obtener sus propiedades como un potente agente antibacteriano natural, por
eso es de importancia realizar este estudio para prevenir y disminuir la incidencia
de las enfermedades utilizando también la medicina alternativa, y sobre todo

concientizar a los demas sobre temas que nos competen a todos como sociedad. (8)
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CAPITULO |

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

11

FUNDAMENTACION DEL PROBLEMA

La organizacion mundial de la salud precisa que mil millones de personas
en todo el mundo se ven afectadas por la enfermedad periodontal, y trae
como consecuencia la pérdida dentaria. (4) Ademas, el 85% de la poblacion
nacional padece de enfermedad periodontal siendo su principal factor

etioldgico los malos habitos de higiene bucal. (9)

La enfermedad periodontal es una patologia inflamatoria cronica de
etiologia multifactorial asociado a factores locales y sistémicos. La
biopelicula alberga diversos tipos de bacterias que pueden dar inicio a la
enfermedad periodontal y la destruccion de las estructuras de soporte de los
dientes. (10)

Entre las diversas especies bacterianas, son consideradas como una de las
méas involucradas la Porphyromona gingivalis y Fusobacterium
nucleatum, debido a su frecuencia en lesiones periodontales, y su presencia

en biopeliculas de placa. (11) (12)

La Porphyromona gingivalis es un gram negativo, anaerobio estricto, es el
patdgeno preponderante en la periodontitis crénica, la cual favorece a los
patdgenos en la invasion y resistencia a las defensas del huésped, asi como
su facultad de incorporarse a células periodontales ademas de ser un factor
de riesgo para infecciones pulmonares, patologias mortales como una
cardiopatia isquémica, infarto del miocardio, bajo peso al nacer, razon por

la cual se toma a esta infeccion de impacto social .(11)
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1.2

1.3

El Fusobacterium nucleatum, es un gram negativo, anaerobio estricto,
participa en la formacion de varias formas de enfermedad periodontal,
estimada en segundo orden como la especie anaerobia bucal méas separada

de procesos infecciosos humanos. (12)

Desde 1976 la Organizacion Mundial de Salud (OMS), ha estado
promoviendo la practica de la medicina tradicional, con el objetivo de
contribuir a las entidades sanitarias a hallar soluciones que favorezcan a un
enfoque mas amplio respecto al mejoramiento de la salud. (13) La canela
estd compuesta principalmente por sustancias antioxidantes metabolitos
secundarios fenolicas, polifendlicas y cinamaldehido, ademés que su uso en
la terapia farmacoldgica puede actuar como coadyuvante de otros farmacos,

para el tratamiento de las diversas enfermedades (14).

En este estudio se pretende contribuir a la investigacion de tratamientos
alternativos, tratando el efecto de cinnamomum zeylanicum (canela) sobre
el Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis
ATCC 33277, bacterias de importancia en la salud publica.

FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico del
cinnamomum zeylanicum (canela) sobre el Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586 y la Porphyromona gingivalis ATCC 33277?

OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

- Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico del

cinnamomum zeylanicum (canela) sobre el Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586 y la Porphyromona gingivalis ATCC 33277.

16



1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico del
cinnamomum zeylanicum (canela) al 25%, 50%, 75%, 100% sobre el
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586.

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico del
cinnamomum zeylanicum (canela) al 25%, 50%, 75%, 100% sobre la

Porphyromona gingivalis ATCC 33277.

Determinar el CMI (Concentracion minima inhibitoria) y CMB
(concentracion minima bactericida) del extracto etanolico del
cinnamomum zeylanicum (canela) sobre el Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 33277.

Comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico del
cinnamomum zeylanicum (canela) con clorhexidina al 0.12% sobre el
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis
ATCC 33277.

17



1.4

JUSTIFICACION

Los antibioticos son usados como principal fuente para el tratamiento de los
diferentes microorganismos, pero su manejo excesivo llevo a contribuir su
uso indiscriminado generando como consecuencia la resistencia al
microorganismo Y la lucha con sus efectos secundarios. La clorhexidina es
uno de los tratamientos con farmacos mas indicados para las bacterias
patdgenas en la cavidad oral, que aun tiene efectos secundarios como la

alteracion de la flora bacteriana y en el periodonto. (15)

Nuestro continente y pais cuenta con una gran diversidad en plantas
medicinales, producidas y comercializadas a nivel mundial, que fueron
usadas por nuestros ancestros por sus multiples beneficios aportando nuevos
recursos terapéuticos frente a la diversidad de nuevas enfermedades que

debemos enfrentar.

La necesidad de encontrar nuevas alternativas de tratamientos, conlleva a
contribuir e investigar los componentes y propiedades de las plantas
medicinales, en este estudio se pretende investigar la obtencion practica y
simple de fuentes naturales para contrarrestar el Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 33277, cepas relacionadas

a la enfermedad periodontal.

Teniendo en cuenta gque se han realizado estudios acerca de la efectividad
del aceite esencial del cinnamomum zeylanicum (CANELA) frente a
patégenos orales de alta resistencia, la presente investigacion tiene el
propdsito de determinar su efecto antibacteriano del extracto etandlico del
cinnamomum zeylanicum (CANELA) sobre el Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 33277. El presente
proyecto se encuentra en la linea de investigacion de innovacion tecnolégica

y biomateriales dentales, los resultados que se obtendran contribuiran en las

18



futuras investigaciones, elaboracion de medicamentos y también
alternativas naturales de tratamiento para la poblacion que es afectada por la

enfermedad periodontal ademas contribuir a mejorar la salud del periodonto.
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2.1

CAPITULO Il

REVISION BIBLIOGRAFICA

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

A nivel internacional

Yépez V, Efecto inhibitorio del extracto de cinnamomum verum
(canela) y el extracto acuoso de illicium verum (anis estrellado) en cepas

de Porphyromonas gingivalis. Estudio in vitro. Ecuador 2019.

El trabajo de investigacion fue de tipo experimental en el cual se determiné
el efecto inhibitorio del extracto metandlico de la cinnamomum verum
(EMC) y extracto acuoso de illicium verum (EAI) al 50%, 75%, 100% ,
como control positivo clorhexidina 0.12% Yy negativo agua destilada sobre
Porphyromonas gingivalis en un periodo de incubacion de 48 horas y medir
los halos de inhibicion mediante la técnica de Kirby Bauer. EI EMC se
obtuvo por maceracion en alcohol y el EAI se obtuvo por maceracion en
agua desionizada estéril durante 48 horas. El andlisis estadistico que se uso
fue la prueba de Krusbal Wallis, Wilcoxon y Mann Whitney con un nivel de
significancia de 95%. Se observd que el EAI posee actividad inhibitoria
frente a Porphyromonas gingivalis fue 9mm, 10.88mm, 14.20mm a una
concentracion del 50%, 75%, 100% respectivamente y clorhexidina 0.12%
se registra 14,60mm. En comparacion al EMC que obtuvo halos de
inhibicion de 8.50mm, 12,70mm; 15,00mm a una concentracion de 50%,
75%, 100% respectivamente y clorhexidina al 0.12% se registra 14,70mm
pudiendo ser usadas como medicina alternativa en la prevencion de la
misma, se demostré efecto inhibitorio en la concentracion al 100% es

similar a la clorhexidina al 0.12%. (16)
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Melendez F. y cols., Inhibicion de Porphyromona gingivalis por

Cinnamomum verum E Hlicium verum. México 2016.

El estudio determind la actividad inhibitoria del extracto metanolico de
[llicium verum obtenido por maceracion durante 14 dias y extracto acuoso
de Cinnamomum verum obtenido por maceracion en agua desionizada por
30 minutos frente a la Porphyromona gingivalis, en consecuencia, se
prepar6 concentraciones al 0.1 mg/mL, 1 mg/mL, 7 mg/mL, 10 mg/mL
para cada extracto frente a Porphyromona gingivalis. Los tubos de ensayo
con cultivo fueron llevados a incubacion por 24 horas a 37°C. Se obtuvo
resultados considerables en la concentracién de 7 mg/mL en el anélisis
espectrofotométrico y en la cuantificacion de Unidades formadoras de

colonias/mL para ambos extractos. (17)
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A nivel nacional

Garcia K, Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
Cinnamomum Zeylanicum (CANELA) sobre el Fusobacterium
Nucleatum ATCC 25586. Trujillo 2016.

El estudio experimental tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano y bactericida del aceite esencial de cinnamomum zeylanicum
(canela) sobre el Fusobacterium nucleatum. EI método que se empleo para
obtener el aceite esencial por arrastre con vapor de agua. Se obtuvo
concentraciones al 5%, 25%, 50%, 75%, 100% y como control positivo
(penicilina). Se utiliz6 la técnica difusion de discos para determinar la
sensibilidad bacteriana empleando la escala de Duraffourd y para determinar
el efecto bactericida a través de la presencia o ausencia de unidades
formadoras de colonias. A las 24 horas de incubacion la actividad
antibacteriana del aceite esencial de canela para el 5% (8,25 mm), el 25%
(17,42 mm), el 50% (18,67 mm), el 75% (16,17m), el 100% (15,25mm), la
penicilina (29,00mm) y el efecto bactericida a partir de la concentracion al
25% no registro crecimiento de colonias. Se lleg6 a la conclusién que el
aceite esencial de canela presenta efecto antibacteriano y bactericida sobre
Fusobacterium nucleatum concluyendo que a mayor concentracion

presenta mayor efecto. (18)

Torres J, Comparacion del efecto de un extracto etandélico de propdleo
a dos concentraciones y del paramonoclorofenol alcanforado frente

Enterococcus Faecalis y Fusobacterium Nucleatum. Lima 2019.

El trabajo de investigacion fue tipo experimental, el cual comparé el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de propdleo (EEP) al 20%, 30% con
paramonoclorofenol alcanforado(PMCFA) frente a Enterococcus Faecalis

y Fusobacterium nucleatum, durante este tiempo los grupos control fueron
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Clorhexidina 2% y agua destilada para ello se realiz6 el método de Kirby
Bauer. Las pruebas estadisticas usadas para determinar la normalidad de los
datos fueron Kruskal Wallis y Anova. Se demostré que el EEP al 30% y
20% posee efecto antibacteriano a las 24 horas de incubacion registrando un
halo de inhibicién de 10,32 mm, y 9,10 mm respectivamente, mientras que
el PMCFA registro 9,10 mm. Después de las 48 horas de incubacion se
registré halos de inhibicién del EEP al 30% fue 14,96 mm y para la
concentracion al 20% de 11.00 mm, en comparacion con PMCFA que se
registro 8,94 mm. Transcurridos los 7 dias de incubacion se observo el efecto
antibacteriano sobre Fusobacterium nucleatum para el EEP al 30% y 20%
fueron 23,17 mm y 18,89 mm respectivamente, en comparacién con
PMCFA su efecto fue 13.50 mm. En conclusion, se obtuvo mejores
resultados del EEP al 30% seguido por la concentracion al 20% y PMCFA,
sobre Enterococcus Faecalis y Fusobacterium nucleatum. (19)

Alca Y, Efectividad antiflngica in vitro individual y su asociacion de los
aceites esenciales Origanum vulgare (orégano) y cinnamomum
zeylanicum (canela) a diferentes concentraciones sobre Candida
albicans, Cusco 2018.

El trabajo de investigacion es experimental. Tuvo como objetivo evaluar la
efectividad antifungica in vitro individual por el método de Kirby Bauer.
Para obtener el aceite esencial se utilizé el método de destilacion por arrastre
de vapor de agua y se prepard concentraciones al 10%, 20%, 50%, 75%,
100%, control positivo y control negativo en cepas de Candida albicans, la
lectura se realiz6 a las 24 y 48 horas de incubacion a 36° C. Se registro el
efecto del aceite esencial de oregano frente a Candida albicans en las
concentraciones al 10% y 20%, 50%, 75%, 100% siendo su efecto
antifngico nulo, sensible, muy sensible y altamente sensible

respectivamente. El aceite esencial de canela registré efectividad en sus
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concentraciones al 20%, y 50% fue sensible, al 75% y 100% fue altamente
sensible sobre Candida albicans. Se concluyd que el aceite esencial de
canela presenta efectividad antifangica al 75% y 100% altamente sensible,
mientras que para el aceite esencial de orégano al 100% es altamente
sensible, en relacion a la asociacion de los aceites esenciales de canela y

orégano al 50%, 75%, 100% su efecto fue altamente sensible. (20)

Machaca S., Estudio in vitro comparativo de la accién antibacteriana
del aceite esencial Cinnamomum verum (canela) y clorhexidina 0.12%

en cultivos de Fusobacterium nucleatum. Juliaca 2019.

Este trabajo de investigacion es experimental. Su objetivo fue determinar el
nivel de accién inhibitoria del aceite esencial cinnamomum zeylanicum
sobre cepas bacterianas de Fusobacterium nucleatum. El aceite esencial se
obtuvo por arrastre de vapor de agua, se prepararon concentraciones al 25%,
50%, 75%, 100%, como control positivo (clorhexidina 0.12%) y control
negativo (agua estéril). El efecto antibacteriano se determind empleando el
método de Kirby Bauer. Se empled la prueba estadistica ANOVA para
determinar la diferencia significativa en los diferentes tratamientos. A las 24
horas de incubacion se registro halos de inhibicion de 11,26mm; 13,24 mm,
16,07 mm; 17,38 mm para la concentracion del 25%, 50%, 75%, 100%
respectivamente y clorhexidina al 0.12% fue 17.96mm en cepas bacterianas
de Fusobacterium nucleatum. A las 48 horas de incubacion se registrd
halos de inhibicién de 10.21mm, 11.05mm, 11.08mm, 12.43mm para las
concentraciones al 25%, 50%, 50%, 75%, 100% respectivamente,
clorhexidina 0.12% fue 12,86mm sobre cepas bacterianas de
Fusobacterium nucleatum. Se concluyé que la canela causa efecto
antibacteriano en todas sus concentraciones, pero a la concentracion del

100% se obtiene un resultado similar a la Clorhexidina 0.12% (21)

24



Guerrero S, Santamaria M, Actividad antibacteriana del extracto
etandlico de Melissa officinallis L. (Toronjil) y Piper aduncun (Matico)
frente a Fusobacterium nucleatum, en los laboratorios de forense

Lambayeque y Microclin. Trujillo 2021.

El estudio es tipo experimental. Su objetivo fue determinar la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Melissa officinallis L. (toronjil) y
Piper aduncun (matico) frente a Fusobacterium nucleatum, se elaboro6 por
maceracion de la planta en etanol de 96°/7d con agitacion por 10 minutos 2
veces al dia, luego obtener concentraciones al 100% y 50% para cada
extracto, control negativo (etanol), control positivo (ciprofloxacino). Se
empled la técnica de Kirby Bauer para determinar el efecto antibacteriano,
posteriormente las placas fueron incubadas por 24 horas a 35°C por
anaerobiosis total. Los datos fueron exportados al programa estadistico
SPSS 26.0 donde se realizo la prueba de normalidad de Shapiro Wilk, y se
utilizé la prueba inferencial de Tukey para determinar el grado de
correspondencia de los grupos y controles con un nivel de confianza de 95%.
Se hallé efecto inhibitorio en todas sus concentraciones, los halos de
inhibicion registrados para el extracto etandlico de Toronjil fueron
15.99mm y de 11.42mm para el 100% y 50% de concentracion
respectivamente, posteriormente se registraron halos de inhibicion para
extracto etandlico de matico de 12,97mm y 10,06mm para la concentracién
de 100% y 50 % respectivamente, y para el control negativo etanol se
registré 6,05mm , pero los resultados no fueron mayores frente al

ciprofloxacino (21,93mm). (22)
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2.2

MARCO TEORICO

2.2.1. ENFERMEDAD PERIODONTAL

2.2.1.1 Concepto

La enfermedad periodontal es una enfermedad inflamatoria cronica
de origen multifactorial y unida a factores locales o de origen
sistémico causan la infeccidn de los tejidos que sostiene el diente y
puede llegar a causar la pérdida de la estructura dentaria y dafia el
tejido blando que se encuentra alrededor del diente, en su forma
inicial es una gingivitis que puede ser reversible con el tratamiento
adecuado. (23)

La gingivitis es una inflamacién que afecta la encia, se produce por
la acumulacion de bacterias en la cavidad bucal dando lugar a la
placa bacteriana, ésta biopelicula bacteriana ubicada en la superficie
dentaria, denominada como la forma inicial de la periodontitis. La
gingivitis se caracteriza por la inflamacion y coloracion rojiza, sin
pérdida radiogréafica del periodonto o de insercidn clinica, presencia
de calculo o placa, sangrado de las encias frente a un estimulo,

cambios en la consistencia, aspecto y forma de la encia. (24) (25)

Existe evidencia cientifica que relaciona a la enfermedad periodontal
con enfermedades crénicas como: diabetes, enfermedad pulmonar

obstructiva cronica y las enfermedades cardiovasculares, etc. (26)

2.2.1.2 Clasificacion de las enfermedades y condiciones
periodontales y periimplantarias 2017 AAP (Academia
Americana de Periodoncia — EFP (Federacién Europea de
Periodoncia): (27)
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A. Salud
periodontal,
enfermedades y

condiciones

gingivales

Salud periodontal v salud gingival.

Gingivitis inducida por biopelicula dental.

Enfermedades gingivales no inducidas por
biopelicula dental.

B. Formas de

periodontitis

Enfermedades periodontales necrosantes.

Periodontitis como manifestacion  de
enfermedades sistémicas.
Periodontitis

afectan el aparato de insercion periodontal.

Deformidades y condiciones mucogingivales
alrededor de los dientes.

‘Fuerzas oclusales traumaticas.

Factores relacionados al diente y protesis.

2.2.1.3 Etiopatogenia:

anaerobias aisladas en

La colonizacién bacteriana da en consecuencia, la destrucciéon

periodontal, es decir estd asociada a bacterias principalmente

la placa dental del surco gingival,
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2.2.2

subgingival, lengua, saliva, abscesos, lengua entre otros. (28) (29)
(30)

La microbiota periodontal presenta: Agregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia, Prevotella intermedia y Treponema denticola ademas del

Fusobacterium. (28)

Estas bacterias tienen como caracteristica su alta capacidad de
adaptacion y evolucion en distintitos medios y condiciones
fisicoquimicas ya que la cavidad oral es un ambiente adecuado para
el desarrollo de microorganismo, debido a su humedad, temperatura,

ph y nutrientes. (31)

La colonizaciébn de Actinomyces sp. y Streptococcus sp.
coagregados con F. nucleatum y otras especies, generan irritacion
de los tejidos y paralelamente van a incrementar las especies de
Porphyromonas, Prevotella y de otros microorganismos asociados
con la devastacion del tejido, confirmando de esta forma el escenario

para el desarrollo de la patologia periodontal. (32)

FUSOBACTERIUM NUCLEATUM:

2.2.2.1. Descripcion:

Es una especie gram negativa que se establece en el biofilm de la
placa bacteriana, son bacilos largos fusiformes, inmoviles, no
esporulados, y principalmente no fermentativos. La produccion de
acido butirico como primordial producto metabolico posibilita
distinguir Fusobacterium de Prevotella, Porphyromonas vy
Bacteroides. (33).
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Todas estas bacterias han sido vinculadas con la enfermedad
periodontal sobre todo el Fusobacterium nucleatum, hasta ahora se
han descrito cinco subespecies de esta especie bacteriana: F.
nucleatum nucleatum, F. nucleatum polymorphum, F. nucleatum
fusiforme, F. nucleatum vincentii y F. nucleatum animalis. Su
caspula y la presencia de adhesina FadA (considerada el principal
factor de virulencia de importancia en F. nucleatum) es su potencial
factor de virulencia en la multiplicacion e invasion de
microorganismos, son los factores de enlace de mayor potencial que

causan la enfermedad periodontal (34).

Su genoma presenta aproximadamente 2.4 x 106 pares de bases (pb).
Fusobacterium n. es un huésped muy conocido en la microbiota
orofaringea en humanos, y es un agudo patdgeno en las
enfermedades periodontales. Es también el que mas probabilidades
tiene de causar infecciones extraorales como perocarditis,
osteomielitis, cancer colorectal. F. nucleatum ha demostrado ser
altamente invasivo y su actividad es comparable con la del P.
gingivalis. (35)

Del Fusobacterium nucleatum se conoce que tiene el potencial de
ser un patdgeno periodontal por medio de la utilizacion de la
produccion de metabolitos toxicos. Dichos elementos toxicos poseen
la funcion de asesinar o detener la proliferacion de las células
cercanas clasicos del periodonto (los fibroblastos). Por consiguiente,
puede penetrar en el epitelio gingival, y permanecen presentes a
niveles altos en la placa vinculada con periodontitis. (35)

2.2.5 PORPHYROMONA GINGIVALIS

2.2.5.1 Descripcion:
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2.2.5

Considerada como bacteria periodontal, habitan en el &rea
subgingival y su colonizacion causa una alteracion en los tejidos de
soporte debido a que se generan diferentes componentes de
virulencia, y a una disbiosis entre el sistema inmune y la actitud
inflamatoria en el huésped. Se encuentra en el género Bacteroides,
anaerobio, gram negativo y sin esporas. Es un bacilo corto o
cocobacilo, donde sus medidas son de 0.5- 0.8um x 1 - 3.5um. (36)

Posee una doble pared celular, donde la externa tiene endotoxinas
(lipopolisacaridos) incorporadas, tiene capsula, no esporulado, sin
flagelos, pero rico en fimbrias, superficialmente tiene algunas
vesiculas quienes en su interior tienen dentro enzimas, fundamental
para su accion virulenta, ademas, hay otro tipo de enzimas que tienen

la posibilidad de reducir los compuestos proteicos. (11) (37)

Tiene la facultad de adherirse primordialmente por sus fimbrias
peritricas tipo Ib, al igual como por sus vesiculas de membrana,
hemaglutininas, capsula, las cuales propician la colonizacion del
surco gingival. Tiene la capacidad de eludir las defensas del
huésped, degradar distintas proteinas, por lo tanto, aumentar el

proceso inflamatorio, realizando crénico el proceso periodontal. (11)

CINNAMOMUN ZEYLANICUM

2.2.5.1. Descripcion general de la planta:

La canela es una sabrosa especie que se utiliza para dar sabor y
aroma. Tiene origen en la India, sin embargo, sus propiedades van
un poco mas alla, ya que esta planta tiene una gran cantidad de
propiedades medicinales. Su clasificacion taxonémica de la canela,
se obtiene a partir de la corteza de diferentes arboles de hojas
perenne de la familia Lauraceae. El arbol de canela puede llegar a
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medir de 10 a 15m de altura, sus hojas son de forma ovalada y
puntiaguda de 5 a 15 cm de largo por 5 a 10cm de ancho color verde
brillante en el haz. En su estado silvestre, pero se poda en arboles

mas pequefios y densos para facilitar su cultivo. (38)

2.2.5.2 Cultivo:

En el momento de la cosecha se separa la corteza de las hojas y
aquello de la rama que no se utiliza, y se dejan secar los rollos de
canela al sol. En los mercados de abastos la encontramos como
corteza del arbol que es previamente secada y enrollada para obtener

su apariencia tradicional. (38)

2.2.5.3 Clasificacion taxonomica:
Ubicacion taxondmica de la canela (38).

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliophyta

Subclase: Laurales

Familia: Lauraceae

Género: Cinnamomum

Especie: Cinnamomum zeylanicum

2.2.5.4 Descripcion geografica:

La canela es nativa de Sri Lanka, ademas fue cultivada por el hombre
en la India y en otras areas geogréaficas incluida todo el Sur de Asia,
parece que esta especie se metio a América en el siglo XVIII. (38)

2.2.5.5 Composicién Quimica:

Su aroma es debido al aceite esencial de la corteza de canela
compone el 0.5- 2.5% de su composicion y entre sus principales
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componentes se encuentra el aldehido aromético como
cinamaldehido (60-80%), esteres aromaticos como benzoato de
benzilo (1%), fenoles como el eugenol (2-10%). (38)

2.2.5.6 Uso medicinal:
Su uso medicinal es conocido por su potente capacidad antioxidante
y antiinflamatoria. ElI poder antioxidante mejora las digestiones,

ayuda a prevenir los resfriados y posee propiedades analgésicas. (38)

2.2.5 CLORHEXIDINA

Este compuesto es una base profunda dicationica a pH mayor a 3,5
con 2 cargas positivas en cada extremo del puente de hexametileno,
es esta naturaleza dicatiénica la que la hace drasticamente interactiva
con los aniones, importante para su efectividad, estabilidad, efectos

colaterales locales y complejidad para formularla en productos. (16)

2.2.5.1 Historia:
La clorhexidina ha sido realizada en la década de los 40 por Imperial

Chemical Industries en Inglaterra en un andlisis contra la malaria.

El estudio in vivo que permitid conocer a la clorhexidina en la
periodoncia se llevo a cabo por Lde y Schiott en 1970, donde se
ensefid que un enjuague de 60 segundos 2 veces al dia con una
solucion de clorhexidina al 0,2% en ausencia de cepillado regular,
inhibia la formacién de placa por lo tanto la formacion de gingivitis.
(16)

2.2.5.2 Mecanismo de accion:

Su unién es mas fuerte a la membrana celular de la bacteria, en

concentraciones minimas logra la inhibicion de las bacterias y como
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resultado un efecto bacteriostatico, en concentraciones elevadas
conlleva a la precipitacion del citoplasma en la bacteria y por

consiguiente muerte celular, efecto bactericida. (16)

2.2.5.3 Farmacodinamia

Con pH entre 5,0 y 8,0 es activa ante bacterias Gram positivas y
negativas. La accion inhibitoria se da cuando la clorhexidina esta
unida al area de las piezas dentarias. La molécula se adhiere al area
por un catién, dejandolos libres para interactuar con las cepas
bacterianas que intentan colonizar el area. (16)

2.2.6 ANTIBIOGRAMA

Tiene como objetivo determinar la susceptibilidad de una especie
bacteriana, hongo o virus, frente a un antibidtico. Es de importancia
conocer estos hallazgos ya que determinaran la eficacia del
medicamento logrando detener el crecimiento de la bacteria y
obtener como resultado un factor predictivo de la eficacia clinica.
(44)

2.2.6.1 Concentracion minima inhibitoria (CMI):
Es la concentracion minima de antimicrobiano que inhibe el
crecimiento bacteriano y la capacidad del antimicrobiano para

inhibir el crecimiento de las bacterias. (39)

2.2.6.2 Concentracion minima bactericida (CMB):
Es la concentracion minima de antimicrobiano capaz de matar un
99.9% de la poblacion bacteriana inicial. Refleja la posible actividad

bactericida del antimicrobiano. (39)
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2.2.6.3 Prueba de Kirby Bauer:

El método de difusion de discos es empleado para determinar la
sensibilidad de una bacteria frente a un antibio6tico o quimioterapico.
Sobre la superficie de una placa que contiene medio de cultivo, se
siembra una cantidad de bacterias para obtener una cepa bacteriana.
Posteriormente se colocan discos de sensibilidad con las diferentes
concentraciones del antibidtico. Se lleva a incubacion durante 24
horas aproximadamente a 37°C. Luego se miden los halos de
inhibicién de desarrollo en milimetros (mm). Los resultados se
expresan como sumamente sensible (inhibicion in vitro por una
concentracion de un antimicrobiano con alta probabilidad con el
éxito terapéutico), intermedio (inhibicién in vitro por una
concentracion de un antimicrobiano con un efecto terapéutico
incierto), resistente (inhibicion in vitro por una concentracion de un
antimicrobiano con una alta probabilidad con un fracaso terapéutico.
(42)
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CAPITULO Il

HIPOTESIS, VARIABLES Y DEFINICIONES OPERACIONALES

3.1

HIPOTESIS

HO: El extracto etandlico del cinnamomum zeylanicum (canela) no posee
efecto antibacteriano in vitro sobre el Fusobacterium nucleatum ATCC
25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 33277.

H1: El extracto etandlico del cinnamomum zeylanicum (canela) posee

efecto antibacteriano in vitro sobre el Fusobacterium nucleatum ATCC
25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 33277.
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3.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Variable Indicador Tipo Escala Valory
Categoria
Diadmetro de los halos de o )
o Cuantitativa Ordinal mm
) inhibicion
Dependiente
Efecto CMI (Concentracion CMI:  mg/mL
antibacteriano | minima inhibitoria) o ]
y Cuantitativa Ordinal
CMB  (Concentracion CMB: UFC
minima bactericida)
Dilucion al 25%
. Extracto etandlico o ] Dilucién al 50%
Independiente Cuantitativa | Razén/mm L
Cinnamomum Dilucion al 75%
Agente o
. . Zey'anicum Dilucion al 100%
antibacteriano
Clorhexidina  al
Clorhexidina (control) Cuantitativa Razon/mm | 9120
- Fusobacterium
Fn (1)
Cepas nucleatum o ;
) Cuantitativa Razén/mm
bacterianas - Porphyromona
o Pg (2)
gingivalis
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4.1

CAPITULO IV

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

DISENO DE LA INVESTIGACION

4.1.1 Disefio

El disefio de la investigacion es experimental, porque se utilizd
técnicas de cultivo in vitro inoculadas con Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 33277
a los cuales se les aplico discos embebidos con extracto etanolico de
canela en distintas concentraciones para determinar el efecto

antimicrobiano.

4.1.2 Tipo de investigacion

e Experimental: Porque se determin6 de manera in vitro el
efecto del extracto etandlico de Cinnamomum zeylanicum a
diferentes concentraciones sobre Fusobacterium nucleatum
y Porphyromona gingivalis.

e Prospectiva: Porque los datos obtenidos fueron de primera
fuente ya que se registraron a partir de observaciones a
medida que ocurren los hechos en la investigacion.

e Transversal: Porque la medicion de los resultados se realizo
en un mismo tiempo y una sola vez.

e Analitica: Porque se evaluaron los resultados registrados
para conocer el efecto antibacteriano del extracto estudiado

sobre las cepas bacterianas.
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4.2

4.3

AMBITO DE ESTUDIO
El estudio de investigacion se efectu6 en el laboratorio de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann,

desarrollado en el afio 2022 en la ciudad de Tacna.

MUESTRA'Y UNIDAD DE ESTUDIO

El estudio se realizé utilizando diferentes volumenes de extracto etandlico
de Cinnamomum zeylanicum (canela) en el cual se analizdé su efecto
antibacteriano sobre el Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 y

Porphyromona gingivalis ATCC 33277.

4.3.1 CRITERIOS DE INCLUSION

- Cepas de Fusobacterium nucleatum ATCC 25586.
- Cepas de Porphyromona gingivalis ATCC 33277.
- Corteza de cinnamomum zeylanicum (canela) sin hongos y

bacterias.

4.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

- Cepas de Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 que no se
han sembrado adecuadamente.

- Cepas de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 que no se
han sembrado adecuadamente.

- Corteza de cinnamomum zeylanicum (canela) con hongos y

bacterias.
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44. INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
Se empled la técnica de observacion directa, en la cual los datos
obtenidos fueron registrados en una ficha de elaboracion propia para

realizar la respectiva investigacion. (ANEXO 2,3,4,5)

4.5 MATERIALES DE LABORATORIO

4.5.1 Equipos:

Autoclave vertical
Horno de calor seco
Incubadora
Refrigeradora

Equipo de vortex
Balanza analitica
Micropipetas de 10 pl
Micropipetas de 100 pl
Micropipetas de 1000 pl

D N N N Y N N N N

Vernier digital

4.5.2 Materiales de vidrio:

Balon de vidrio de 250 y 500 mL
Embudos de vidrio

Vasos de precipitacion de 200 ml
Tubos de ensayo

Probeta de 10 ml

Bagueta

Jarra de anaerobiosis

Tubo 0.5 de McFarland

Asa Drigalsky

DN N N N N Y N N N
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4.5.3 Medios de cultivo:

v
v
v

4.5.4 Bacterias:

v
v

Agar Mueller Hinton (MH)
Caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI)
Agar nutritivo (AN)

Bacteria Fusobacterium Nucleatum

Bacteria Porphyromona gingivalis

4.5.6 Reactivos y otros:

AN N NN Y U N N N N N U N N N NN

Alcohol etilico de 70°

Ron de quemar

Alcohol yodado

Agua destilada

Puntas para micropipeta

Discos para sensibilidad antimicrobiana
Camara semi — profesional
Mechero

Asa bacterioldgica (Asa de Kolle)
Asa de siembra Drigalski
Gradilla

Pinzas

Rollo de papel Kraft

Papel filtro Albet N° 40
Mascarilla

Guantes quirdrgicos

Algodon

Discos de sensibilidad Oxoid
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SN N N N N T N N N N N N N N N IR NN

Pavilo

Papel aluminio
Marcadores

Calculadora

Damajuana de vidrio
Corcho

Guardapolvo

Mandilon quirdrgico
Clorhexidina 0.12%
Jeringa hipodérmica 15 ml
Cocina eléctrica
Encendedor

Licuadora semi-industrial
Mango de bisturi N°3
Hoja de bisturi N°10
Damajuana de vidrio
Corcho para botella
Papel aluminio

Lentes de proteccion
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CAPITULO V

PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE DATOS

5.1 RECOLECCION DE LA MUESTRA

5.1.1 Recoleccion del cinnamomum zeylanicum

Recoleccion: La corteza del arbol de canela fue obtenida del
principal mercado de abastos de la ciudad de Tacna (Mdo. Grau).
Se comproé 1 kg de corteza del arbol de cinnamomum zeylanicum

(canela) para el estudio, en horas de la mafiana.

Se solicitd la taxonomia de la corteza de la canela adquirida a la
Especialista en Taxonomia Dra. Rosario Zegarra, ex profesora
principal de Botanica de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional
Jorge Basadre Grohmann (ANEXO 1).

Preparacion de la muestra recolectada: La muestra
recolectada se almacend dentro de una bolsa de papel kraft en un
ambiente cerrado para conservar su integridad. Al dia siguiente
se trasladé la muestra al laboratorio, para separar aquellas

impurezas presentes en la muestra.

Pulverizacion: Se trozo6 la muestra en pequefios fragmentos, de
tal manera que se pueda facilitar su pulverizacion con el uso de
la licuadora semi — industrial (Marca Oster), la cual logrd

estandarizar las particulas.
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5.2. OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE CINNAMOMUM

ZEYLANICUM (CANELA)

Para la obtencion del extracto etanolico del cinnamomum zeylanicum y
concentraciones se siguié el procedimiento descrito por Vidal (40): El
extracto etandlico es obtenido por el método de maceracion, luego de pesar
la muestra recolectada y se obtuvo 900 gr, la cual fue colocada en un frasco
de vidrio (damajuana) color verde, previamente lavada con alcohol de 70°
para su desinfeccion. Luego se vertio 4 Lt. de alcohol de 70° en el mismo
y se tapo la corona del recipiente de vidrio con un corcho desinfectado para
evitar el ingreso de sustancias extrafias, finalmente el frasco fu envuelto
con papel aluminio, dejandolo por un tiempo de maceracion de 45 dias,

agitandolo cada 8 horas al dia.

Posteriormente se realizé el bifiltrado, empleando papel filtro Albet N°40,
siendo adaptado a la superficie interna del embudo de vidrio. En una
probeta de vidrio se recolectd 2 500 ml de extracto etandlico que se vertio
en 6 placas Petri grandes para ser llevado a desecar a la estufa (Drawer
Drier modelo 1C106D) a 45°C por 24 horas para separar el alcohol del

principio activo.

Finalizado el tiempo se raspé el extracto etandlico ya solidificado de las
placas Petri, usando una hoja de bisturi N°10 y mango de bisturi N°3,
obteniendo un polvillo cristalizado (principio activo) para ser guardado en

un recipiente de vidrio hasta su uso.

52.1 OBTENCION DE LAS CONCENTRACIONES DEL
EXTRACTO ETANOLICO:

El polvillo cristalizado fue pesado en una balanza analitica. Se logro

obtener 8.4024 g que fueron llevados a un tubo de ensayo para
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agregar 15 ml de agua destilada y determinar el 100% del extracto

etandlico.

Para obtener las concentraciones se distribuy6 la mezcla en 4 tubos

de ensayo de vidrio:

Concentracion al 2 ml de extracto etanolico puro
100%

Concentracion al 75% | 1.5ml de extracto etandlico + 0.5 ml
agua destilada.

Concentracion al 50% | 1ml de extracto etandlico + 1 ml de
agua destilada

Concentracion al 25% | 0.5ml de extracto etandlico + 1.5 ml de
agua destilada

Se homogenizo6 la solucion en un vortexer marca VWR por 15

segundos. Los tubos fueron rotulados y almacenados hasta su uso.

5.3. OBTENCION DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Las cepas microbianas de Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 y

Porphyromona gingivalis ATCC 33277 fueron obtenidas de un

distribuidor en Lima (GenLab).

5.3.1 ACTIVACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS

A partir de un medio de cultivo con Agar base sangre (ABS)

se tomoO colonias de Fusobacterium nucleatum (Fn) y

Porphyromona gingivalis (Pg) para sembrarlas por estria en

viales con Agar nutritivo (AN) a 37°C por 24 horas, para su
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posterior resembrado, por lo tanto, las bacterias se encontraran

en actividad metabdlica.

Se prepard Caldo Infusion cerebro corazon (caldo BHI) de la
marca Liofilchem, para dos tubos de ensayo siguiendo las
instrucciones del fabricante.

3Tg 1000 ml
x — 30 ml
l.1lg — 30ml

Se siguid el procedimiento realizado por Vidal (40), para la
preparacion del caldo BHI: Sobre un pedazo de papel aluminio
se pes6 1,11g, en una balanza analitica para luego mezclar la
sustancia con agua destilada en un matraz de Erlenmeyer de 30
ml, se llevo a hervir utilizando una cocina eléctrica hasta
obtener una apariencia cristalina y para evitar el ingreso de
microorganismos en la mezcla se cerro6 la boca del matraz con
una torunda de algodén. Una vez empaquetado se esteriliz6 en
autoclave vertical a 121 °C con una presion de 15 PSI (libras
por pulgada cuadrada) por 15 minutos. Transcurridos los 15
minutos se espero a que enfrie a 45° C. Finalmente se vierte el

contenido en los tubos de ensayo.

Siguiendo el protocolo descrito por Mendo Rubio 1995 (41),
para la siembra por suspension a caldo BHI a partir del vial con
AN: Se flamed el asa de Kolle para su esterilizacién por calor
al rojo vivo, se tomd el vial que tenia colonias de
microorganismos y se procedio a retirar la torunda de algodon
para flamear la boca del vial; luego se tomd con el asa estéril
una asada de la colonia, la boca del vial fue flameada
nuevamente y se tapd con una torunda de algodon. La torunda

de algoddn del tubo con caldo BHI fue retirada, para flamear
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la boca del tubo y se colocé en contacto y se realiz6 la siembra
por suspension con movimientos pendulares. La boca del tubo
fue flameada nuevamente y se tapd con una torunda de

algodon.

Para otorgar una zona aséptica durante la siembra es necesario
estar cerca de la Illama de un mechero alcohol

aproximadamente entre 15- 20cm del mechero.

Los tubos de ensayo ocupados estuvieron bajo condiciones de

anaerobiosis total a 37°C por 24 horas.

Luego se realizo la siembra por estria, las bacterias del tubo de
ensayo fueron llevadas hacia los viales que contienen Agar
nutritivo a 37°C por 24 horas bajo anaerobiosis total, siguiendo
el protocolo por Mendo Rubio, 1995 (41): Se tomé el asa de
Kolle y se esteriliz6 al rojo vivo, luego se retird la torunda de
algoddn del tubo de ensayo para flamear la parte superior del
tubo, posteriormente se sumergi6 el asa estéril en caldo BHI y
al retirarlo se observé una asada. Se flamed nuevamente la
boca del tubo de ensayo para luego ser tapado con una torunda
de algodon, se tomo el vial y se realizd la siembra por estria
con movimientos en zigzag. Finalmente se flame6 la boca del
vial y se tapé con una torunda de algodon y se volvio a

esterilizar el asa de Kolle al rojo vivo.

Al dia siguiente a partir de los viales con agar nutritivo, se
transporto las bacterias a caldo BHI por 2-3 horas siguiendo el
protocolo descrito por Mendo Rubio 1995 (41) anteriormente
mencionado, bajo anaerobiosis total y compararlo con el tubo
0.5 en la escala de McFarland (1.5 X 108 UFB/ml). Para
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otorgar una zona aséptica durante la siembra es necesario estar
cerca de la llama de un mechero alcohol aproximadamente

entre 15- 20cm del mechero.

5.4 PREPARACION DE LOS DISCOS DE SENSIBILIDAD

Los discos estandarizados de la marca Oxoid fueron obtenidos del
distribuidor Medi.Lab. S.R.L.

Se siguid el procedimiento realizado por Vidal (40), para desnaturalizar el
antibidtico Imipenem que contenian los discos e impregnar el extracto
etandlico en diferentes concentraciones: Fueron colocados en un vaso
Beaker de 100 ml con agua destilada y llevados a la autoclave vertical a
121°C con una presion de 15 PSI durante 15 minutos para su esterilizacion
a calor humedo. Pasados los 15 minutos, se procede a retirar el agua y
distribuir correctamente los discos de sensibilidad himedos en las paredes
del vaso Beaker para ser llevado hacia la estufa a 180°C por 30 minutos

para la esterilizacion por calor seco.

5.5 DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA POR
EL METODO DE KIRBY BAUER

Se utiliz6 el método de difusion de disco de Kirby Bauer (43), para

determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico

5.5.1 PREPARACION DE LOS MEDIOS:

Se preparo Agar Mueller Hinton (MHA) de la marca Millipore
para 20 placas Petri, de las cuales se emplearon 16 placas Petri

para las concentraciones y 4 placas Petri para los controles

47



positivo y negativo. Se prepar6 MHA siguiendo las
instrucciones del fabricante.

34g____ 1000 ml

X 300 ml

10.2 g — 300 ml
Sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza analitica, se
peso 10,2 g MHA vy se realizd el proceso de preparacion y
esterilizacion anteriormente mencionado por Vidal (40). Se
esperd a que enfrie a una temperatura aproximada de 45° C,
para luego ser vertido en 20 placas Petri previamente

esterilizadas y se esperd hasta que el medio solidifique.

Se comparé el tubo inoculado con el del tubo 0.5 en la escala
de McFarland (1.5 X 10® UFB/mI), al observar turbidez se
siguié con el procedimiento. Se realiz6 la siembra por
diseminacion hacia las placas con medio MHA, siguiendo el
protocolo descrito por Mendo Rubio 1995 (41): Se abri6 y
flame6 la placa Petri correspondiente, luego con una
micropipeta de 100ul- 1000ul se procedié a extraer de cada
tubo de ensayo 100ul de caldo BHI inoculado con cepa pura
de Fusobacterium nucleatum y Porphyromona gingivalis,
luego se sumergié la parte activa de un asa Drigalsky en
alcohol de 70° y se pasé por la llama del mechero logrando asi
su esterilizacion y se procedi6 a distribuir el inéculo por toda
la superficie del medio. Se realiz6 el mismo procedimiento en

20 placas Petri.

Finalmente se distribuyeron de la siguiente manera los discos
de sensibilidad sobre el medio MHA de las 20 placas siguiendo

el procedimiento realizado por Vidal (40):
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e Fusobacterium nucleatum, se utilizaron 10 placas en
total, 2 placas por concentracion experimental (25%,
50%, 75%, 100%) y 2 placas para el grupo control
positivo y negativo. Se impregnd 30ul de extracto
etandlico en cada uno de los 32 discos de sensibilidad,
a su concentracion correspondiente. 01 disco para el
control positivo impregnado con 30 pl de Clorhexidina
al 0.12% y 1 disco para el control negativo sin
sustancia.

e Porphyromona Gingivalis, se utilizaron 10 placas en
total, 2 placas por concentracion experimental (25%,
50%, 75%, 100%) y 2 placas para el grupo control
positivo y negativo. Se impregné 30ul de extracto
etandlico en cada uno de los 32 discos de sensibilidad,
a su concentracion correspondiente. 01 disco para el
control positivo impregnado con 30 ul de Clorhexidina
al 0.12% y 1 disco para el control negativo sin

sustancia.

Luego se empaquetaron las placas Petri, y fueron llevadas a
incubacidon en anaerobiosis total a una temperatura de 37°C por
24 horas. La siembra fue realizada cerca de la llama de un
mechero con alcohol aproximadamente entre 15- 20cm del

mechero para otorgar una zona aséptica.

5.6 LECTURA

Transcurrido el tiempo de incubacién se observéd y midio los halos de

inhibicidon en milimetros con un vernier digital.

El diametro de inhibicidn en esta zona es directamente proporcional a
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la actividad antibacteriana del Extracto etanélico de cinnanomum
zeylanicum y clorhexidina al 0.12% sobre los microorganismos

estudiados.

Se tomo6 como referencia las pautas por Duraffourd y Lapraz (43),

segun los halos de crecimiento:

v Sensibilidad Nula (-): menor a 8 mm.
v Sensible (+): entre 8 a 14 mm.

v Muy sensible (++): entre 14 a 20 mm.
v

Sumamente sensible (+++): mayor a 20 mm. (43)

Lo resultados observados fueron registrados en la ficha de datos.
(ANEXO 2 Y 3)

57 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA (CMI)

A partir de los cultivos jovenes en viales con AN con Fusobacterium
Nucleatum y Porphyromona gingivalis, cepas con principios activos
metabolicos, se realizo la siembra de las colonias por suspension,
siguiendo el protocolo indicado por Mendo Rubio 1995 a dos tubos de

ensayo que contenian caldo BHI respectivamente (41).

Luego se llevé a incubar por anaerobiosis a 37°C por 2 horas. Durante
ese tiempo, se prepard caldo BHI de la marca Liofilchem, para 22
tubos de ensayo de 13mm x 150 mm, siguiendo las instrucciones del

autor:

37g 1000 ml
X 66 ml
2.442¢g —— 66 ml



En una balanza analitica se pes6 2,442 g de caldo BHI sobre un pedazo
de papel aluminio, siguiendo el procedimiento ya descrito por Vidal.
(40)

La solucion madre de caldo BHI fue vertida hacia los tubos de ensayo

segun lo calculado (Anexo 4 y 5).

Se utilizaron micropipetas de 1pl — 10pul, 10l — 100pl y 100pl — 1000
pl segun requiera el caso. Seguidamente los tubos rotulados fueron
colocados en recipientes grandes para ser llevados a la autoclave
vertical a 121° con una presion de 15 PSI por 15 minutos para su
esterilizacion por calor himedo. Se mezclé 8,4024g en 15 ml de agua
destilada y se homogeniz6 la sustancia con ayuda de un vortexer para
obtener la solucion madre del extracto etandlico y a partir de ella se va
a distribuir el volumen final del principio activo en cada tubo
suspendido en caldo BHI segun lo planificado. Transcurridas las 2
horas de incubacion se comparo la turbidez con el tubo 0.5 en la escala
de McFarland (1.5 X 10® UFB/mI) al ser semejantes se vertio de la

siguiente manera: (Anexo 4y 5)

e 11 tubos de ensayo para Fusobacterium nucleatum: en 10 de
ellos vertio 300l de bacterias, con una micropipeta de 100ul
- 1000ul. Seguidamente se vertid el volumen final del principio
activo y caldo BHI en cada tubo segln lo planificado, con
micropipetas de 1l — 10ul, 10ul — 100ul segln lo requiera.
(Anexo 4)

e 11 tubos de ensayo para Porphyromona gingivalis: en 10 de
ellos vertié 300ul de bacterias, con una micropipeta de 100ul
- 1000pl. Seguidamente se vertio el volumen final del principio

activo y cado BHI en cada tubo segun lo planificado, con
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micropipetas de 1pl — 10pul, 10ul — 100ul segdn lo requiera.
(Anexo 5)

Finalmente fueron llevados a incubacion a 37°C por 24 horas en

su respectivo recipiente.

Al dia siguiente se realizo la lectura de los resultados, se determind
como CMI al tubo que no presente turbidez y se observe un aspecto
cristalino podria no presentar crecimiento bacteriano, dicho tubo
para Fusobacterium nucleatum es el tubo n° 7 cuya concentracion
es 29,4084 mg/mL y para Porphyromona gingivalis es el n°5 le
cuya concentracion es 14,7042 mg/mL. (ANEXO 4 Y 5)

58 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
BACTERICIDA (CMB)

Se prepar6 MHA de la marca Millipore para 08 placas Petri, segln

indicaciones del fabricante:

34g 1000 ml
X 120 ml

408g — 120ml

Luego de pesar la cantidad requerida de Agar MH sobre una balanza
analitica se realiz el procedimiento anteriormente mencionado por
Vidal (40) para su preparacion y esterilizacién. Finalizado el proceso
de esterilizacién se vertio en placas Petri la mezcla y se espero a que

el medio solidifique.

Para Fusobacterium nucleatum se tomd cepas bacterianas de los
tubos N° 7,8,9 y para Porphyromona gingivalis de los tubos N°
5,6,7,8,9. (Anexo 4 y 5)



Seguidamente se realizé la siembra por diseminacion siguiendo el
protocolo descrito por Mendo Rubio 1995 (40) sobre los medios y

luego a incubacién durante a 37° C por 24 horas.

Al dia siguiente se determiné que la CMB para Fusobacterium
nucleatum observandose <1 UFC/placa se encuentra en el tubo N°8
cuya concentracion es 31,509mg/mL y para Porphyromona gingivalis

se encuentra en el tubo N°5 cuya concentracion es 14,7042mg/mL.

5.9 CROMATOGRAFIA

Es un método muy usado y potente en todas las ramas de la ciencia que
permite la separacion, identificacion y determinacién de los
componentes quimicos en mezclas complejas, permite descomponer

una mezcla y analizar sus constituyentes (33).

Se realizd el andlisis fisico-quimico del Extracto etandlico del
Cinnamomum zeylanicum (canela) con el laboratorio de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad de Cusco, Facultad de Ciencias de la
salud, el “Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria”, en la ciudad
de Cuzco, Perl. (ANEXO 6)

5.10 ANALISIS ESTADISTICO

Lo datos obtenidos se llenaron en fichas luego los resultados fueron llevados
a una hoja de calculo en el programa Microsoft Excel 2019 Windows (Excel
2019, Stanford, California, Estados Unidos, 2018), para su procesamiento.
Se utilizo SPSS Statistics para Windows en su version 27.0, para analizar
los datos de forma ordenada desde su inicio. Posteriormente los resultados
fueron presentados en cuadros de estadisticos descriptivos, tablas y/o figuras

de presentacion.
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Previamente se determinara si los datos tienen una distribucién normal
haciendo uso de la prueba de Shapiro-Wilk, para escoger la estadistica

inferencial.

La prueba estadistica inferencial paramétrica que se utilizo fue la Prueba de
Varianza (ANOVA), para evidenciar la diferencia entre medias de los
grupos estudiados, ademas se empled la Prueba Post Hoc de Tukey para

comparaciones multiples.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

El extracto etandlico fue llevado al laboratorio de Cromatografia y Espectrometria,
de la Universidad Nacional San Antonio de Abad de la ciudad de Cusco, para su
analisis de Marcha Fitoquimica y Perfil de compuestos fendlicos (Ensayo
fitoquimico), el resultado determind la presencia de abundantes compuestos
fendlicos. (ANEXO 6)

Se determiné el efecto del extracto etandlico de canela sobre Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 33277 mediante el
método de difusion de disco Kirby Bauer desarrollado en el laboratorio de
Microbiologia. Mediante los datos registrados se ha podido crear una base de datos

y realizar tablas, graficos y figuras.
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Objetivo especifico 1

TABLA 1. Estadistica descriptiva del efecto antibacteriano del extracto
etanolico del cinnamomum zeylanicum (canela) a diferentes concentraciones
frente a FUSOBACTERIUM NUCLEATUM ATCC 25586.

) ) ) ~ Desviacion
Concentracion N Rango Minimo Maximo Media .
estandar
25% 8 - * * * -
50% 8 - * * * -
75% 8 052 10,77 11,29 11,0950 0,18593

100% 8 143 11,54 12,97 12,3300 0,45776
* valor menor a 6 mm

INTERPRETACION:

En la Tabla 1, se aprecia que ha concentraciones superiores del extracto etanélico
del Cinnamomum zeylanicum (Canela) se presenta halo de inhibicion mayor frente
a Fusobacterium nucleatum ATCC 25586. En cuanto a la concentracion de 25%
y 50%, tienen un valor menor a 6mm del didmetro de halo de inhibicion y para la
concentracion de 75% y 100%; el menor didmetro de halo de inhibicion (media), es
11,0950mm, que corresponde a una concentracion 75%, el mayor didmetro de halo

de inhibicion (media), es 12,3300mm, que corresponde a la concentracion 100%.
Pero el dato no fue el suficiente para poder hallar CMI, por lo que se decide ampliar

el tubo de la muestra con mayor concentracién hasta el 200%. se pudo observar que

las concentraciones mayores a 100% presentarian mayores resultados de inhibicion.
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FIGURA 1. Diagrama de cajas y bigotes del efecto antibacteriano del
extracto etandlico del cinnamomum zeylanicum (canela) a diferentes
concentraciones frente a FUSOBACTERIUM NUCLEATUM ATCC 25586.

INTERPRETACION:
De la Figura 1, se puede apreciar, que la distribucién de datos para la concentracion
de 25% y 50%, es menor a 6mm. La distribucion de datos para la concentracion al

75% y 100%, presenta una variacion minima (varianza relativamente baja).
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Objetivo especifico 2

TABLA 2. Resultados de los estadisticos descriptivos del efecto antibacteriano
del extracto etandlico del cinnamomum zeylanicum (canela) a diferentes
concentraciones frente a PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC 33277.

» . . ) Desviacion
Concentracion N Rango Minimo Maximo Media ;

estandar

25% 8 117 6,82 7,99 71,4275 0,36931

50% 8 1,07 8,62 9,69 9,1313 0,32913

75% 8 053 9,90 10,43 10,1200  0,18071

100% 8 4,76 19,34 24,10 21,5263  1,78935

INTERPRETACION:

Se observa en la Tabla 2, el resultado de la estadistica descriptiva del efecto
antibacteriano del extracto etandlico del Cinnamomum zeylanicum (Canela) a
diferentes concentraciones: 25%, 50%, 75%, 100% sobre Porphyromona
gingivalis ATCC 33277. Se puede apreciar, la relacion directamente proporcional
entre las concentraciones 25%, 50% y 75% y los didmetros de halo 7, 4275mm,
9,1313mm, 10,1200 mm, respectivamente; pero, para la concentracion 100%, y el
didmetro medio de halo de 21,5263mm, difiere significativamente de las demas

concentraciones.
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FIGURA 2: Diagrama de cajas y bigotes del efecto antibacteriano

del extracto etandélico del cinnamomum zeylanicum (canela) a

diferentes concentraciones frente a PORPHYROMONA

INTERPRETACION:

GINGIVALIS ATCC 33277.

En la Figura 2, se puede apreciar, que, la distribucion de datos en mm para la

concentracion de 25%, 50% y 75%, estan muy préximas en sus respectivas medias,

es decir, no presenta una variacion de datos considerable (varianza baja); en tanto,

la concentracion 100% presenta una varianza de datos alta (varianza alta).
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Obijetivo especifico 3

TABLA 3. Resultados de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del

extracto etandlico del cinnamomum

zeylanicum (canela) frente a

FUSOBACTERIUM NUCLEATUM ATCC 25586.

Concentracion

Tubo (mg/mL) BHI(ul) Turbidez CMI
1 16,8048 2 610,00 +
2 18,9054 2 598,75 +
3 21,006 2 587,50 +
4 23,1066 2 576,25 +
5 25,2072 2 565,00 +
6 27,3078 2 553,75 +
7 29,4084 2 542,50 -
8 31,509 2 531,25 -
9 33,6096 2 520,00 -
10 Control positivo 2 700,00 +
11 Control negativo 3 000,00 -

Positivo (+): Indica presencia de microorganismos (crecimiento

bacteriano)

Negativo (-): Indica ausencia de microorganismos

INTERPRETACION:

De la tabla 3, se puede determinar que a partir del tubo N°7 se identifico soluciones

con ausencia de microrganismos o0 ausencia de crecimiento bacteriano, por lo que,

la concentracion minima inhibitoria es 29,4080mg/mL.
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TABLA 4. Resultados de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
extracto etandlico del cinnamomum zeylanicum (canela) frente a
PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC 33277.

Concentracion

Tubo (mg/mL) BHI(ul)  Turbidez CMI
1 12,6036 2 632,50 +
2 13,12875 2 629,68 +
3 13,6539 2 626,87 +
4 14,17905 2 624,06 +
5 14,7042 2 621,25 -
6 15,22935 2 618,43 -
7 15,7545 2 615,62 -
8 16,27965 2612,81 -
9 16,8048 2 610,00 -
10 Control positivo 2 700,00 +
11 Control negativo 3 000,00 -

Positivo (+): Indica presencia de microorganismos (crecimiento
bacteriano)
Negativo (-): Indica ausencia de microorganismos

INTERPRETACION:
De la tabla 4, se puede advertir que a partir del tubo N°5 a mas, se preciso soluciones
con ausencia de microorganismos o ausencia de crecimiento bacteriano, por ende,

la concentracion minima inhibitoria es 14,7042mg/mL.
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TABLA 5. Resultados de la concentracion minima bactericida (CMB) del
extracto etandlico del cinnamomum zeylanicum (canela) frente a
FUSOBACTERIUM NUCLEATUM ATCC 25586.

Placa Co?r‘r:]zr;tn:i‘;ié” UFC
7 29,4084 11
8 31,509 0 (CMB)
9 33,6096 0

INTERPRETACION:

De la Tabla 5, luego de tomar los tubos 7,8,9 los cuales no presentan turbidez se

puede advertir que la concentracibn minima bactericida observandose <1

UFC/placa se encuentra en el tubo N°8 cuya concentracién es 31,509mg/mL.
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TABLA 6. Resultados de la concentracion minima bactericida (CMB) del
extracto etandlico del cinnamomum zeylanicum (canela) frente a
PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC 33277.

Placa Concentracion
(mg/mL) UFC
5 14,7042 0 (CMB)
6 15,22935 0
7 15,7545 0

INTERPRETACION:
De la Tabla 6, se puede precisar, que los tubos N° 5,6,7 no presentan turbidez se

puede determinar que la concentracion minima bactericida observandose <1

UFCl/placa se encuentra en el tubo N°5, cuya concentracion es 14,7042 mg/mL.
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Objetivo especifico 4

TABLA 7. Comparacion del efecto antibacteriano del extracto etanolico del
cinnamomum zeylanicum (canela) en diferentes concentraciones con
clorhexidina al 0.12% frente a FUSOBACTERIUM NUCLEATUM ATCC
25586 Y PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC 33277.

95% de intervalo de

confianza
Concentraciones Desviacion  Error  Limite  Limite
frente a N Media estandar estandar inferior superior Min. Max.
25% 8 7,4275 0,36931 0,13057 7,1187  7,7363 6,82 7,99
o 20% 8 09,1313 0,32913 0,11637 8,8561  9,4064 8,62 9,69
g& 75% 8 10,1200 0,18071 0,06389 9,9689 10,2711 9,90 10,43
%Z 100% 8 21,5263 1,78935 0,63263 20,0303 23,0222 19,34 24,10
%%R OCI142>§A) 8 28,5300 0,00000 0,00000 28,5300 28,5300 28,53 28,53
- C ’
€ G & Control- 8 10,0000 0,00000 0,00000 0,0000 0,0000 0,00 0,00
25% 8 10,0000 0,00000 0,00000 0,0000 0,0000 0,00 0,00
9 50% 8 10,0000 0,00000 0,00000 0,0000 0,0000 0,00 0,00
ER % 8 11,0050  0,18593 0,06574 10,9396 11,2504 10,77 11,29
%g 100% 8 12,3300 0,45776 0,16184 11,9473 12,7127 11,54 12,97
8§, CHX 8 25,4300 0,00000 0,00000 25,4300 25,4300 25,43 2543
23 B 0.12%
L Z « Control- 80,0000 0,00000 0,00000 0,0000 0,0000 0,00 0,00

INTERPRETACION:

De la Tabla 7, se observa que el efecto antibacteriano del extracto etandlico del
Cinnamomum Zeylanicum (Canela) frente Fusobacterium Nucleatum ATCC
25586 y Porphyromona Gingivalis ATCC 33277 tiene un efecto creciente, es decir,
el efecto es proporcional a la concentracién, también se puede ver que el efecto
antibacteriano frente a Porphyromona Gingivalis ATCC 33277 es mayor en
comparacion frente a Fusobacterium Nucleatum ATCC 25586, comparado con la
Clorhexidina al 0.12% presenta menor efecto antibacteriano.
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FIGURA 3. Intervalos de confianza del efecto antibacteriano del extracto
etanolico del cinnamomum zeylanicum (canela) en diferentes concentraciones
con clorhexidina al 0.12% frente a FUSOBACTERIUM NUCLEATUM
ATCC 25586.

INTERPRETACION:

De la Figura 3, se puede apreciar, que al comparar el extracto etandlico, en
diferentes concentraciones, y clorhexidina al 0.12% sobre Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586, se obtuvo que la concentracion al 25%, 50%,75% y 100%
presentan menor efecto antibacteriano que la clorhexidina al 0.12%, todo ello, con

un 95% de confianza y 5% de error.
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FIGURA 4. Intervalos de confianza del efecto antibacteriano del extracto
etandlico del cinnamomum zeylanicum (canela) en diferentes
concentraciones con clorhexidina al 0.12% frente a
PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC 33277.

INTERPRETACION:

En la figura 4, se observa que al comparar el efecto antibacteriano del extracto
etandlico, a diferentes concentraciones, y Clorhexidina al 0.12% sobre
Porphyromona gingivalis ATCC 33277, se determind que la concentracion al 25%,
50%, 75% y 100% tiene menor efecto que la clorhexidina al 0.12%, todo ello, con

un 95% de confianza 'y 5% de error.
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FIGURA 5. Comparacion del efecto antibacteriano del extracto etandlico del
cinnamomum zeylanicum (canela) en diferentes concentraciones con
clorhexidina al 0.12% frente a FUSOBACTERIUM NUCLEATUM ATCC

25586 Y PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC 33277.

INTERPRETACION:

De la Figura 5, se puede observar que el extracto etandlico de Cinnamomum
zeylanicum (Canela) presenta mejores reacciones con la Porphyromona gingivalis
ATCC 33277 y menores reacciones sobre Fusobacterium nucleatum ATCC 25586.
También se puede apreciar que la Clorhexidina al 0.12% presenta mayor reaccion
frente a Porphyromona gingivalis ATCC 33277 y Fusobacterium nucleatum
ATCC 25586.
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CONTRASTE DE HIPOTESIS

La comprobacion de la hipotesis, se realizé en dos partes:

e La primera parte corresponde, si el extracto etandlico del
Cinnamomum zeylanicum (Canela) posee efecto antibacteriano in

vitro sobre el Fusobacterium Nucleatum ATCC 25586.

e La segunda parte corresponde, si el extracto etandlico del
Cinnamomum zeylanicum (Canela) posee efecto antibacteriano in

vitro sobre Porphyromona gingivalis ATCC 33277.
En nuestro caso para comprobar la hipétesis, previamente se realizo la prueba de

normalidad; en nuestro caso (n<50), lo cual, haremos uso de la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk, Tabla 8.
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TABLA 8. Pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk para muestras del extracto

etanolico del cinnamomum zeylanicum (canela) frente a FUSOBACTERIUM

NUCLEATUM ATCC 25586.

Concentracion Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico al Sig. Estadistico gl Sig.
25% * 8 * * * *
50% * 8 * * * *
75% 0,228 8 ,200° 0,882 8 0,197
100% 0,194 8 ,200" 0,953 8 0,738

*Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a Correccion de significacion de Lilliefors
Ho: Los datos se distribuyen de manera normal.

Hai: Los datos se distribuyen de manera No normal.

INTERPRETACION:

De la Tabla 8, muestra la significancia para cada variable, la cual es mayor a 0,05;

por lo que aceptamos Ho, los datos se ajustan a una distribucion normal. Conforme

a lo aceptado debe usarse una prueba Paramétrica. Posteriormente, se elige la prueba

paramétrica de analisis de varianza (ANOVA).

Para evidenciar la diferencia de medias entre los grupos estudiados, realizamos la

prueba de ANOVA. (Tabla 9).
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TABLA 9. Resultados del analisis de varianza

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 4154,322 5 830,864 84,078 <0,001
Dentro de grupos 494,105 50 9,882
Total 4648,427 55

Ho: El extracto etanolico del Cinnamomum zeylanicum (Canela) no posee
efecto antibacteriano frente a Fusobacterium nucleatum ATCC 25586.
Ha: El extracto etandlico del Cinnamomum zeylanicum (Canela) posee

efecto antibacteriano frente a Fusobacterium nucleatum ATCC 25586.

En la Tabla 9, se observa que el extracto etandlico del Cinnamomum zeylanicum
(Canela) posee efecto antibacteriano sobre Fusobacterium nucleatum ATCC
25586 encontrandose una significancia p<0,05 por tal motivo se rechaza la
hipotesis nula y se acepta la hipétesis del investigador (alterna). También, se
considera la prueba POST HOC, de Tukey, para comparaciones multiples, entre los

grupos de estudio.
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TABLA 10. Comparaciones multiples, prueba Post Hoc, de Tukey.

(D (J) Volumen Diferenciade Error Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) estandar Limite Limite
inferior superior
CHX 25% 25,43000° 1,57179 <0,001 20,7727 30,0873
0,12% 50% 25,43000° 1,57179 <0,001 20,7727 30,0873
75% 19,88250° 1,36121 <0,001 15,8492 23,9158
100% 13,10000° 1,57179 <0,001 8,4427 17,7573

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

De la Tabla 10, se observa que los p - valores son menores a 0,05, por lo tanto,

existe diferencia significativa entre los grupos de estudio. Es decir, con respecto a

Clorhexidina al 0,12%, el efecto antibacteriano es diferente para cada grupo de

estudio.

Para comprobar la segunda parte, se realizé anteriormente la prueba de normalidad

de Shapiro-Wilk. (Tabla 11).
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TABLA 11. Pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk para muestras del
extracto etandlico del cinnamomum zeylanicum (canela) frente a
PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC 33277.

Concentracié Ko!m_ogorov-Smirnovf‘ o Shapiro-Wilk _
Estadistic al Sig.  Estadistico gl Sig.
0
25% 0,128 8 200 0,988 8 0,990
50% 0,155 8 ,200° 0,983 8 0,977
75% 0,229 8 ,200 0,929 8 0,508
100% 0,149 8 ,200 0,939 8 0,605

* Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a Correccion de significacion de Lilliefors

Ho: Los datos se distribuyen de manera normal.

Hai: Los datos se distribuyen de manera No normal

INTERPRETACION:
De la Tabla 11, se puede observar la significancia para cada variable, la cual es
mayor a 0,05; por lo tanto, se acepta la hip6tesis nula (Ho: los datos se distribuyen

de manera normal).
Por consiguiente, se ha de utilizar una prueba Paramétrica, elegimos la prueba

paramétrica de analisis de varianza (ANOVA), para demostrar la diferencia de

medias entre los grupos estudiados, los resultados se observan en la Tabla 12.

72



TABLA 12. Resultados del analisis de varianza

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 4295,404 5 859,081 1481,537 <0,001
Dentro de grupos 24,354 42 0,580
Total 4319,758 47

Ho: El extracto etandlico del Cinnamomum zeylanicum (Canela) no posee
efecto antibacteriano frente a Porphyromona gingivalis ATCC 33277.
Ha: El extracto etandlico del Cinnamomum zeylanicum (Canela) posee
efecto antibacteriano frente a Porphyromona gingivalis ATCC 33277.

EnlaTabla 12, se puede ver qué el extracto etanolico del Cinnamomum zeylanicum
(Canela) posee efecto antibacteriano frente a Porphyromona gingivalis ATCC
33277, hallando una significancia p<0,05 por lo tanto se rechaza hipotesis nula y
aceptamos la hipétesis alterna. También, consideramos una prueba POST HOC, de

Tukey, para comparaciones multiples, entre los grupos de estudio.
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TABLA 13. Comparaciones multiples, Prueba Post Hoc, De Tukey.

Q) J) Diferencia Error  Sig. Intervalo de confianza al 95%
Volumen de medias (I- estandar Limite Limite
J) inferior superior
CHX 25% 21,10250" 0,38074 <0,001 19,9659 22,2391
0,12%  50% 19,39875" 0,38074 <0,001 18,2621 20,5354
75% 18,41000" 0,38074 <0,001 17,2734 19,5466
100% 7,00375" 0,38074 <0,001 5,8671 8,1404

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

En la Tabla 13, se muestra que los p - valores son menores a 0,05, lo que significa,
la existencia de diferencias significativas entre los grupos de estudio. Es decir, el

efecto antibacteriano es diferente para cada grupo de estudio con respecto a
Clorhexidina al 0,12%.
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DISCUSION

En la poblacion se encuentran con mayor frecuencia a la caries dental y enfermedad
periodontal (1). Uno de los factores contribuyentes mas importantes para la
progresion de estas enfermedades bucodentales, es la biodiversidad y naturaleza
compleja de la placa dental ya que forma una barrera protectora contra los agentes

antimicrobianos. (5)

La canela es una especie retirada de la corteza del arbol del género Cinnamomum
(44), que abarca casi 250 especies y en ese grupo esta incluido cuatro especies

principales: zeylanicum, burmanni, saigon (45).

Los extractos a partir de plantas se caracterizan por la presencia de determinados
compuestos de origen natural que tienen propiedades antimicrobianas y
antifangicas capaces de combatir agentes patdgenos localizados en la cavidad bucal.
(46) . El estudio realizado por Alca (20) evaluo la efectividad del aceite esencial de
cinnamomum zeylanicum demostrando efecto antifungico altamente sensible frente

a la cepa de Candida albicans.

En el presente estudio se obtuvo extracto etandlico de canela en la variedad de
Cinammomum Zeylanicum, al cual se le realiz6 el analisis de Marcha Fitoquimica
y Perfil de compuestos fendlicos (Ensayo fitoquimico) y se analiz6 de forma
cuantitativa, se hall6 la presencia de metabolitos secundarios: abundantes
compuestos fendlicos y flavonoides, triterpenos y esteroides, y taninos. Se podria
decir que estos metabolitos secundarios condicionan la actividad antimicrobiana por
lo tanto las propiedades de inhibicion bacteriana se atribuyen a estos componentes
quimicos. (47). Su mecanismo de accion detiene el desarrollo de la pared celular y
activa las enzimas para destruir la integridad de esa pared, altera la sintesis de

proteinas ademas el metabolismo de los acidos nucleicos entre otros. (48)
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Este estudio tiene como objetivo determinar el efecto antibacteriano del extracto
etanolico del Cinnamomum Zeylanicum (canela) al 25%, 50%, 75%, 100% sobre
el Fusobacterium nucleatum, se observaron halos de inhibicion de sensibilidad <
6 mm, < 6 mm, 11,095 mm; 12,33 mm respectivamente, ejerciendo un efecto
antibacteriano sobre ésta cepa bacteriana. Garcia (18) concluye que su aceite
esencial de Cinnamomum Zeylanicum posee efecto antimicrobiano frente a
Fusobacterium nucleatum en todas sus concentraciones. Estudio que obtuvo
resultados similares al presentado por Machaca (21) observé que su aceite esencial
a base canela presenta actividad antibacteriana en todas sus concentraciones sobre
Fusobacterium nucleatum. Coincide con el estudio realizado por Torres (19),
observo capacidad antibacteriana del extracto etandlico de propoleo en todas sus
concentraciones frente a Fusobacterium nucleatum. Concluyendo que existe un
mayor efecto antibacteriano a medida que aumenta la concentracion, es decir los

diametros de los halos iban en aumento.

En cuanto al efecto antibacteriano del extracto etandlico del Cinnamomum
Zeylanicum (canela) al 25%, 50%, 75%, 100% sobre Porphyromona gingivalis, el
resultado fue de 7,4275mm; 9,1312mm;10,12mm; 21,52625mm respectivamente.
Concluyendo que el extracto etandlico presenta efecto en todas sus concentraciones.
Parecido al estudio de Yépez (16) los resultados demostraron actividad
antibacteriana de un extracto de cinnamomum verum frente a Porphyromona

gingivalis en todas sus concentraciones.

Mientras que Alca (20) realizé un aceite esencial a base cinnamomum zeylanicum
al 70% y 100% sobre cepa de Candida albicans siendo altamente, también se
evidencio que a mayores concentraciones se obtuvo mejor efecto antifingico. En
conclusion, se indica efecto inhibitorio in vitro del extracto etanolico de canela

sobre Fusobacterium nucleatum y Porphyromona gingivalis.

En el presente trabajo de investigacion se hallo el CMI del extracto etandlico de

Cinnamomum zeylanicum frente a Fusobacterium nucleatum, registrando una
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concentracion minima inhibitoria al 175% de 29.4084 mg/mL. El resultado difiere
con Garcia (18) su estudio reveld el efecto minimo inhibitorio en la menor
concentracion de su aceite esencial a base de cinnamomum zeylanicum. En cuanto
al CMB del extracto etandlico de cinnamomum zeylanicum frente a Fusobacterium
nucleatum fue 31,509 mg/mL con lo que elimind al 99.9% de la cepa bacteriana.
Encontrandose una gran diferencia con Garcia (18) siendo su efecto bactericida a la

concentracion del 25%.

En relacién a la concentracion minima inhibitoria y concentracion minima
bactericida del extracto etandlico de Cinnamomum zeylanicum frente a

Porphryromona gingivalis fue a 14,7042 mg/mL.

Observando los resultados del efecto del extracto etandlico del Cinnamomum
zeylanicum frente a Fusobacterium nucleatum se compard con la clorhexidina al
0.12%, observando que presenta una mejor capacidad antibacteriana que el extracto
etanolico de canela. El estudio difiere con el de Machaca (21) evidenciando que a
las 24 horas la lectura de los halos de inhibicion es muy similar con clorhexidina al
0.12%.

Al comparar el efecto del extracto etanolico del Cinnamomum zeylanicum con
clorhexidina al 0.12% sobre Porphyromona gingivalis, se concluy6é que el
potencial de la clorhexidina al 0.12% es superior. Los resultados difieren con el
estudio realizado por Yépez (16) concluyendo que el extracto metandlico de
cinnamomum verum tiene efecto antibacteriano semejante a la clorhexidina al
0.12%.

Para la adquisicion de las bacterias se tuvo que realizar la compra en un laboratorio
certificado y esperar para visualizarlas. En cuanto a la obtencidn del extracto
etanolico del cinnamomum zeylanicum, la siembra sobre medios de cultivo con el
objetivo de determinar la actividad inhibitoria se requiere contar con diversos

materiales, sustancias, y conocimiento previo acerca del manejo de materiales de
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laboratorio para facilitar el aprendizaje, sin embargo, se adquiri6 habilidad,
destreza, conocimiento acerca de los métodos y medios de cultivo para

microbiologia.
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CONCLUSIONES

1. Se determino la existencia de efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Cinnamomum zeylanicum (Canela) frente a Fusobacterium nucleatum ATCC
25586 y Porphyromona gingivalis ATCC 33277, demostrando un efecto
antibacteriano positivo por el método de difusion de discos Kirby Bauer.
(p<0,05)

2. Se determind el efecto antibacteriano del extracto etanélico de Cinnamomum
zeylanicum (Canela) frente a Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 con
valores de 11,010 £0,155 mm de halos de inhibicion para una concentracion
del 75% y 12,33+0,383 mm de halos de inhibicién para una concentracion del
100%,; para las concentraciones de 25% y 50%, los didmetros de halos de

inhibicion fueron menores a 6 mm. (p<0,05)

3. Se determin0 el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Cinnamomum
zeylanicum (Canela) frente a Porphyromona gingivalis ATCC 33277, se
determind la actividad antibacteriana con valores de 7,4275+0,309 mm de
halos de inhibicién para una concentracion del 25%, 9,1313+0,2752 mm para
una concentracion del 50%, 10,12+0,151 mm para una concentracién del 75%
y 21,5263+1,496 mm para una concentracion del 100% (p<0,05).

4. La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico del
Cinnamomum zeylanicum (Canela) sobre el Fusobacterium nucleatum ATCC
25586 fue de 29,4084 mg/mL y para Porphyromona gingivalis ATCC 33277
fue de 14,7042 mg/mL. La concentracion minima bactericida (CMB) del
extracto etandlico del Cinnamomum zeylanicum (Canela) sobre el
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 fue de 31,509 mg/mL y para
Porphyromona gingivalis ATCC 33277 fue de 14,704 mg/mL.
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5. Se comparo el efecto antibacteriano del extracto etandlico del Cinnamomum
zeylanicum (Canela) con clorhexidina al 0.12% sobre el Fusobacterium
nucleatum ATCC 25586, se obtuvo valores por debajo del efecto de la
clorhexidina al 0,12%, el valor medio méaximo de diametro de halo de
inhibicion fue de 12,33 mm para una concentracion del 100% contra 25,43 mm
de la clorhexidina al 0,12%. Al comparar el efecto antibacteriano del extracto
etanolico del Cinnamomum zeylanicum (Canela) con clorhexidina al 0.12%
sobre el Porphyromona gingivalis ATCC 33277, se obtuvo, para
concentraciones de 25%, 50% y 75%, valores por debajo del efecto de la
clorhexidina al 0,12%, el valor medio maximo de didmetro de halo de
inhibicién fue de 21,5263 mm para una concentracion del 100% contra 28,53
mm de la clorhexidina al 0,12%. La Clorhexidina al 0.12% tiene mayor efecto
antibacteriano que el extracto etandlico del Cinnamomum zeylanicum (Canela)
sobre Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 y Porphyromona gingivalis
ATCC 33277. (p<0,05)
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RECOMENDACIONES

1. Serecomienda promover la investigacion sobre la base de extracto etanélico

de canela a fin de obtener resultados “in vivo “en especies animales.

2. Se recomienda seguir con la linea de investigacion en base a otras especies
naturales para conocer sus componentes e incorporarlos en formulaciones

magistrales en odontologia.

3. Se recomienda promover el producto de extracto etandlico de canela para

poder utilizarlo en un futuro como posible tratamiento en odontologia.
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ANEXO 1 ANALISIS TAXONOMICO

Ublcacidn taxondmica de la espede Canela

Reino ! Plantae
Divisién : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Laurales
Familia : Lauraceae
Género - Cinnamomum
Especle : Cinnamoamum zevlanicum Breyn
Nombre comudn : Canela

Descripcién botidnica de la especie:

€3 una especie es un drbol muy ramificado. Las hojas son simples alternas, un tanto coriaceas, de
color verde oscuro, aromaticas, La limina de fa hofa es eliptica u ovada, mide de 5 3 15 cm. de largo
por 5a 10 crm. de ancho, de margen entero, dpice acuminado, base estrecha, curvinervias,

Infio Ia: Flores idas en paniculas terminales, brevemente pedunculadas,

Flores: Actinomarfas, hermafroditas, con 2f perianto constituido por un callz amarillenta de seis
sépalos , dispuestos en dos verticilos, Androceo conformado por nueve estambres perfectas y tres
estaminodios. Gineceo con ovario slpero, con un selo dvulo,

Fruto: Baya negra y carmnosa , envuelta por ol cillz persistente.
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ANEXO 2: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

EXTRACTO ETANOLICO-CINNAMOMUM GRUPO
ZEYLANICUM CONTROL
BACTERIA:
FUSOBACTERIUM - -
NUCLEATUM CONCENTRACION | 25% | 50% | 75% | 100% | Clorhexidina
al 0.12%
VOLUMEN (uL) | 30uL | 30puL | 30uL | 30 pL 30 pL -
DISO 1 HALOS mm
DISCO 2 HALOS mm
DISCO 3 HALOS mm
DISCO 4 HALOS mm
DISCO 5 HALOS mm
DISCO 6 HALOS mm
DISCO 7 HALOS mm
DISCO 8 HALOS mm

PROMEDIO FINAL
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EXTRACTO ETANOLICO-CINNAMOMUM GRUPO CONTROL
ZEYLANICUM
BACTERIA:
FUSOBACTERIUM + :
NUCLEATUM | CONCENTRACION | 25% | 50% 75% 100% | Clorhexidina
al 0.12%
VOLUMEN (uL) | 30uL | 30pL 30uL 30 pL 30 uL
DISO 1 HALOS mm <6 <6 11,08 12,58
DISCO 2 HALOS mm <6 <6 11,20 12,24
DISCO 3 HALOS mm <6 <6 11.05 12,41
DISCO 4 HALOS mm <6 <6 11 12,43
DISCO 5 HALOS mm <6 <6 11,29 11,83 2543 <6
DISCO 6 HALOS mm <6 <6 10,77 11,54
DISCO 7 HALOS mm <6 <6 10,99 12,07
DISCO § HALOS mm <6 <6 11,20 12,64
PROMEDIO FINAL =fmm | <6mm | 11,095mm | 12,.33mm 25.43mm <Hmm
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ANEXO 3: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

EXTRACTO ETANOLICO-CINNAMOMUM GRUPO
ZEYLANICUM CONTROL
BACTERIA:
PORPHYROMONA +
GINGIVALIS CONCENTRACION | 25% | 50% | 75% | 100% | Clorhexidina
al 0.12%
VOLUMEN (uL) | 30pL | 30puL | 30pL | 30 pL 30 pL
DISO 1 HALOS mm
DISCO 2 HALOS mm
DISCO 3 HALOS mm
DISCO 4 HALOS mm
DISCO 5 HALOS mm
DISCO 6 HALOS mm
DISCO 7 HALOS mm
DISCO 8 HALOS mm
PROMEDIO FINAL
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EXTRACTO ETANOLICO-CINNAMOMUM ZEYLANICUM | GRUPO CONTROL
BACTERIA:
PORPHYROMONA 4
GINGIVALIS CONCENTRACION 259 50% 75% 100% | Clorhexidina
al 0.12%
VOLUMEN (pL) 0L 0L a0pL 10 pL 30 L .
DISO 1 HALOS mm 7.13 9.03 10,43 21,28
DISCO 2 HALOS mm 7.28 921 9,09 22.68
DISCO 3 HALOS mm 7.32 0,08 09 24,1
DISCO 4 HALOS mm 7.49 941 0,97 23,43
DISCO 5 HALOS mm 7.71 059 10,18 21,71 18,53 <6
DISCO 6 HALOS mm 7.68 9.16 10,01 10,34
DISCO 7 HALOS mm 7.00 £.83 10,23 10,49
DISCO 8 HALOS mm 6,82 2.62 10,25 20,18
PROMEDIO FINAL 74275 | 91312 10,12 | 21,52625 | 28,53mm | <6mm
mm mm mm mm
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ANEXO 4
CUADRO DE CONCENTRACIONES Y VOLUMENES PARA

DETERMINAR LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

(CMI) Y CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)
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ANEXO 5
TABLA DE CONCENTRACIONES Y VOLUMENES PARA

DETERMINAR LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

(CMI) Y CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)
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ANEXO 6 RESULTADOS DE LABORATORIO

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRASIA Y EBPECTROMETRIA ~ Paoolon de Cartral os Catigug
AV Dy ta Cutturs 723 CUBCO-PERD Comsacto 073550059

RESULTADOS
Cusco, 20 de Octubre del 2022
Solicitante Marill Gorzales Ayala
Universidad Privada ve Tacna
Tipo ge Analisis Marcha Froquimca y Perfil de compuestos Fenolicos
Métode de Andlis Reacclones a la gota y Cromatografia liquida
Tpo de Muestras Denominado "Extracto etanolico de Canela’
Cantidad de Muestra 1, tubo fakcon con 50mL aprox
Alrmacenamento 4°C
Ensayo fitoquimico
L] C‘.""_'."m Flavoncides  Acokxces Yrierpancs y Saponmus  Tannos  Oumonas
Extracio -
Etanclico de P .. - -+ - . -
Canela

Aburdanto = +++, Poco = ++, Muy Poco = », Ausents « -

Nota
El ensayo fitoquimico realizado al extracto consistis an reactiones de coloracion yio
precpitacién, en el que 3¢ evalud la presenca o avsancis de metaboMos secundanos

Refermncs

Lock de Ugaz O, 1694. nwestigacion Filoguimica Métodas en e estugio en los productos
naturales” Pontifca Universidad Catdica del Pen), Lima

N
7R\
l! k! ,-/’i.
\ \ N b
\‘\';f Y et D T el I T
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO OE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROME TRIA ~ Putislisn de Corbol di Celdad
AV D¢ W Citums 733 CUSCO-PERY Carstactr 9700058

RESULTADOS
Parlll de compuestos Fenolicos
O M s ) 1
prder p RIIE S !
= Fanalicos Totales
Mussrs mgiml e extracio
Extracio Etanciico de Cansly 297

Nota.

Nota: Se ha delectado la presencia de 18 compuentos. |a cantidid se cetenming medianto una
curva de calibracidn can un estandar de Querceting. la suma total de los compuesios halisdon
€3 oxprasado an aquivatanie de Querceting en miligramos por mililro de extracto

Condiciones de Anaksis por HPLC

Cromatografc: Agilent senes 1200

Software Chamstation V03.02

Columna: Zorbax Eclipse X0O8 C18 4,60 x 250mm, Sum

Pre Calumna: Zorbax Eclipse XDS-C18 4.50 x 12.5 mm x Sum

Flujo. 0,800 mimin.

Solvente A 85.0 % HyPO, 0.1%

Solvente B: 15.0 % MeCN

Satorna de Anales Inicio 15.0% B = 10 min 50.0% B 3 20 min 83% 3, 3 25 min
100% B.

Deteccion DAD 245 nm

Temparstura ool Homo 40.0°C

Tiempa de Andlisis: 25 mun

Volumen de inyeccion’ 50

Referencia
Vrchetowd, N & Sera Bozena & Triska, Jan. (2007), The sfilbene and catpehin content of the
spring sprouts of Reynoulna species. ACTA Chromatigraphica. 19

Ciuna O, Ligards K. 2013 Cuantfizacién de Acito Rosmaringo on Se's Plantss Cusquefias de
& Tribu Methesr (Lamiacese) por MPLC ~ DAD Tasin UNSAAC

vanescu, B, Viess, L. Cordove, A & Lazar, M. |, (2010), HPLC-DAD-MAS siudy of potyphenols
from Artemisia absinthium, A annus, and A, vilgaris. Chamistry of Natural Compounds, 48¢3).
463470, nitps ool ong/10. 100714 10604-01-2848-8
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ANEXO 7 FOTOGRAFIAS DE LOS DINSTINTOS PROCEDIMIENTOS
REALIZADOS

FIGURA 01: CORTEZA DEL ARBOL DE CINNAMOMUM
ZEYLANICUM.
FIGURA 2: PULVERIZACION DE LA MUESTRA.

FIGURA 03: LLENADO DE LA DAMAJUANA CON ALCOHOL
DE 70° PARA LA MACERACION POR 45 DIAS.
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FIGURA 04: PROCESO DE DESECADO EN LA ESTUFA A 45° C.
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FIGURA 05: OBTENCION DE LAS CONCENTRACIONES AL
25%,50%,75%, 100% .
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FIGURA 07: ACTIVACION DE LA CEPA FUSOBACTERIUM
NUCLEATUM ATCC 25586.
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FIGURA 08: ACTIVACION DE LA CEPA PORPHYROMONA
GINGIVALIS ATCC 33277.

FIGURA 09: ESTERILIZACION DE LOS DISCOS DE
SENSIBILIDAD EN AUTOCLAVE Y ESTUFA.
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FIGURA 11: DISTRIBUCION DE LOS DISCOS EMBEBIDOS CON
EXTRACTO ETANOLICO SOBRE PLACAS INOCULADAS CON
FUSOBACTERIUM NUCLEATUM ATCC 25586 Y
PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC 33277.
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FIGURA 12: HALOS REPRESENTATIVOS DE LA SENSIBILIDAD
DEL EXTRACTO ETANOLICO DE CINNAMOMUM
ZEYLANICUM SOBRE FUSOBACTERIUM NUCLEATUM ATCC
25586
FIGURA 13: HALO FORMADO DE LA CLORHEXIDINA AL 0.12%
SOBRE FUSOBACTERIUM NUCLEATUM ATCC 33277

FIGURA 12: HALOS REPRESENTATIVOS DE LA SENSIBILIDAD
DEL EXTRACTO ETANOLICO DE CINNAMOMUM
ZEYLANICUM SOBRE PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC
33277
FIGURA 13: HALO FORMADO DE LA CLORHEXIDINA AL 0.12%
SOBRE PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC 33277
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FIGURA 16: RESULTADOS DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA (CMI) DEL CINNAMOMUM ZEYLANICUM
SOBRE FUSOBACTERIUM NUCLEATUM ATCC 25586
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FIGURA 17: CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)
DE FUSOBACTERIUM NUCLEATUM ATCC 25586
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FIGURA 18: RESULTADOS DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA (CMI) DEL CINNAMOMUM ZEYLANICUM
SOBRE PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC 33277

FIGURA 19: CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)
DE PORPHYROMONA GINGIVALIS ATCC 33277
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