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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano y antifingico in vitro del extracto
etandlico de Nasturtium officinale sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212™ vy
Candida albicans ATCC 10231™,

Material y Método: Se trabajo con las concentraciones de 20%, 40%, 60%, 80% y
100% de extracto etandlico de Nasturtium officinale. Como controles positivos se
incluyé a la Clorhexidina para el Enterococcus faecalis ATCC 29212™ y la Nistatina
para la Candida albicans ATCC 10231 ™. Se us6 placas con Agar Muller — Hinton para
Enterococcus faecalis ATCC 29212™ y Agar Dextrosa Sabouraud para Candida
albicans ATCC 10231™. Para evaluar el efecto antibacteriano y antifingico se empleé
el método de pozos en agar. La lectura de las placas se realizo a las 24 horas a traves
de la inspeccion visual. Las medidas de los halos de inhibicion del crecimiento del

microorganismo fueron tomadas en milimetros empleando un calibrador vernier.

Resultados: Los promedios del halo de inhibicion de crecimiento de Enterococcus
faecalis ATCC 29212™ fue de 22.17 mm (20%), 23.08 mm (40%), 26.33 mm (60%),
28.58 mm (80%), 28.92 mm (100%) y de la clorhexidina fue de 23 mm.

Los promedios del halo de inhibicion de crecimiento de Candida albicans ATCC
10231™ fue de 10 mm (20%), 10.17 mm (40%), 10.33 mm (60%), 10.42 mm (80%),
13.92 mm (100%) y de la Nistatina fue de 19 mm.

Conclusiones: El extracto etandlico de WNasturtium officinale tiene efecto
antibacteriano y antifingico in vitro sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212™ vy
Céandida albicans ATCC 10231™

PALABRAS CLAVE: Nasturtium officinale, berro, antibacteriano, antifangico, Candida

albicans, Enterococcus faecalis.



ABSTRACT

Objective: To determine the antibacterial and antifungal effect in vitro of the ethanolic
extract of Nasturtium officinale on Enterococcus faecalis and Candida albicans.

Material and Method: The concentrations of 20%, 40%, 60%, 80% and 100% of
ethanolic extract of Nasturtium officinale were used. As positive controls Chlorhexidine
for Enterococcus faecalis ATCC 29212™ and Nystatin for Candida albicans ATCC
10231™ were included. Plates were used with Muller-Hinton Agar for Enterococcus
faecalis ATCC 29212™ and Dextrose Sabouraud Agar for Candida albicans ATCC
10231™. To evaluate the antibacterial and antifungal effect, the agar wells method was
used. The reading was carried out at 24 hours by visual inspection of each plate. The
measurement was carried out by taking the recording in millimeters of the growth

inhibition halos of the microorganism with a vernier caliper.

Results: The mean diameter of the growth inhibition halo of Enterococcus faecalis
ATCC 29212™ was 22.17 mm (20%), 23.08 mm (40%), 26.33 mm (60%), 28.58 mm
(80%), 28.92 mm (100%) and chlorhexidine was 23 mm.

The mean diameter of the growth inhibition halo of Candida albicans ATCC 10231™
was 10 mm (20%), 10.17 mm (40%), 10.33 mm (60%), 10.42 mm (80%), 13.92 mm
(100%) and Nystatin was 19 mm.

Conclusions: The ethanolic extract of Nasturtium officinale has antibacterial and
antifungal effect in vitro on Enterococcus faecalis ATCC 29212™ and Candida albicans
ATCC 10231™

KEY WORDS: Nasturtium officinale, watercress, antibacterial, antifungal, Candida

albicans, Enterococcus faecalis.
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INTRODUCCION

1.1

Realidad problemética

En la cavidad oral la flora bacteriana se establece de forma progresiva
desde el nacimiento del ser humano. Se han identificado alrededor de
700 especies bacterianas alojadas en diversas superficies de la cavidad
oral.! Algunas estan asociadas con el desarrollo de enfermedades
bucales, la mas prevalente es la caries dental.? Una opcién para tratar
dientes ampliamente destruidos por caries es la endodoncia, pero hay
posibilidad de fracaso del tratamiento debido a la persistencia de agentes
bacterianos alojados en los conductos del diente. El Enterococcus
faecalis (E. faecalis) es una de las especies bacterianas que presenta

farmacorresistencia.3

A su vez, la cavidad bucal constituye un ambiente favorable para la
colonizacion de microorganismos oportunistas como los hongos del
género Candida, principalmente Candida albicans (C. albicans).* Se
considera la causante de la mayoria de infecciones micoéticas, se dice
gue cuatro de cada mil pacientes que acuden a consulta dental presentan
sintomas de infeccién candidiasica.>® Ademas este hongo posee

resistencia a diversas sustancias antiflingicas.’

Debido a la resistencia antimicrobiana en los Ultimos afios existe un gran
interés en el uso de plantas medicinales como nuevas fuentes de
agentes antimicrobianos, que a través de sus extractos evidencien la
capacidad de inhibir su crecimiento.1° Por lo que su uso, adicionalmente
este aportando vitaminas y reduciendo los efectos toxicos de los

farmacos convencionales.1112



1.2.

Marco teérico:

Nasturtium officinale (N. officinale), cominmente llamado berro, es una
planta herbacea perenne que generalmente crece en lugares hiimedos.*®
Pertenece la familia de las cruciferas al igual que la coliflor, brécoli, nabo,
repollo, entre otras.'*'> Se encuentra principalmente en Europa, América

y Asia.1®

El berro posee un tallo de hasta 80 cm de altura y hojas de color verde
claro acorazonadas, con flores de color blanco en forma de racimo.” Sus
frutos son cilindros delgados, ligeramente curvados y contienen cuatro
hileras de semillas pequefas y redondas, esta planta tiene un sabor

picante.®

Esta planta contiene una gran cantidad de vitaminas (A, B1, B2, B3, C,
E, K), acido félico, proteinas y minerales (Calcio, hierro, yodo, fésforo,
cobre, azufre).'81° Es generalmente usado como medicina tradicional
para tratar la hiperglucemia, hiperlipidemia, enfermedades
cardiovasculares y pulmonares.?®?! Se le atribuye propiedades
antimicrobianas, antinflamatorias, antioxidantes, cicatrizantes vy

diuréticas.?223

Entre los metabolitos secundarios de la planta, se encuentran los
compuestos fendlicos y glucosinolatos. Entre los compuestos fendélicos
resaltan: &cido clorogénico, quercetina-3-O-rutindsido, acido dicafeaill
tartarico e isoramnetina. Los glucosinolatos estdn compuestas por
gluconasturtina y el isotiocianato de fenetilo. De los cuales tanto la
guercetina-3-O-rutindsido y el isotiocianato de fenetilo le proporciona

propiedades antimicrobianas.?*



Dentro de las causas principales de los tratamientos endodénticos
falidos es la remocion insuficiente de tejido pulpar y/o de los
microorganismos existentes en los canales radiculares, especialmente

del E. faecalis.?®

E. faecalis es un coco Gram positivo, no esporulado y anaerobio
facultativo.>? Su habitat es el tracto gastrointestinal, pero también se
encuentra en la mucosa oral, lengua, bolsas periodontales y conductos

radiculares.?®

Este microorganismo es muy frecuente en procesos infecciosos bucales
entre ellos la necrosis pulpar, periodontitis apicales y conductos

exteriorizados a cavidad bucal.?”

Esta bacteria tiene la capacidad de poder vivir y multiplicarse en medios
gue son inhabitables para diversas bacterias y en donde los nutrientes
son escazos.?® Pueden crecer a una temperatura de 10 a 45 ° C, pH 9.6,

al 6.5% de solucion salina y sobrevivir a 60 °C durante 30 minutos.?®

Debido a su alta virulencia de adhesion y de formacién de biofilm
consiguen penetrar los tubulos dentinarios permaneciendo luego de la
instrumentacion quimico-mecénica y asi contaminando los conductos

luego de haber sido obturados.30:3?

Es resistente al hidréxido de calcio, un agente antimicrobiano alcalino
empleado en odontologia como medicamento intrarradicular.3?
Generalmente el pH de estas pastas son usadas en endodoncia con
12.3; pero, la alcalinidad alcanzada dentro de la dentina radicular no
excede al pH 10.3 después de llenar los canales con hidréxido de calcio,
este valor puede disminuir a pH 8.5- 9.0 dentro del sistema de conductos

radiculares a consecuencia del efecto tampdn de la dentina, valor que no

10



logra ser lo suficiente como para exterminar a E. faecalis.®?

La candidiasis es la infeccién micética mas usual de la cavidad oral, es
ocasionada por el hongo Candida, es diagnosticada por la observacion
de cambios clinicos y de muestras adquiridas por citologia exfoliativa o

biopsia en las cuales hay pseudohifas, hifas o levaduras.3*

La Candida es un microorganismo oportunista clasificado en el grupo de
levaduras, de los cuales se han identificado mas de 150 especies.*® C.
albicans es una de las especies mas frecuente en lesiones de la mucosa
bucal, seguidas de céandida no albicans: Krusey, glabrata, tropicalis,

parapsilosis y dubliniensis.26

C. albicans pertenece a la familia Cryptococcaceae, es un organismo
asexual, saprofito, crece preferentemente en superficies humedas y
templadas, puede tornarse patdégeno.®” Es una levadura oval que
provoca un pseudomicelio en los tejidos, exudados y cultivos; puede
propagarse, vincularse con otras afecciones y provocar una enfermedad
general progresiva en pacientes debilitados o con un sistema

inmunoldgico alterado.3®

Las causas que incitan el desarrollo de la candidiasis bucal son
xerostomia, higiene bucal deficiente, antibioticoterapia prolongada,
alteraciones inmunolégicas o endocrinas, entre otras.®® Asi mismo se ha
descrito que la presencia de aparatos de ortodoncia bucales y prétesis
dentales tiene como consecuencia la acumulacion de biofilm vy
modificacion del entorno ecoldgico de la cavidad oral, por lo que

contribuye al aumento de la colonizacién por C. albicans. 343640

Las lesiones candididsicas suelen aparecer en la mucosa yugal, angulo

de los labios, paladar, lengua y faringe.*

11



1.3.

Los tipos clinicos mas caracteristicos son la forma seudomembranosa y
la eritematosa. Pueden tener evolucion aguda o cronica segun la
persistencia de los factores predisponentes. También son frecuentes
procesos bucales comunmente asociados: estomatitis subprotésica,

queilitis angular, glositis romboidal y lengua vellosa.*?

Antecedentes

Mahdavi et al (2019) evaluaron la efectividad antibacteriana del aceite de
Nasturtium officinale frente a Staphylococcus aureus, Bacilus cereus,
Escherichia coli y Salmonella entérica. El resultado fue que S. enteric y
E. coli demostraron mas resistencia y B. cereus mas susceptibilidad al
aceite de N. officinale. Concluyeron que el aceite de N. officinale posee
actividad antibacterial frente a bacterias Gram positiva.*

Omidi et al (2018) analizaron la actividad del extracto etandlico de
Nasturtium officinale frente al crecimiento y formacion de biofilm de
Pseudomonas aeruginosa. Entre sus resultados fueron: La
concentracion inhibitoria minima (MIC) fue de 0.625 mg / ml y la
concentracion bactericida minima (MBC) de este extracto fue de 1.25 mg
/ ml. La inhibicion de la formacion de biofilm por extracto de planta
dependia de la concentracion, el porcentaje mas alto fue de 7,5 mg / ml
y el mas bajo fue de 0,11 mg / ml. Concluyeron que el extracto de
Nasturtium officinale tiene efecto antibacterial y anti-biofilm contra la

Pseudomonas aeruginosa.*

Farshbaf et al (2016) evaluaron el efecto antibacterial del extracto acuoso
y alcohdlico del Nasturtium officinale en algunos patégenos. Como
resultado obtuvieron: Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes

(gram positivas) fueron las bacterias mas sensibles con MIC de 8 ug / ml,

12



mientras que Escherichia coli y Salmonella typhimurium (Gram negativa)
fueron mas resistentes a los extractos. Ademas, el efecto inhibitorio de
los extractos acuosos y alcoholicos de N. officinale fue mayor contra las
bacterias Gram positivas en comparaciéon con los Gram negativas. Por lo
tanto, los extractos acuosos y alcohdlicos de N. officinale afectan el

crecimiento de bacterias Gram positivas.*®

Lazaro R et al (2016) realizaron un estudio sobre los componentes
antibacterianos del extracto de cloroformo de N. officinale frente al
Mycobacterium tuberculosis. Los resultados fueron que, de las 14
fracciones analizadas, solo del 3 al 5 mostraron propiedades
antimicobacterianas de N. officinale, concluyendo que se debia a la
presencia de E-fitol con una CMI = 12.5 ug / ml y acido palmitico con una

CMI = 50 ug / ml contra Mycobacterium tuberculosis.*®

Khan H et al (2015) determinaron la composicion nutricional y las
actividades antioxidantes y antimicrobianas de las plantas silvestres
disponibles en Pakistan. Ocho especies de plantas silvestres fueron
recolectadas, de las cuales una de ellas fue el Nasturtium officinale.
Cuyos resultados fueron que el N. officinale tenia buena actividad
antioxidante, ademas, tuvo un efecto inhibidor contra Escherichia coli con
13 +/- 0.6 mm, Streptococcus pneumoniae con 14 +/- 0.7 mm y Proteus
vulgaris con 15 +/- 0.8 mm de zona de inhibicion. Por lo tanto el N.

officinale tiene actividad antioxidante y antibacteriana.*’

Nikan J y Khavari H (2014) realizaron un estudio sobre la actividad
antifangica del extracto de berro en el desarrollo de Fusarium solani
(agente causal de la podredumbre seca de la papa). Los resultados de
este estudio indicaron que todas las concentraciones de extracto
alcohdlico de berros pueden inhibir significativamente el crecimiento de

micelios de Fusarium solani en medio de cultivo de agar papa dextrosa.

13



1.4.

Entre las diferentes concentraciones de extracto de berros, la zona de
inhibicion mas alta del hongo se obtuvo a una dosis de 600 mg / ml. En
consecuencia, el extracto de berro posee potencial para ser empleado

en fabricar compuestos fungicidas naturales.*®

Freitas et al (2013) evaluaron la posible interaccion in vitro entre
extractos naturales de N. officinale y el isotiocianato de 2-feniletilo con la
Gentamicina, se realizdé un estudio de sinergia contra 11 aislados de
Escherichia coli, usaron un ensayo de difusion de disco y métodos de
CMI para evaluar la efectividad antibacteriana in vitro. Cuyos resultados
mostraron que hay un aumento en la actividad antibacteriana del
antibidtico cuando se combina con extractos de plantas y compuestos
puros. Concluyeron que el berro tiene importantes sustancias
farmacolégicas que pueden usarse para desarrollar agentes

antimicrobianos nuevos y efectivos.*®

Justificacion y proposito

Debido a que en los ultimos afios la medicina natural esta siendo
estudiada en el ambito odontoldgico, pero al vivir en un pais que posee
una gran biodiversidad de flora los estudios no se abastecen, como es el
caso del N. officinale la cual es una planta con mdultiples propiedades
medicinales comprobadas artesanalmente, pero con escasos estudios

cientificos.

Este estudio pretende promover el uso de plantas medicinales para
mejorar el estado de la salud bucal y servir como antecedente para

investigaciones futuras las cuales pueden ser realizadas in vitro o in vivo.

Posee importancia clinica ya que si se demuestra que el extracto

etandlico de N. officinale presenta efectividad antibacteriana y

14



1.5.

1.6.

antifungica sobre dichos microorganismos podria ser una alternativa de
prevencion y tratamiento frente a las patologias bucales mas frecuentes,
como es el caso de la caries dental y candidiasis oral, ademas de
aumentar las probabilidades de éxito en los tratamientos endodoénticos,
ya que el E. faecalis coloniza los conductos radiculares.

Asi mismo podria favorecer a la poblacién ya que pueden acceder a un
menor costo a otras alternativas de tratamiento para el control de
microorganismos relacionados a enfermedades orales a base de este

extracto.
Por lo descrito decidi realizar la presente investigacion “Efecto
antibacteriano y antifingico in vitro del extracto etandlico de Naturtium
officinale sobre Enterococcus faecalis y Candida albicans”
Formulacion del problema
¢ Posee efecto antibacteriano y antifingico in vitro el extracto etandlico
de Nasturtium officinale sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212™ vy
Candida albicans ATCC 10231™?
Hipotesis de investigacion

El extracto etandlico de Nasturtium officinale tiene actividad

antibacteriana y antifingica sobre Enterococcus faecalis ATCC
29212™y Candida albicans ATCC 10231™ respectivamente.

15



1.7.

Objetivo(s). General y especificos

1.7.1. Objetivo General.

Determinar el efecto antibacteriano y antifingico in vitro del
extracto etandlico de Nasturtium officinale sobre Enterococcus
faecalis ATCC 29212™ y Candida albicans ATCC 10231™,

1.7.2. Objetivos Especificos

e Determinar la susceptibilidad in vitro del Enterococcus faecalis
ATCC 29212™ frente al extracto etandlico de Nasturtium
officinale en las concentraciones de 20%, 40%, 60%, 80% y
100%

e Determinar la susceptibilidad in vitro de la Candida albicans
ATCC 10231™ frente al extracto etandlico de Nasturtium
officinale en las concentraciones de 20%, 40%, 60%, 80% y
100%

16



1.8. Variables
Variables Definicién Definicién Tipo de variable Escala
conceptual operacional e _ _ de
Segun su Segun su medicién
Indicadores naturaleza | funcidn
Es una planta | Concentracion del Cuantitativa | Independiente Razoén
semi  acuatica | extracto etanélico
Extracto utilizada en | de Nasturtium
etandlico de | medicina officinale.al 20%,
Nasturtium | yradicional  por | 40%, 60%, 80% y
officinale sus  mdultiples | 100%
propiedades.*®
Capacidad para | Susceptibilidad:
eliminar, Se medira el o ] .
inactivar y diametro del halo Cuantitativa | Dependiente | Razon
Efecto rlt'affrena}r, Iad dgljnhibicion en
antibacteriano | Proliferacion de | mi |m.etr.<zis
y antifngico agentes constituido en torno
patégenos de cada pocillo
mediante tanto para el
procesos fisicos | Enterococcus
0 quimcos.>® | faecalis ATCC
29212™vy |a
Candida albicans
ATCC 10231™
METODOLOGIA
2.1. Tipo deinvestigacion
Segun el Segun la Segun la Segun la Segun la
periodo en que | evolucién del comparacion interferencia forma de
se capta la fenédmeno de poblaciones del recoleccion de
informacién estudiado investigador datos
en el estudio
Prospectivo Transversal Comparativo | Experimental Prolectivo
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2.2.

Poblacion y Muestra

2.2.1. Caracteristicas generales:

Conjunto de placas Petri con Agar Muller- Hinton conteniendo

las cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212™ vy |os

pocillos con la suspensién acuosa procedente del extracto

etandlico de Nasturtium officinale a una concentracion

correspondiente y un control positivo (Clorhexidina al 2%).

Conjunto de placas Petri con Agar Dextrosa Sabouraud

conteniendo las cepas de Candida albicans ATCC 10231™y

los pocillos con la suspension acuosa procedente del extracto

etandlico de Nasturtium officinale a una concentracion

correspondiente y un control positivo (nistatina).

Criterios de inclusion

Placas Petri conteniendo las cepas de
Enterococcus faecalis ATCC 29212™ y Candida
albicans ATCC 10231™

Placas Petri que se encuentren en buen estado y

esterilizados correctamente.

Criterios de exclusion

Placas Petri con las cepas Enterococcus faecalis
ATCC 29212™y Céandida albicans ATCC 10231™
gue posean alguna rajadura o algun tipo de dafio
en su estructura en la fase de incubacion.

Placas Petri con las cepas Enterococcus faecalis
ATCC 29212™vy Céandida albicans ATCC 10231™
con un resultado en la fase de incubacion pueda

ser incierto.

18



Criterios de eliminacién
e Placas Petri con las cepas Enterococcus faecalis
ATCC 29212™y Candida albicans ATCC 10231™
gue se hayan contaminado o deteriorado en la
conservacion, manipulacion y los procedimientos

gue no posibiliten su medicién consecutiva.

2.3. Técnicas e instrumentos de investigacion

2.3.1. Método: Observacion

2.3.2. Instrumento de recoleccién de datos:

Para la presente investigacion se realiz6 una ficha para cada

microorganismo:

Una ficha con el promedio del diametro de los halos de
inhibicion en milimetros para analizar la sensibilidad del
Enterococcus faecalis ATCC 29212™ frente a las
concentraciones del extracto etanolico Nasturtium officinale.
(Anexo 01)

Otra ficha con el promedio del diametro de los halos de
inhibicion en milimetros para analizar la sensibilidad de la
Candida albicans ATCC 10231™ frente a las concentraciones

del extracto etandlico de Nasturtium officinale. (Anexo 02)

2.3.3. Procedimiento de recoleccién de datos:

Estudio Piloto
Antes de ejecutar el proyecto se realizé un estudio piloto
por falta de antecedentes del uso del N. oficcinale como

agente antibacteriano y antifangico en E. faecalis ATCC
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29212™y C. albicans ATCC 10231™ respectivamente.
Se empled 5 placas Petri con 4 repeticiones para el
extracto etanodlico de N. officinale al 20%, 40%, 60%,
80%, 100% y una placa para control positivo, tanto para
E. faecalis ATCC 29212™y C. albicans ATCC 29212™,
Siendo en total 12 placas. (Anexo 03 y 04)

De la aprobacion del proyecto

Se obtuvo el permiso para su ejecucion con la
aprobacion del proyecto por la Unidad de Investigacién
Cientifica de la Escuela de Estomatologia de la
Universidad Privada Antenor Orrego con la

correspondiente Resolucion Decanal.

De la autorizacion para la ejecucion

Se solicito el permiso para poder ingresar al Laboratorio
de Microbiologia y Biotecnologia de la Fac. de C.C. de
la Salud — UPAO, en el cual el investigador estuvo bajo
la supervision del Bidlogo y personal del laboratorio.
(Anexo 05)

De la obtencion del extracto etan6lico de

Nasturtium officinale

Recoleccion de Nasturtium officinale

Se recolect6 2 kg de esta planta.

Identificacién y determinacién taxondmica de la
especie
Un ejemplar completo de la planta se llevé al Herbarium

Truxillense (HUT) para su identificacién y determinacién
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taxondmica. (Anexo 06)

Preparacién de la muestra vegetal

Se realizo los siguientes pasos (Anexo 07);

e Seleccion: Se selecciond las hojas que estuvieran
en buen estado, sin ataque de hongos, ni
marchitadas o decoloradas.

e Lavado: las hojas fueron lavadas con agua
destilada, se le realiz6 una desinfecciobn con
hipoclorito de sodio al 0.5 %, luego se enjuago con
agua destilada, para retirar residuos de hipoclorito.

e Secado: se distribuyeron las hojas sobre papel
Kraft para que sequen a temperatura ambiente por
24 horas, luego fueron sometidas a una estufa a
40 °C.

e Pulverizacion: se pulverizdé usando un molino.

e Tamizaje: Lo obtenido se pas6 por medio del tamiz
N° 0.7.

e Almacenamiento: El polvo obtenido de las hojas
de berro peso6 129 g, este se coloco en un frasco

de vidrio ambar de boca ancha.

Preparacion del extracto etandlico

A los 129 g de polvo se le adicion6 1.4 L de etanol al
70° G.L. (Gay Lussac). Se mezclé bien, considerando
gue ésta no debe sobrepasar las ¥ partes del
recipiente. Se tapo el envase y se macerd6 por 7 dias,
agitdndose 15 minutos, dos veces al dia.

Luego se filtré6 usando una bomba de vacio, con papel

de filtro Whatman N° 2. Este liquido filtrado se le
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denomind extracto etanolico.

Luego, el extracto etandlico se recuperdé en un
rotavapor, se terminG de secar en la estufa de
circulacién de aire a 40 °C. Al producto resultante se
le denominé extracto blando. A partir de ello se
prepar0 las concentraciones de 20% (200mg/mL),
40% (400mg/mL), 60% (600mg/mL), 80% (800mg/mL)
y 100% (1000 mg/mL) disueltas en agua destilada. Por
ultimo, se colocé en frascos de vidrio de color ambar
estéril y se guardaron en refrigeracion a 4 °C, hasta su
empleo posterior. (Anexo 08)

De la obtencidn de las cepas

Este estudio utilizé cultivos liofilizados de las cepas de
Enterococcus faecalis ATCC 29212™ vy Candida
Albicans ATCC 10231™ para evaluar la susceptibilidad
de los microorganimos frente al extracto etandlico de
Nasturtium officinale, las cuales fueron obtenidas del
Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia de la Fac.
de C.C. de la Salud — UPAO.

Reactivacion y preparacion delindculo de las Cepas
de Enterococcus faecalis ATCC 29212™

Fue reactivada en agar Muller - Hinton y cultivada bajo
condiciones de aerobiosis a una temperatura de 37°C.

La suspensién bacteriana tuvo una turbidez semejante
al tubo N° 0,5 del Nefelémetro de McFarland que

corresponde a 1,5 x 108 bacterias / ml. (Anexo 09 y 10)
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Reactivacion y preparacién del in6culo de las Cepas
de Candida albicans ATCC 10231™

Las placas se incubaron en medio de agar Dextrosa
Sabouraud a 37 °C.

Bajo condiciones estériles se tom6 3 a 4 colonias de la
cepay se precedi6 a realizar la suspension directa en 5
ml. de solucién salina fisiolégica estéril hasta llegar a la
turbidez estdndar de 0,5 de McFarland. (Anexo 09y 11)

De Ila determinacion de la susceptibilidad
antibacteriana

Se hizo uso del método de pozos en agar.

En el tubo donde se preparo la suspension bacteriana
se introdujo un hisopo esterilizado, se humedecio y fue
presionado contra las paredes y asi se eliminé el exceso
de liquido, rapidamente se inoculd la superficie seca del
agar Muller - Hinton por hisopado en tres direcciones
opuestas, esto se hizo tres veces para una mejor
distribucion del microorganismo sobre la superficie del
agar. (Anexo 12)

Luego se procedi6 a la elaboracion de pocillos, con un
didametro de 5mm, de 50 ul de capacidad. Cada placa
tuvo 4 pocillos a excepcion de la placa control que solo
contuvo un pocillo. En cada pocillo se colocé 50 ul con
una micropipeta de las concentraciones experimentales
al 20%, 40%, 60%, 80%, 100% del extracto etandlico de
N. officinale y para el control positivo se contd con la
clorhexidina al 2%. Por ultimo, estas se voltearon y se
incubaron en aerobiosis a una temperatura de 37°C
durante 24 horas. (Anexo 13y 14)

Luego de 24 horas con un calibrador vernier se efectu6
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la medicién de los halos de inhibicibn del E. faecalis
ATCC 29212™. (Anexo 15y 17)

De Ila determinacion de la susceptibilidad
antifungica

A partir del in6culo de C. albicans ATCC 10231™ se
sembraron con un hisopo estéril en Placas Petri con
agar Dextrosa Sabouraud. (Anexo 12)

Se procedié a realizar 4 pocillos para las placas que
contenian las concentraciones de N. officinale y un
pocillo para la Nistatina (placa control). Para luego ser
incubadas a 37° C en una estufa por 24 horas. (Anexo
13y 14)

Se midio los halos de inhibicion de cada concentracion
del extracto etandlico a las 24 horas. (Anexo 16y 17)

2.4. Disefo de investigacion

2.4.1. Unidad de muestreo:

Cada placa Petri con Agar Muller- Hinton conteniendo las
cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212™ vy |los
pocillos con la suspension acuosa procedente del extracto
etanolico de Nasturtium officinale a una concentracion
correspondiente y un control positivo (Clorhexidina al 2%).
Cada placa Petri con Agar Dextrosa Sabouraud
conteniendo las cepas de Candida albicans ATCC 10231™
y los pocillos con la suspension acuosa procedente del
extracto etandlico de Nasturtium officinale a una
concentracion correspondiente 'y un control positivo

(nistatina).
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2.4.2. Unidad de andlisis:

Cada placa Petri con Agar Muller- Hinton conteniendo las
cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212™ vy los
pocillos con la suspensién acuosa procedente del extracto
etandlico de Nasturtium officinale a una concentracion
correspondiente y un control positivo (Clorhexidina al 2%).
Cada placa Petri con Agar Dextrosa Sabouraud
conteniendo las cepas de Candida albicans ATCC 10231™
y los pocillos con la suspensién acuosa procedente del
extracto etanolico de Nasturtium officinale a una
concentracion correspondiente 'y un control positivo

(nistatina).

2.4.3. Tamaio muestral:

» Para Enterococcus faecalis ATCC 29212™

@y + 2 (S S

(X, — X2)?

Donde:

° Zx, = 1.96 (confianza del 95%)

e Zp=0.84 (potencia del 80%)

e Xx;= 11.25 promedio del halo de inhibicion de la
susceptibilidad del E. faecalis ATCC 29212™ frente al
extracto etanodlico del N. officinale al 60% del estudio
piloto.

e Xx,= 12.75 promedio del halo de inhibicion del E.
faecalis ATCC 29212™ frente al extracto etandlico del

N. officinale al 100% del estudio piloto
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5,=0.96 D.E. de los halos para la concentracion al 60%
S,= 1.50 D.E. de los halos para la concentracion al
100%

Reemplazando:

_ (1.96+0.84)2.(0.96%+1.52) _

125-127572 12 repeticiones para cada grupo.

» Para Candida albicans ATCC 10231™

n

@+ 2 (S S

(X, — %)

Donde:

Zx;, = 1.96 (confianza del 95%)
Zg=0.84 (potencia del 80%)

x,= 23.25 promedio del halo de inhibicion de la
susceptibilidad de C. albicans ATCC 10231™ frente al
extracto etanolico del N. officinale al 40% del estudio
piloto.

x,= 24.75 promedio del halo de inhibicion de C.
albicans ATCC 10231™ frente al extracto etanélico del
N. officinale al 60% del estudio piloto.

S;= 1.5 D.E. de los halos para la concentracion al 40%

S,=0.96 D.E. de los halos para la concentracion al 60%

Reemplazando:

_ (1.96+0.84)% . (1.5%2+0.96

) =12 repeticiones

(23.25—24.75)2
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2.4.4. Tipo de muestreo:
Muestreo no probabilistico
2.5. Procesamiento y analisis de datos

Se empled paquetes estadisticos Excel y SPSS.

e Estadistica descriptiva: Se fabric6 tablas de frecuencias de una
entrada con sus valores absolutos, promedio, desviacion estandar
y graficos.

e Estadistica analitica: Para determinar el efecto antibacteriano y
antifangico del extracto etandlico del N. officinale sobre las cepas
de E. faecalis ATCC 29212™ y C. albicans ATCC 10231™
respectivamente se dispuso de un andlisis de varianza
correspondiente a un disefio totalmente al azar empleando la
prueba “F”, luego se empleé una prueba de comparaciones
multiple utilizando Duncan. Ambas pruebas con un nivel de

significancia del 5%.

2.6. Principios bioéticos

Para ejecutar la presente investigacion se respetd los siguientes
principios de bioseguridad y asi no perjudicar el medio ambiente ni al
personal:

e Declaracion de Helsinki, adoptada por la 642 Asamblea Médica

Mundial, principio 11.5%

e Ley General de Salud del Per( (Ley N° 026842) Art. 86.52

La manipulacion y desecho de las muestras se ejecutd de acuerdo al

manual de bioseguridad en laboratorios de microbiologia y medicina

durante la ejecucion del estudio.>?
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RESULTADOS

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto antibacteriano y antifungico
in vitro del extracto etandlico de Nasturtium officinale (berro) frente al
Enterococcus faecalis ATCC 29212™ y Candida albicans ATCC 10231™., Para
ello se emple6 el método de pozos en Agar y se midié en milimetros los halos
de inhibicién, pudiendo observar la diferencia del tamafio de los halos del efecto
del extracto etandlico comparado con el control positivo. (figura 1y 2)

Se realiz6 3 tablas y un grafico tanto para el Enterococcus faecalis ATCC
29212™ (Tabla 01, tabla 02, tabla 03 y grafico 01) y Candida albicans ATCC
10231™ (Tabla 04, tabla 05, tabla 06 y grafico 02).

Tabla 01: Se construy0d una tabla que contenia las 5 concentraciones del
extracto etandlico de Nasturtium officinale, el grupo control (Clorhexidina),
namero de intervenciones, el promedio del diametro de los halos de inhibicion
de crecimiento del Enterococcus faecalis ATCC 29212™ y su respectiva
desviacion estandar. Pudiendo observar que la desviacion estandar es baja, por
lo tanto, los valores de cada halo de inhibicién con su respectiva concentracion
de extracto etandlico se extienden en un rango reducido, es decir no mantienen

mucha diferencia por cada medicion hecha.

Tabla 02: Para que la investigacion tenga mas credibilidad se realizé el analisis
de varianza, en donde muestra que P tiene el valor de 0.000 lo cual es menor
gue el nivel de significancia de 0.05, esto quiere decir que existe una diferencia
altamente significativa del diametro del halo de inhibiciébn de crecimiento de
Enterococcus faecalis ATCC 29212™, en las diferentes concentraciones del

extracto etandlico de Nasturtium officinale.
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Tabla 03: Se utilizé la prueba de Duncan, que compar6 cada promedio de los
halos de inhibicién de crecimiento de Enterococcus faecalis ATCC 29212™
mostrando que hay diferencia altamente significativa entre las concentraciones
del extracto etanolico de Nasturtium officinale al 20% y 100%. Existe semejanza
en las concentraciones del extracto etandlico de Nasturtium officinale al 20%,
40% y con la clorhexidina. La concentracion al 60% no tiene homogeneidad con
otros. Las concentraciones al 80% y 100% obtuvieron el mayor promedio.

Grafico 01: El eje de las abscisas representa las concentraciones del extracto
etanolico al 20%, 40%, 60%, 80% y 100%, y el eje de las ordenadas el diametro
de los halos de inhibicion. Se observa una linea ascendente la que vendria a
ser el efecto antibacteriano de las diferentes concentraciones del extracto
etandlico y una descendente para el efecto de la Clorhexidina, apreciandose
que, al aumentar las concentraciones del extracto, mayor es el efecto
antibacteriano. El grupo control Clorhexidina tuvo un efecto semejante a los
extractos al 20% y 40%.

Tabla 04: Se construy0é una tabla que contenia las 5 concentraciones del
extracto etandlico de Nasturtium officinale, el grupo control (Nistatina), nimero
de intervenciones, el promedio del diametro de los halos de inhibicién de
crecimiento del Candida albicans ATCC 10231™ vy su respectiva desviacion
estandar. Pudiendo observar que la desviacién estandar es baja, por lo tanto,
los valores de cada halo de inhibicion con su respectiva concentracion de
extracto etandlico se extienden en un rango reducido, es decir no mantienen

mucha diferencia por cada medicion hecha.

Tabla 05: Se presenta el andlisis de varianza, en la cual se aprecia que existe
una diferencia altamente significativa del didmetro del halo de inhibicién de
Céandida albicans, en las diferentes concentraciones del extracto etandlico de

Nasturtium officinale.
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Tabla 06: Se observa los promedios del diametro del halo de inhibicion de
crecimiento de Candida albicans después de usar el método de Pocitos en Agar.
Se utiliz6 la prueba de Duncan, que comparé los promedios de los halos
demostrando que hay diferencia significativa entre las concentraciones del
extracto etandlico de Nasturtium officinale al 20% y 100%. Existe semejanza en
las concentraciones del extracto etandlico de Nasturtium officinale al 20%,
40%,60% y 80%. La concentracion etandlica al 100% no presenta
homogeneidad con otros. El grupo control con Nistatina obtuvo el mayor
promedio de halo con 19 mm.

Grafico 02: Se observa una linea ascendente, la cual el eje de las abscisas
representa las concentraciones del extracto etandélico al 20%, 40%, 60%, 80%
y 100%, y el eje de las ordenadas el tamafio de los halos de inhibicion.

Se muestra el efecto antifungico del extracto etandlico de Nasturtium officinale
sobre las cepas de Céandida albicans, observando que, al incrementar las
concentraciones del extracto, mayor es el efecto antifungico. El grupo control
con Nistatina tuvo mayor efecto antifingico comparado con las distintas

concentraciones del extracto de Nasturtiun officinale.

Nistatina _

Figura 1: halos de efecto Figura 2: halos del efecto antifungico
antibacteriano del extracto etandlico de del extracto etanolico de N. officinale y
N officinale y Clorhexidina. Nistatina.
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Tabla 01
Didmetro promedio (mm) del halo del efecto antibacteriano in vitro del Extracto
Etandlico de Nasturtium Officinale (Berro) en las concentraciones de 20%, 40%,
60%, 80% y 100% y Clorhexidina frente a Enterococcus Faecalis.

Concentraciones Ni Promedio Desv. Est.
20% 12 22.17 1.03
40% 12 23.08 1.16
60% 12 26.33 3.94
80% 12 28.58 0.67
100% 12 28.92 1.44
Clorhexidina 12 23.00 0.00
Tabla 02

Andlisis de Varianza para el Efecto Antibacteriano in Vitro del Extracto Etandlico
de Nasturtium Officinale (Berro) en las concentraciones de 20%, 40%, 60%,
80% y 100% y Clorhexidina, frente a Enterococcus Faecalis, mediante el

didmetro (mm) de los halos de inhibicion.

Fv sc gl cM F P
Entre grupos 539.24 5 107.85 31.62 0.0000
Dentro de 225.08 66 3.41

grupos

Total 764.32 71

FV: fuente de variacion, SC: suma de cuadrados, gl: grado de libertad, CM:

cuadrado de medio, F: comparar varias variables, P: probabilidad.
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Tabla 03
Agrupacion del didmetro promedio (mm) del halo del efecto antibacteriano in
vitro del Extracto Etandlico de Nasturtium Officinale (Berro) en sus distintas

concentraciones y Clorhexidina frente a Enterococcus Faecalis.

Concentraciones ni Grupos para alfa = 0.05
G1 G2 G3
20% 12 22.17
Clorhexidina 12 23.00
40% 12 23.08
60% 12 26.33
80% 12 28.58
100% 12 28.92
Grafico 01

Efecto antibacteriano del Extracto etandlico de Nasturtium officinale en sus

distintas concenraciones sobre las cepas de Enterococcus faecalis y de la

clorhexidina.
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Tabla 04

Didmetro promedio (mm) del halo del efecto antifingico in vitro del Extracto

Etandlico de Nasturtium Officinale (Berro) en las concentraciones de 20%, 40%,
60%, 80% y 100% Yy Nistatina, frente a Candida albicans.

Concentraciones ni Promedio Desy. Est.
20% 12 10.00 0.85
40% 12 10.17 1.34
60% 12 10.33 0.78
80% 12 10.42 0.67
100% 12 13.92 2.87
Nistatina 12 19.00 0.00
Tabla 05

Andlisis de Varianza para el Efecto Antifungico in Vitro del Extracto Etandlico de

Nasturtium Officinale (Berro) en las concentraciones de 20%, 40%, 60%, 80%

y 100% y Nistatina, frente a Candida Albicans, mediante el diametro (mm) de

los halos de inhibicion.

FVv SC gl cM F P
Entre grupos 777.11 5 155.42 78.81 0.0000
Dentro de 130.17 66 1.97

grupos

Total 907.28 71
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Tabla 06

rupacion del didmetro promedio (mm) del halo del efecto antifingico in vitro

del Extracto Etandlico de Nasturtium Officinale (Berro) en sus distintas

concentraciones y Nistatina frente a Candida albicans.

Concentraciones ni Grupos para alfa = 0.05
G1 G2 G3
20% 12 10.00
40% 12 10.17
60% 12 10.33
80% 12 10.42
100% 12 13.92
Nistatina 12 19.00
Gréfico 02

Efecto antifungico del Extracto etandlico de Nasturtium officinale en sus distintas

concentraciones sobre las cepas de Candida albicans y de la Nistatina.
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DISCUSION

Epidemiologicamente existe un cambio constante de la resistencia de levaduras
a antifungicos o de bacterias a antibi6ticos, asociado con el tipo de huésped, el
microorganismo involucrado, la etiologia de la enfermedad, y la resistencia o

sensibilidad del antifingico o antibiético.5* >

Si bien esta investigacion es sobre el efecto antifingico y antibacteriano del
extracto etanolico de Nasturtium officinale (berro) frente al Enterococcus
faecalis ATCC 29212™ y Candida albicans ATCC 10231™, la resistencia
bacteriana y fungica es un problema que surge a partir de la adaptacién de la
bacteria al antibiético y de la levadura al antifungico, tras una mutacion genética
gue los convierte en seres mas dificiles para combatir. La resistencia de estos
microorganismos a los farmacos ha promovido diversos estudios que
precisamente implican la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para
hacerles frente a microorganismos como Enterococcus faecalis y Candida
albicans. Conociendo esto, se espera que este aporte cientifico contribuya con
dicha finalidad.

Las investigaciones con extractos de productos naturales han incrementado su
significacion con el paso del tiempo a causa de las propiedades y beneficios

gue ofrecen para favorecer la salud de las personas.

Segun refiere la literatura, las sustancias antimicrobianas de la mayoria de las
especias son los propios aceites esenciales, mezcla de diferentes productos
volatiles, entre ellos se encuentran los alcoholes, cetonas, éteres, acidos, entre
otros. El berro posee compuestos fendlicos y glucosinolatos los cuales le

proporcionan propiedades antimicrobianas.?*

Teniendo en cuenta la compatibilidad de estos compuestos con el organismo y

sus efectos farmacéuticos beneficiosos, es de gran valor estudiar los efectos
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antibacterianos de las plantas que se han utilizado en la medicina tradicional.

El objetivo de esta investigacion experimental fue determinar el efecto
antibacteriano y antifingico in vitro del extracto etandlico de Nasturtium
officinale (berro) frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212™ y Candida
albicans ATCC 10231™, lo cual se demostré segun los resultados obtenidos.
Esto tendria una explicacion ya que se utilizé un solvente organico (alcohol) el
cual posibilita la conservacion de los compuestos biolégicamente activos
(compuestos fendlicos y glucosinolatos).*®

Se demostré que existe efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Nasturtium officinale al 20%, 40%, 60%, 80% y 100% de concentracion sobre
las cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212™  Gram positiva,
frecuentemente encontrada en un gran porcentaje tratamientos endodonticos
fallidos debido a que es un microorganismo persistente en las lesiones
periapicales. Se realizo a través del método de pocitos en agar registrando las
medidas de los halos de inhibicién. El promedio de estos halos fue entre 22.17
—28.92 mm.

Se asemeja al estudio realizado por Omidi et al (2018), quienes evaluaron la
actividad del extracto etandlico de Nasturtium officinale frente a Pseudomonas

aeruginosa (Gram positiva) y concluyeron que posee un efecto antibacterial.

Asi mismo, es similar a lo hallado por Farshbaf et al (2016) quienes observaron
gue Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes (Gram positiva) eran

sensibles al extracto etandlico de Nasturtium officinale.

Esto podria deberse a la diferente estructura en la pared celular bacteriana de
estos dos grupos de bacterias. Las bacterias Gram negativas poseen una
membrana externa que actia como barrera contra el paso de moléculas

grandes e hidrofébicas. Dado que los compuestos mas eficaces que se
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encuentran en los aceites y extractos esenciales tienen naturaleza hidrofébica,
se puede concluir que estos compuestos pueden no entrar o alcanzar los puntos

activos dentro de las bacterias Gram negativas.*®

También se demostrd que el extracto etandlico posee efecto antifungico sobre
las cepas de Candida albicans ATCC 10231™ por medio de las medidas de los
halos de inhibicion. El promedio de estos halos fue entre 10 — 13.92 mm.

Similar al estudio realizado por Nikan J y Khavari H (2014) quienes concluyeron
gue el extracto alcohdlico de Nasturtium oficcinale es fungicida ya que puede
inhibir el crecimiento de micelios de Fusarium solani en medio de cultivo de agar

papa dextrosa.

Segun Cadena K et al (2017), quienes realizaron una investigacion experimental
in vitro sobre la efectividad antifangica de diferentes concentraciones
hidroalcoholicas (25%, 50%, 75% y 100%) de Uncaria Tomentosa sobre
Candida albicans, también incluyendo a la Nistatina (control positivo)
concluyeron que el extracto hidroalcohdlico al 100% (16.5 mm) como la nistatina
(23.42 mm) evidenciaron ser sensibles, mientras que las concentraciones al
50% (10.96 mm) y 75% (14.5 mm) obtuvieron una sensibilidad intermedia y al
25% (6.46 mm) fue resistente contra Candida albicans. Al igual que en el
presente estudio la Nistatina (19 mm) tuvo un valor mucho mayor a la de las

concentraciones del extracto etandlico.

Asi corrobora el estudio realizado por Dias M et al (2016), quienes utilizaron 3
antifangicos (nistatina, fluconazol y clotrimazol) para determinar la sensibilidad
de diferentes especies de Candida (albicans glabrata, parapsilosis y tropicalis)
concluyendo que ninguna de estas especies de Candida es resistente a la
Nistatina, pero si lo son con el fluconazol y el clotrimazol. Esto se debe a la
resistencia de Candida albicans a diferentes antifingicos, por ello el presente

estudio de investigacion se obtuvo una baja efectividad antifungica del extracto
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VI.

etandlico de Nasturtium officinale frente a Candida albicans ATCC 10231™

comparado con la Nistatina.

CONCLUSIONES

1. El extracto etandlico de Nasturtium officinale tiene efecto antibacteriano y
antifangico in vitro frente a las cepas de Enterococcus faecalis ATCC
29212™ y Candida albicans ATCC 10231™, el cual se realizé mediante el
método de pozos en agar.

2. Enterococcus faecalis ATCC 29212™ es susceptible a las concentraciones
usadas del extracto de Nasturtium officinale, a mayor concentracion mayor
sensibilidad. El grupo control de clorhexidina tuvo menor efecto
antibacteriano en comparacion con las concentraciones del extracto al 60%,
80% y 100%.

3. Candida albicans ATCC 10231™ es susceptible a las concentraciones
usadas del extracto de Nasturtium officinale, a mayor concentracién mayor
sensibilidad. El grupo control de Nistatina tuvo mayor efecto antifiungico en

comparacion con las concentraciones del extracto.

RECOMENDACIONES

1. Realizar mas estudios con el extracto etandlico de Nasturtium officinale con
otras cepas de importancia odontologica.

2. Realizar estudios sobre la efectividad del uso de irrigantes, colutorios y
pastas dentales a base de Nasturtium officinale.

3. Realizar estudios sobre la Concentracibn Minima Inhibitoria (CMI),
Concentracion Minima Bactericida (CMB) y Concentracion Minima

Fungicida (CMF) del extracto etandlico de Nasturtium officinale.
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VIII.  ANEXOS

ANEXO 01

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA MEDIR EL TAMANO DE LOS HALOS
DE INHIBICION EN MM DEL ENTEROCOCCUS FAECALIS FRENTE AL

EXTRACTO ETANOLICO DE NASTURTIUM OFFICINALE

SOLUCIONES DEL EXTRACTO
REPETICIONES ETANOLICO DE NASTURTIUM
MICROORGANISMO OFFICINALE
20% | 40% | 60% | 80% | 100%
1
2
3
4
5
Enteroccus faecalis °
ATCC 29212™ !
8
9
10
11
12
Promedio
estandar
CONTROL Halo de inhibicion en mm

Clorhexidina
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ANEXO 02
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA MEDIR EL TAMANO DE LOS
HALOS DE INHIBICION EN MM DE CANDIDA ALBICANS FRENTE AL

EXTRACTO ETANOLICO DE NASTURTIUM OFFICINALE

MICROORGANISMO

REPETICIONES

SOLUCIONES DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE NASTURTIUM
OFFICINALE

20% | 40% | 60%

80%

100%

Candida albicans
ATCC 10231™

'_\

©O©| O N| O O b W N

[EEN
o

[EEY
[EEY

12

PROMEDIO
ESTANDAR

CONTROL

Halo de inhicién en mm

Nistatina
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ANEXO 03

ESTUDIO PILOTO: Prueba piloto de 4 repeticiones.

Diametro del halo de inhibicion en mm del Enterococcus faecalis frente al

extracto etandlico del Nasturtium officinale en diferentes concentraciones.

REPETICIONES

SOLUCIONES DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE NASTURTIUM

MICROORGANISMO OFFICINALE
20% 40% 60% | 80% | 100%
1 20 24 26 29 31
2 22 22 24 29 28
Enteroccus faecalis
3 22 25 24 27 27
ATCC 29212™
4 22 22 25 26 27
Mediana 215 | 23.25 | 24.75 | 27.75| 28.25
D.E. 1 15 0.96 15 1.89

CONTROL

Halo de inhibicibn en mm

Clorhexidina

23
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ANEXO 04

ESTUDIO PILOTO: Prueba piloto de 4 repeticiones.
Diametro del halo de inhibicion en mm de Candida albicans frente al extracto

etandlico del Nasturtium officinale en diferentes concentraciones.

SOLUCIONES DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE NASTURTIUM

MICROORGANISMO | REPETICIONES OFFICINALE

20% | 40% 60% 80% | 100%

1 9 11 11 12 14

2 9 11 12 12 14

3 10 11 10 11 11

Candida albicans
4 10 10 12 12 12
ATCC 10231™

MEDIANA 95 |10.75| 11.25 | 11.75 | 12.75
D.E. 0.5 0.5 0.96 0.5 1.50

CONTROL

Halo de inhibicibn en mm

Nistatina

19
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ANEXO 05

SOLICITO: ACCESO AL
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
MOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA DE
LA FAC. DE C.C. DE LA SALUD DE LA
UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR
ORREGO

Dr. JOSE GUILLERMO GONZALEZ CABEZA

COORDINADOR DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA MOLECULAR Y
BIOTECNOLOGIA DE LA FAC. DE C.C. DE LA SALUD

S.D.:

Yo, Vielka Yannela Martinez Ruiz, bachiller en Estomatologia de la Universidad
Privada Antenor Orrego, identificada con ID 000134571, ante Ud. me presento y
expongo:

Que, siendo requisito indispensable para poder optar el titulo profesional de Cirujano
Dentista, la sustentacion de tesis, recurro a su despacho a fin de que se apruebe el
permiso para la realizacion de mi proyecto de tesis titulado: “Efecto antibacteriano
y antifingico in vitro del extracto etanélico de Nasturtium officinale (berro)
sobre Enterococcus faecalis y C4ndida albicans”, motivo por el cual pido, se me
facilite el permiso del uso del laboratorio, materiales y equipos necesarios del
Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia de la Fac. de C.C. de la
Salud de la Universidad Privada Antenor Orrego.

Trujillo, Febrero de 2020
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Dr. Jos¢ Guillermo Gonzales Cabaea
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ANEXO 06

Identificacion y determinacion taxondmica por el
Herbarium Trixillense.
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ANEXO 07

PREPARACION DE LA MUESTRA VEGETAL

Seleccidn

Lavado

Secado en estufa a 40°C
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Pulverizacion

Tamizaje

ANEXO 08

PREPARACION DEL EXTRACTO ETANOLICO

Alcohol de 96° + agua destilada
= Etanol a 70°
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Filtracion
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Concentraciones disueltas en alcohol de 70°

Frascos con el contenido etandlico
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ANEXO 09

Placas Petri con Agar Muller-Hinton y Agar
Dextrosa Sabouraud.

ANEXO 10

Inéculo de las cepas de Enterococcus
faecalis ATCC 29212™
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ANEXO 11

Inéculo de las cepas de Candida
Albicans ATCC 10231™

ANEXO 12

Siembra de Enterococcus faecalis ATCC
29212™y Candida Albicans ATCC 10231™
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ANEXO 13
METODO DE POZOS EN AGAR

Elaboracién de pocillos con una pipeta
Pasteur de vidrio estéril.

Llenado de los pocillos con ayuda de una micropipeta.
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ANEXO 14

Incubacién de las placas a 37° C en la estufa por
24 horas.

ANEXO 15

SUSCEPTIBILIDAD ANTIBACTERIANA: HALOS DE INHIBICION DEL
ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212™ FRENTE AL EXTRACTO
ETANOLICO DE NASTURTIUM OFFICINALE

Concentracion de extracto al Concentracion de extracto al
20% 40%
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Concentracion de extracto al
60%

Concentracion de extracto al
80%

Concentracion de extracto al
100 %

Control positivo: Clorhexidina
al 2%
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ANEXO 16

SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA: HALOS DE INHIBICION DEL CANDIDA
ALBICANS ATCC 10231™ FRENTE AL EXTRACTO ETANOLICO DE
NASTURTIUM OFFICINALE

Concentracion de extracto al
20 %

Concentraciéon de extracto
al 60 %

Concentracion de extracto al
40 %

Concentracion de extracto al
80 %

60



Concentracion de extracto al Control positivo: Nistatina
100 %

ANEXO 17

Medicion de los halos de inhibicién con un
calibrador vernier.
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