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RESUMEN

El Streptococcus mutans promedia entre el 20 y 40% de la flora bacteriana de lesiones
cariosas de la cavidad bucal. El interés por la efectividad de agentes antimicrobianos sigue en
estudio. Una alternativa de terapéutica son las plantas medicinales que han demostrado inhibicion
en la formacion de biopeliculas dentales reduciendo la adherencia de patdgenos microbianos en la
superficie del diente. El Zingiber officinale Roscoe ha tenido actividad bioldgica gracias a su
composicion. El objetivo de este estudio fue determinar in vitro el efecto antimicrobiano del
extracto liofilizado de Z. officinale sobre cepas de S. mutans (ATCC 25175). El estudio fue de tipo
experimental in vitro. Se utiliz6 el método de discos de difusion por halos de inhibicion de Kirby-
Bauer para determinar el valor promedio del halo de inhibicién del extracto liofilizado de Z.
officinale al 100%, 75%, 50% y 25% frente a las cepas de S. mutans a las 8, 24, 32 y 48 horas
respectivamente. Se aplico la prueba ANOVA para identificar diferencias significativas (p <0.5),
utilizando pruebas multivariantes del Modelo de dos factores, con el software estadistico IBM
SPSS (version 25.0). Los resultados demostraron que el efecto al 100%,75% y 50% de
concentracion de extracto liofilizado de Z. officinale sobre cepas de S. mutans fue diferente a las
8, 24, 32 y 48 horas; donde a medida que aumentaba el tiempo, el efecto fue mayor; mientras que
la concentracion del 25% en los diferentes tiempos no tuvo variabilidad y fue constante. Se
concluy6 que Z. officinale tuvo efecto antimicrobiano al 100%, 75%, 50% frente a las cepas de S.

mutans.

Palabras claves: Efecto antimicrobiano, Streptococcus mutans, Zingiber officinale.
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ABSTRACT

Streptococcus mutans averages between 20 and 40% of the bacterial flora of carious lesions
in the oral cavity. Interest in the effectiveness of antimicrobial agents remains under study. An
alternative therapy are medicinal plants that have shown inhibition in the formation of dental
biofilms, reducing the adherence of microbial pathogens on the tooth surface. The Zingiber
officinale Roscoe has had biological activity thanks to its composition. The objective of this study
was to determine in vitro the antimicrobial effect of the lyophilized extract of Z. officinale on
strains of S. mutans (ATCC 25175). The study was experimental in vitro. The Kirby-Bauer
inhibition halo diffusion disk method was used to determine the average value of the inhibition
halo of the 100%, 75%, 50% and 25% lyophilized extract of Z. officinale against the S. mutans
strains. at 8, 24, 32 and 48 hours respectively. The ANOVA test was applied to identify significant
differences (p <0.5), using multivariate tests of the Two Factor Model, with the statistical software
IBM SPSS (version 25.0). The results showed that the effect at 100%, 75% and 50% concentration
of lyophilized extract of Z. officinale on S. mutans strains was different at 8, 24, 32 and 48 hours;
where as time increased, the effect was greater; while the concentration of 25% at the different
times had no variability and was constant. It was concluded that Z. officinale had antimicrobial

effect at 100%, 75%, 50% against S. mutans strains.

Keywords: Antimicrobial effect, Streptococcus mutans, Zingiber officinale.

12



INTRODUCCION

El Zingiber officinale Roscoe conocido cominmente como jengibre corresponde a la
familia Zingiberaceae y al género Zingiber que ha sido ampliamente utilizado como especia y
medicina herbaria por muchos afios. La raiz del jengibre se utiliza para mejorar y tratar diferentes
dolencias como el dolor de cabeza, nauseas entre otros. Sus compuestos a base de fenoles como
los gingeroles, shogaoles y paradols, explican las grandes propiedades del jengibre. Durante estos
ultimos afios se ha reportado que el jengibre presenta actividades bioldgicas, como antioxidante,
antiinflamatoria, y anticancerigena. Ademas, numerosos estudios han demostrado que el jengibre
posee el potencial de prevenir y controlar varias enfermedades, como enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares, obesidad, diabetes mellitus nduseas y
vomitos inducidos por la quimioterapia, trastornos respiratorios y efectividad antimicrobiana. Los
bioactivos del jengibre como los compuestos fendlicos y terpénicos han permitido que distintos
tipos de bacterias puedan ser disminuidos o erradicados. Entre las bacterias predominantes se
encuentra el Streptococcus mutans, quien ha sido estudiado ampliamente para su erradicacion de
la cavidad bucal por su participacion como agente microbiano de la caries dental. El presente
estudio tiene como finalidad evaluar el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado del Z.

officinale Roscoe sobre cepas de S. mutans.
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CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

La caries dental es una de las patologias mas prevalentes en salud publica (1). Se ha
demostrado que el Streptococcus mutans promedia entre el 20 y el 40% de la flora cultivable en
las biopeliculas extraidas de las lesiones cariosas de la cavidad bucal (2). La participacion del
microorganismo tanto en via oral y en enfermedades no bucales han despertado interés en el
conocimiento de su susceptibilidad frente a los agentes antimicrobianos. Sin embargo, los
antibioticos son inapropiados para el uso rutinario como agentes antiplaca y deben restringir su
uso en medicamentos (3). Entre todos los agentes antibacterianos, la clorhexidina al 0,12% se ha
convertido en la concentracion internacional estdndar para control de placa. Sin embargo, se ha
encontrado efectos secundarios, como la alteracion en sabor, pigmentacion dental y material de

restauracion, ademads de la zona dorsal de la lengua; asi como formacion de calculo supragingival

.

Con el avance cientifico nuevos estudios estan dirigiendo su atencion a la medicina popular
con el fin de encontrar alternativas contra las infecciones microbianas. Los materiales vegetales
son conocidos como fuente de nuevos agentes antimicrobianos, por lo que se ha realizado una
blusqueda para descubrir nuevos farmacos antibacterianos de origen vegetal dentro de la
fitomedicina (5). Actualmente se conoce estudios en base a plantas medicinales o fitoquimicos que
inhiben la formacion de biopeliculas dentales al reducir la adherencia de patégenos microbianos

en la superficie del diente (6).
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El Zingiber officinale Roscoe también conocido como jengibre, es una especie comun y
accesible. Los beneficios del jengibre radican en la composicion de fenoles que contiene, como
los gingeroles y los shogaoles (7). Diversos estudios han analizado el jengibre, donde se han

reportado sus excelentes propiedades sobre diversas enfermedades (8).

El objetivo del estudio tiene como finalidad evaluar el efecto antimicrobiano del extracto
liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas de Sstreptococcus mutans, debido a las Optimas
propiedades reportadas en el area de salud incluyendo afecciones dentales como alternativa de

tratamiento (9).

1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema General

(Cual es el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas

de Streptococcus mutans (ATCC 25175) Lima - Pert 2023?

1.2.2. Problemas especificos
1. (Cuadl sera el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado de Zingiber officinale al
100% frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) a las 8, 24, 32 y 48

horas, Lima - Pert1 20237

2. (Cuadl sera el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado de Zingiber officinale al 75%
frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) a las 8, 24, 32 y 48 horas,

Lima-Pera 2023?

3. (Cudl serd el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado de Zingiber officinale al 50%

15



frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) a las 8, 24, 32 y 48 horas,

Lima - Perta 2023?

4. ;Cudl serd el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado de Zingiber officinale al 25%
frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) a las 8, 24, 32 y 48 horas,

Lima - Perta 2023?

1.3.  Objetivos de la Investigacion

1.3.1. Objetivo General
Determinar in vitro el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado de Zingiber officinale

sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175). Lima - Pert 2023.

1.3.2. Objetivos Especificos

1. Identificar el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado de Zingiber officinale al
100% frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) a las 8, 24, 32 y 48
horas, Lima - Pera 2023?

2. Identificar el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado de Zingiber officinale al 75%
frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) a las 8, 24, 32 y 48 horas,
Lima - Perta 2023?

3. Identificar el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado de Zingiber officinale al 50%
frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) a las 8, 24, 32 y 48 horas,

Lima - Perti 2023?
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4. Identificar el efecto antimicrobiano extracto liofilizado de Zingiber officinale al 25%
frente a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) a las 8, 24, 32 y 48 horas,

Lima - Perta 2023?

1.4. Justificacion de la Investigacion

1.4.1. Justificacion Teodrica

El estudio proporciond6 nueva evidencia sobre el potencial antimicrobiano del
extractoliofilizado de Zingiber officinale D. contra cepas de S. mutans, utilizando un modelo
valido para organismos antimicrobianos en microbiologia. Se informa que esta planta es
antibacteriana y puede ser util para controlar infecciones orales. También ha sido una fuerza
impulsora de la investigacion con el objetivo de encontrar mas aplicaciones contra otros patdgenos
dificiles de manejar en la odontologia clinica, contribuyendo asi a la creacion de alternativas

naturales a la resistencia bacteriana.

1.4.2. Justificacion Practica

Desde una perspectiva aplicada, este trabajo proporcion6 datos relevantes para el desarrollo
de estrategias terapéuticas naturales efectivas en el manejo del crecimiento de Streptococcus
mutans, siendo este un microorganismo altamente prevalente en la poblacion peruana. El ensayo
in vitro del extracto liofilizado de Zingiber officinale ofrecid una base cientifica donde puede ser
explotado en futuros productos como enjuagues bucales, pastas dentales o terapia adyuvante, lo
cual puede ser beneficioso en la odontologia preventiva y comunitaria. Ademas, este estudio
proporcioné un conocimiento mas completo de eco-fitoderivados sostenibles tutiles para su

aplicacion en los sectores de salud y académico.
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1.5. Limitaciones de la investigacion

1.5.1. Temporal

Dificultad para elaborar el extracto liofilizado del jengibre (Zingiber officinale) en un

laboratorio optimo.

1.5.2. Espacial

Vencimiento de los insumos y materiales utilizados durante el trabajo experimental.

1.5.3. Recursos

Dificultad en la recepcion y almacenamiento de las cepas de Streptococcus mutans (ATCC

25175).

18



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Munera S. y Triana S. (10), 2024, en su trabajo de grado en la Universidad Cooperativa
de Colombia, desarrollaron un estudio experimental in vitro cuyo objetivo fue determinar el efecto
antimicrobiano del extracto hidroalcoholico de la flor y del fruto de Sambucus peruviana (sauco)
sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Se utilizo la técnica de difusion en pozos en
agar Mueller-Hinton suplementado con sangre, comparando los resultados frente a un control
positivo (clorhexidina al 0,12%) y un control negativo (etanol al 70%). Los resultados mostraron
halos de inhibiciéon mayores para el extracto de la flor (promedio de 17,2 mm) y del fruto (16,9
mm) en comparacion con la clorhexidina (13,1 mm). El andlisis estadistico mediante ANOVA
demostrd diferencias significativas (p < 0,05). Se concluyé que ambos extractos del sauco
presentan una actividad antimicrobiana eficaz contra Streptococcus mutans, sugiriendo su

potencial como alternativa fitoterapéutica para la prevencion de caries dental.

Ahmed N. et al. (11), 2022 evaluaron el perfil bioquimico del jengibre mediante analisis
cualitativo y cuantitativo y sus potenciales bioactivos mediante ensayos antioxidantes y
antimicrobianos contra Streptococcus mutans y microbios orales selectivos. Realizaron el analisis
HPLC para el analisis cuantitativo. Usaron ensayos de DPPH y difusion en disco para actividades
antioxidantes y antimicrobianas. La actividad antimicrobiana se comprobo frente a Streptococcus
mutans, Enterococcus faecalis, Staphylococcus spp. y Lactobacillus spp. Todos los solventes se
eliminaron por evaporacion rotatoria antes de analizar los extractos secos. Los resultados del valor

de IC50 observado mostraron que el extracto de agua destilada exhibid la actividad antioxidante
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mas alta (43,9), seguido del extracto de etanol (52,4), y la actividad mas baja se observo en el
extracto de n-butanol (91,2) y n-hexano (90,6). Diferentes extractos de plantas han mostrado
actividad antibacteriana significativa (p = 0.001) contra cada bacteria. La mayor actividad
antibacteriana contra las bacterias analizadas se observo en los extractos de n-hexano, cloroformo
y etanol. En comparacion, los extractos de acetato de etilo, n-butanol y agua mostraron una baja
actividad antibacteriana. Concluyeron que el Zingiber officinale contra bacterias Gram-positivas
es una hierba antimicrobiana eficaz. Ademas, se puede utilizar como una potencial fuente natural

de antioxidantes. Se recomiendan mas estudios sobre el andlisis de toxicidad del jengibre.

Mathai K. et. al. (12), 2022 evaluaron el efecto antibacteriano del limon, jengibre, ajo y
miel sobre S. mutans. Los extractos de cada muestra se sometieron al método de difusion de discos
para evaluar la efectividad mediante los halos inhibicion alrededor del disco. Todas las muestras
fueron analizadas individualmente y triplicadas. Los resultados mostraron que el ajo presentd
mayor efectividad con halos de inhibicion de 34,9 + 0,58 mm y la miel menor efectividad
antibacteriana de 0,5 = 0,6 mm. La mezcla de extractos sobre S. mutans, demostrd que la
combinacion de ajos y limon obtuvo halos de inhibicion de 27,6 + 0,43 mm mostrando una mejor
efectividad que la combinacion de jengibre y limén (12,6 £ 0,43 mm). Los autores concluyeron
que el ajo mostréo una mejor efectividad antibacteriana sobre el S. mutans individualmente;

mientras que la combinacion de ajo y limon reportaron una mayor zona de inhibicion.

Krklec S. (13), 2021 determind el efecto antimicrobiano del aceite esencial (Z. officinale)
sobre cepas de Streptococcus en animales. Recolectaron el aceite esencial la técnica arrastre de
vapor. Utilizaron a cuyes (Cavia porcellus) que tenian diagnostico de linfadenitis cervical que

fueron criados en una granja. En las muestras identificaron y aislaron cepas de S. pyogenes y S.
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equi spp zooepidemicus. Aplicaron 4 tratamientos del aceite esencial de kion al 65%, 45%, 25% y
5% respectivamente. Los resultados mostraron halos de inhibicion de 15.12 mm y 14.73 mm para
cepas de S.pyogenes y S. equi spp zooepidemicus al 65% respectivamente. Por otro lado,
concentraciones del 25% y 45% presentaron un 9.53 mm y 12.19 mm para S. pyogenes; mientars
que halos de 9.93 mm y 12.81 mm para S. equi spp zooepidemicus segun la escala Duraffourd. El
autor concluy6 que el aceite esencial de Kion tiene efecto antimicrobiano al 65% sobre ciertos

patogenos que afectan la linfadenitis cervical en animales.

Babaeekhou L. et. al. (14) en el 2021 evaluaron la actividad antibacteriana del n-hexano,
acetato de etilo, metanol y extractos acuosos de Zingiber officinale contra el S. mutans y S.
sobrinus; asi como investigar los componentes quimicos de los extractos y su actividad contra
algunos objetivos farmacoldgicos en S. mutans. Se evaluaron las pruebas antimicrobianas que
incluian la inhibicidn de la biopelicula, la cinética de eliminacion del tiempo y la inhibicidn de la
adherencia junto con la citotoxicidad de los extractos. Se utilizé una técnica de redes moleculares
para encontrar los componentes quimicos de los extractos. Se aplico el analisis de acoplamiento
molecular en el paquete de Schrodinger para identificar las interacciones de union de los
compuestos a las enzimas. Los resultados demostraron que los extractos de metanol y acetato de
etilo mostraron la mayor actividad antibacteriana contra S. mutans y S. sobrinus. Diferentes
compuestos que incluyen polifenoles, alcaloides, antraquinonas, flavonoides, terpenoides,
glucosidos, esteroides y aztcares reductores de extractos de jengibre. La afinidad de unién de los
ligandos con los grupos hidroxilo libres fue mejor que la de otros ligandos contra todas las enzimas
probadas. Este estudio presenta una amplia gama de compuestos de extractos Z. officinale para ser

utilizados en diferentes estudios de descubrimiento de farmacos. Concluyeron que algunos
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compuestos de jengibre con alta afinidad por las enzimas investigadas pueden considerarse

compuestos candidatos para estudios de desarrollo de farmacos contra la caries.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Brito D. (15) en el 2024, en su tesis tuvo como objetivo evaluar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etanolico del Zingiber officinale “jengibre” sobre cepas de E. coli y S. aureus..
El estudio de disefio experimental, de corte transversal, cuantitativo y comparativo, en el que se
emplearon dos cepas silvestres por cada tipo bacteriano. Se realizaron 216 ensayos experimentales,
resultado de la combinacion de tres concentraciones del extracto (100 mg/mL, 75 mg/mL y 50
mg/mL), con 18 repeticiones por cada nivel de concentracion. Para los controles, se utilizd
solucion salina como negativo y como positivos, amoxicilina (30 mg) y gentamicina (10 mg). La
técnica aplicada fue la prueba de sensibilidad de Kirby-Bauer, y los datos fueron analizados
mediante Microsoft Excel 2019 utilizando anélisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey,
considerando un nivel de significancia del 0,05. Los hallazgos revelaron que el extracto no
presentd efecto inhibitorio contra E. coli en ninguna de las concentraciones evaluadas. Sin
embargo, frente a S. aureus, las tres concentraciones si mostraron actividad antimicrobiana, con
halos promedio de inhibicion de 24,92 mm, 23 mm y 20,97 mm para la cepa 1, y de 23,83 mm,

21,81 mmy 20,14 mm para la cepa 2, respectivamente.

Tello H. (16), en el 2023 en su investigacion tuvo como objetivo demostrar el efecto
antimicrobiano in vitro del extracto de zingiber officinale (jengibre) sobre las bacterias
periodontopatogenas. Se empled un enfoque cientifico aplicado, con disefio experimental in vitro,
de tipo transversal, comparativo y prospectivo. La muestra consistiéo en 36 placas seleccionadas

mediante muestreo probabilistico, cada una con un control positivo y otro negativo. Los resultados
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mostraron una relacion positiva entre la concentracion del extracto (25 %, 75 % y 100 %) y su
efecto antimicrobiano: a mayor concentracion, mayor inhibicion de las bacterias
periodontopatogenas. De manera consistente, al comparar las concentraciones usadas, el extracto

al 100 % presento el efecto antibacteriano mas potente, seguido del 75 % y luego el 25 %.

Diaz O. (17), en el 2022 en su estudio tuvo como objetivo comparar el efecto antibacteriano
de los extractos hidroetandlicos de rizoma de Zingiber officinale (jengibre) y hojas de Sambucus
peruviana (sauco) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Trujillo, 2018. La
investigacion se desarrolld bajo un enfoque cuantitativo, con un disefio experimental, prospectivo,
transversal y de nivel explicativo. La poblacion estuvo constituida por cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175, y la muestra incluyd ocho repeticiones por cada concentracion de extracto.
Las cepas fueron previamente activadas y cultivadas en medio liofilizado, siendo posteriormente
tratadas con extractos hidroetanolicos de jengibre y sauco a concentraciones de 25%, 50% y 75%,
ademas de un extracto combinado al 75% de ambos vegetales. La medicion del halo de inhibicion
bacteriana se realizd con un Vernier digital. Para el andlisis estadistico se empled la prueba de
Duncan. Resultados muestran que encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos (p < 0.05). El extracto de jengibre produjo halos de inhibicion de 9.08 mm al 25%, 10.06
mm al 50% y 14.51 mm al 75%. Por su parte, el extracto de sauco mostr6 halos de 9.35 mm, 10.01
mm y 11.18 mm a las respectivas concentraciones. El extracto combinado de jengibre y sauco al
75% alcanzd un halo de inhibicion de 15.11 mm. Conclusion: El extracto hidroetanodlico mixto al
75% de jengibre y sauco evidencio el mayor efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus

mutans.
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Orbegoso B. (18), en el 2021 en su estudio tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto etanolico de Zingiber officinale (Kion) frente a la clorhexidina
al 2% sobre cepas de Streptococcus Mutans ATCC 25175, Trujillo, afio 2019. La investigacion
adopt6d un enfoque cuantitativo, de tipo experimental, con disefio cuasiexperimental de grupos
paralelos, nivel explicativo, de caracter prospectivo, transversal y analitico no descriptivo. La
muestra consistio en 34 ensayos, distribuidos equitativamente en dos grupos experimentales: 17
repeticiones tratadas con el extracto de Zingiber officinale y 17 con clorhexidina al 2%, ambos
sobre cepas del microorganismo mencionado. Como instrumento se emple6 una ficha para
recoleccion de datos. Los hallazgos indicaron que el extracto etandlico de Zingiber officinale al
70% produjo un halo promedio de inhibicion de 17,435 mm, mientras que la clorhexidina al 2%
generd un halo promedio de 26,024 mm. Al realizar la comparacion entre ambos tratamientos, se
evidencid que la clorhexidina present6 un efecto antibacteriano significativamente superior. Esta
diferencia fue confirmada mediante la prueba estadistica U de Mann-Whitney, obteniendo un valor
de significancia de p = 0,000, lo que permitid aceptar la hipotesis de investigacion. En conclusion,
se determind que el extracto etanolico de Zingiber officinale si presenta actividad antibacteriana

in vitro frente al Streptococcus mutans, aunque con menor eficacia que la clorhexidina al 2%/.

Mango R. (19), en el 2020 en su investigacion el objetivo principal fue determinar el efecto
inhibitorio in vitro del extracto de Zingiber officinale (jengibre) al 25%, 75% y 100% sobre el
Streptococcus mutans. UNA-Puno, 2019Para el método se utilizaron 36 placas de Petri sembradas
con la cepa de S. mutans. El grupo experimental incluyo6 las tres concentraciones del extracto de
jengibre, mientras que la clorhexidina al 0.12 % actu6é como control positivo y el agua destilada
como control negativo. Se aplico la técnica de siembra del Instituto Nacional de Salud y se midi6

el efecto inhibidor mediante la prueba de difusion en pocillos con discos de papel filtro, siguiendo
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el método de Kirby—Bauer. Los datos fueron analizados con la prueba t para estudiar la dispersion,
ANOVA para determinar la significancia y la prueba de comparaciones multiples de Tukey para
contrastes especificos. Resultados senalan que el extracto presentd efectos inhibitorios sobre S.
mutans, con halos de inhibicion promedio de 10.82 mm (25 %), 12.66 mm (75 %) y 13.93 mm
(100 %), siendo la concentracion mas alta la més efectiva. Por ello, El extracto in vitro de Zingiber
officinale demostr6 actividad inhibidora frente a S. mutans, incrementandose su eficacia con la

concentracion utilizada.

2.2. Bases teoricas

La caries dental

La caries dental es una enfermedad infecciosa y progresiva que interrumpe las
interacciones moleculares normales entre la superficie del diente y la biopelicula microbiana. Esta
enfermedad infecto-contagiosa si no es tratada a tiempo puede cavitar el diente y la subsecuente
pérdida de dentina y dafio pulpar (20). La caries dental es una de las enfermedades de salud publica
de mayor prevalencia. Se tiene amplio conocimiento que la caries y la pérdida de contenido mineral
(calcio y fosforo) son irreversibles; por lo tanto, la estructura dental perdida solo puede restaurarse

con materiales dentales (21).

Streptococcus mutans

En el afio 1924, J. Clarke mediante un trabajo microbioldgico aislé un microorganismo
proveniente de lesiones cariosas, el cual denomind S. mutans, debido a la forma ovalada que
observo en este tipo de microorganismos creyendo que era una mutacion perteneciente al grupo
de estreptococos. A mediados de 1950 el S. mutans gand mayor relevancia en la comunidad
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cientifica, fue a partir de la década de 1960, donde se reportaron los primeros estudios clinicos y
laboratoriales en animales. Describiendo al S. mutans como un microorganismo etioldgico de la
caries dental. Gracias a la evidencia cientifica se conoce como habitat natural de S. mutans a la
cavidad bucal humana, proliferando a partir de la placa dental, que consta de una biopelicula

bacteriana establecida en las superficies del diente. El potencial cariogénico de S. mutans radica

(22):

e La produccién abundante de polimeros extracelulares de glucano a partir de sacarosa
favorece la adhesion duradera al esmalte dental y contribuye a la formacion de la matriz
extracelular polimérica directamente en el sitio.

e La capacidad para captar y transformar diversos carbohidratos en acidos organicos, lo que
refleja su alto potencial acidogénico.

e La habilidad de continuar su desarrollo y proliferacion incluso en ambientes con pH bajo

(acido).

El Streptococcus mutans pertenece al grupo de Streptococos viridans, que son los
miembros mas comunes de la flora natural de la cavidad bucal. Esta bacteria sintetiza grandes
polisacaridos como el dextrano y el levan a partir de la sacarosa y desempeiian un rol fundamental
en la formacion de la caries dental (23). Se conoce que el S. mutans promedia entre el 20 y el 40%
de la flora cultivable en las biopeliculas extraidas de las lesiones cariosas de la cavidad bucal (24).
Asimismo, tras una lesion o dafio en la mucosa, estas bacterias pueden ingresar al sistema
circulatorio y provocar endocarditis en las valvulas del corazon; ademas, ciertas cepas especificas
se han asociado con enfermedades extraorales como microhemorragias en el cerebro, nefropatia

por IgA y aterosclerosis (22).
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Agentes antiplaca

Existen numerosos agentes antiplaca que se sabe que reducen la formacion de biopeliculas

dentales. Entre las caracteristicas ideales que deben presentar los agentes antiplaca estan (25):

1) Especificidad
2) Eficacia

3) Sustantividad
4) Seguridad

5) Eficacia intrinseca

Sustancias antiplacas

Entre las sustancias antiplacas mas utilizadas se encuentra el fluoruro que es un agente
cariostatico bien conocido (26). Sin embargo, su uso excesivo da lugar a efectos secundarios como
la fluorosis y, por tanto, su uso es limitado (27). Ademas, la clorhexidina, que se considera un
agente antiplaca estandar, también se ha descrito como genotoxica (28). Ademas de lo
anteriormente expuesto, se puede encontrar dentro de la literatura otras alternativas para combatir
la placa bacteriana conformado principalmente por el S. mutans (25): Por ejemplo, incluyen
farmacos como los antibioticos, enzimas, antisépticos, compuestos de amonio cuaternario, fenoles,
aceites esenciales, derivados fluorados, sales metalicas, agentes oxidantes, detergentes, alcoholes

y sustancias de origen natural utilizadas en fitomedicina.
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A pesar de la gran variedad de agentes antiplaca, la busqueda de un agente eficaz ain
continua. Por lo tanto, el desarrollo de agentes terapéuticos alternativos con propiedades

anticaridgenas y efectos secundarios minimos es un enfoque prometedor (29).

Los agentes quimioterapéuticos de productos naturales han demostrado ser una alternativa
eficaz en la creacion de nuevos farmacos a lo largo de la historia de la humanidad (30).
Recientemente, varios estudios han demostrado la viabilidad de utilizar plantas medicinales como

fuente de agentes quimioterapéuticos para la prevencion de enfermedades bucodentales (30).

Teniendo en cuenta los informes anteriores sobre las actividades antimicrobianas de las
plantas medicinales étnicas en otros paises; y la resistencia a los antibidticos debido a su uso
excesivo en los ultimos afios, asi como a sus efectos secundarios, los investigadores se han
interesado cada vez mas en las plantas medicinales para encontrar nuevas fuentes de remedios

antibacterianos (30).

Jengibre (Zingiber officinale Roscoe)

La planta Zingiber officinale, comunmente conocida como jengibre o Kion, tiene mas de
1200 especies en 53 géneros. Ha sido ampliamente utilizado como medicamento desde afios atras.
Seglin la Farmacopea China, el uso medicinal y las recomendaciones del jengibre incluyen dolor
a nivel gastrico, vomitos, diarrea, pulso débil, disnea, tos y produccion de esputo (31). Ademas, el
jengibre tiene propiedades antibacterianas, antifingicas / antimicoticas y anticancerigenas bien

reconocidas (31).

a) Actividad antioxidante
b) Actividad antiinflamatoria
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C) Actividad antimicrobiana

d) Citotoxicidad

Investigaciones experimentales del jengibre han prevenido y sido parte de tratamientos
oncologicos, a nivel colorrectal, de prostata, mama, cuello uterino, higado y pancreas. Su eficacia
antitumoral radica principalmente en la induccion de apoptosis y la inhibicion de la proliferacion

de células cancerosas (32).

2.3. Formulacion de Hipotesis

2.3.1. Hipétesis General

HO: El extracto liofilizado de Z. officinale no presenta efecto antimicrobiano sobre cepas
de Streptococcus mutans (ATCC 25175). Lima - Pert 2023.

HI: El extracto liofilizado de Z. officinale presenta efecto antimicrobiano sobre cepas de

Streptococcus mutans (ATCC 25175). Lima - Pert 2023.
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CAPITULO III: METODOLOGIA

3.1. Meétodo de investigacion

El estudio se enmarca dentro del método hipotético-deductivo, en el cual partimos de una
observacion previa sobre el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado de Zingiber officinale,
formulamos una hipotesis y deducimos predicciones especificas que luego fueron evaluadas
experimentalmente en laboratorio. Asimismo, al ser un experimento in vitro, permitié manipular
directamente la variable independiente (concentracion del extracto) bajo condiciones controladas

para confirmar la relacion causal con la variable dependiente (halo de inhibicion bacteriana) (33).

3.2. Enfoque investigativo

El disefio se basa en un enfoque cuantitativo, utilizando datos numéricos de los halos de
inhibicion para medir el efecto antimicrobiano. Este enfoque, segiin Hernandez et al. (34), se basa
en la logica deductiva y en la comprobacion empirica de hipotesis, garantizando precision,

objetividad y replicabilidad.
3.3. Tipo de investigacion
Clasificado como aplicativo, ya que su finalidad es generar evidencia dura sobre el uso

practico del extracto liofilizado de Z. officinale con una clara aplicacion potencial en el control

bacteriano oral (35).

3.4. Diseifo de la investigacion

La presente investigacion adoptd un disefio experimental in vitro, en el cual se manipuld

intencionalmente la variable independiente las concentraciones del extracto liofilizado de Zingiber
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officinale al 100%, 75%, 50% y 25% con el objetivo de analizar su efecto antimicrobiano sobre
cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175). Este efecto, definido operativamente como la
capacidad del extracto para generar halos de inhibicion medidos en milimetros, fue evaluado
mediante la técnica de difusion en disco segun el protocolo de Kirby—Bauer. La variable
dependiente, por tanto, estuvo representada por el tamafio de estos halos, clasificados segun una
escala valorativa que varia desde “nulo” (<8 mm) hasta “sumamente sensible” (>20 mm). Ademas,
se incluyeron como covariables el tiempo de exposicion del extracto (8, 24, 32 y 48 horas) y las
concentraciones aplicadas, permitiendo un analisis multivariado que considera el efecto conjunto
de ambas. Segiin Herndndez y Mendoza (36), este tipo de disefio permite establecer relaciones
causales bajo condiciones estrictamente controladas, garantizando asi la validez interna del

estudio.

Asimismo, el estudio adopto el corte longitudinal, al realizar la medicion de la variable
dependiente en varios momentos. Esto se alinea con la definicion, ya que en este tipo de cortes la
informacion se registra en varios momentos, permitiendo una revision mas cercana del
comportamiento de la variable (36). El disefio fue también prospectivo, ya que los datos fueron
recabados desde el inicio de los procedimientos experimentales, siguiendo un plan previamente
establecido y sin utilizar datos histdricos o retrospectivos. De este modo, se garantizd un

seguimiento sistematico y temporalmente organizado de los resultados (37).

Por ultimo, se destaca que se trata de un estudio in vitro, es decir, realizado en condiciones
de laboratorio. Este tipo de disefio permite un control preciso de las variables externas y garantiza

la reproducibilidad y validez interna de los resultados (36).
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3.5. Poblacion, muestra y muestreo agregar formula

3.5.1. Poblacion

La poblacioén del estudio comprende el total de unidades de extracto liofilizado de Zingiber
officinale obtenidas durante el proceso de liofilizacion. Para fines metodologicos, se estimé que se
obtuvo 3 gramos del extracto seco, las cuales constituyen el universo completo de material

disponible para los ensayos microbiologicos (34).

3.5.2. Muestra

La muestra analizada consisti6 en 112 placas de Petri, cada una inoculada con
Streptococcus mutans ATCC 25175 y tratada con distintas concentraciones del extracto (25 %,
50 %, 75 % y 100%), ademas de los controles. Este tamafio permitié distribuir siete réplicas por

tratamiento, manteniendo la replicabilidad deseada para las comparaciones entre grupos (35).

Se empled un muestreo no probabilistico intencional, seleccionando las 112 placas bajo
criterios técnicos definidos por calidad del inoculo, homogeneidad en la dosificacion del extracto,
y viabilidad bacteriana. Hernandez y Mendoza (21) indican que este tipo de muestreo es apropiado
en estudios experimentales con muestras reducidas, donde la eleccion de casos se basa en el juicio
investigador y la pertinencia técnica del material, mas que en la representatividad probabilistica

(36).

Estuvo conformada por un total de 112 repeticiones divididos en cuatro grupos
experimentales: 28 repeticiones con distintas concentraciones del extracto (25 %, 50 %, 75 %y

100%), sobre cepas de Streptococcus Mutans.
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Al ser un estudio in vitro la poblacion y la muestra se considero infinita, por lo que se

determino el tamafio de la muestra mediante la siguiente férmula:

Formula:

Proporcion (p) = 85% = 0.85

Error (e) =5.5% =0.055

Z (Nivel de confianza) — 90% = 1,65

n= Z2xpx(1—p)

82

n=1.652 x0.85 x (1 =0.85)

0.0552
n=112

3.5.3. Criterios de inclusion y exclusion

a) Criterios de inclusion:

1. Microorganismos que formen parte habitual de la microflora oral.
2. Microorganismos vinculados con alguna enfermedad bucal.
3. Cepas de Streptococcus mutans cuya susceptibilidad antimicrobiana pueda medirse

mediante zonas de inhibicion.

b) Criterios de exclusion:

1. Microorganismos que presenten sensibilidad a factores externos no relacionados con los
ensayos a realizar.
2. Microorganismos cuya obtencion no sea factible para el investigador.

3. Cepas cuya importancia microbioldgica no sea relevante para el ambito odontolédgico.
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3.6. Variables y operacionalizacion
Variable Defimc.lon Dimension Indicador Esca.la” de Escala valorativa
operacional medicion
1. nulo (-) <si
Efecto .
antimicrobiano 6 igual a 8 mm
del extracto | Capacidad de Método de o
liofilizado de | generar halos discos de 2. sensible = (+)
Zingiber inhibitorios del difusion por
o de 9 a 14 mm
extracto de No aplica halos de | Cuantitativo
officinale liofilizado de P inhibicién de Razén 3. muy sensiblo = (+)
(jengibre) Zingiber -y
Kirby-Bauer 'y de 15219 mm
(V.principal) officinale (jengibre) col 1966
4. sumamente sensible
= (+++) igual o superior
a 20 mm.
Concentraciones C traci
del extracto 21,10311 raciones Método de 100%
liofilizado de ziilairzlag;ess discos de
Zingiber . difusion por . 75%
ampliamente en . Cuantitativo
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3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1. Técnica

Se utilizo la técnica que fue la observacion de la difusion en disco en agar, también
conocida como método Kirby—Bauer, para evaluar el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado
de Zingiber officinale sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Inicialmente, las cepas fueron
reactivadas y estandarizadas a una turbidez equivalente a la escala 0.5 de McFarland,
aproximadamente 1.5 x 108 UFC/mL, para garantizar una densidad bacteriana uniforme. A
continuacion, se sembrd un "césped" bacteriano en placas con agar sangre, recorriendo

uniformemente la superficie con un hisopo estéril segun protocolo estandarizado (38).

Una vez seca la superficie, se aplicaron discos de papel filtro impregnados con el extracto
en concentraciones del 25 %, 50 %, 75 %y 100 %, junto con discos control: gentamicina al 1.25 %
(control positivo) y agua destilada (control negativo). Estas placas se incubaron a 37 °C durante 8§,
24, 32 y 48 h. Durante este periodo, el antiséptico se difundi6 radialmente en el medio, inhibiendo

el crecimiento bacteriano en zonas concéntricas alrededor de cada disco (38).

Transcurrida los tiempos de incubacion, se reveld visualmente un halo claro alrededor de
cada disco, reflejo del efecto antibacteriano. Solo se registraron halos bien definidos, claramente
limitados por la ausencia de crecimiento bacteriano, evitando zonas confusas o con colonias

aisladas (38).

3.7.2. Descripcion del instrumento
Para el recojo de informacion de utilizé una ficha de recoleccion de datos; de esta forma,

se cuantifico los halos de inhibicion, por ello, se empled un vernier digital (calibrador tipo Vernier),
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que permite medir el didmetro de los halos con precision hasta 0,01 mm. El procedimiento

consistid en los siguientes pasos (38):

1. Se colocaron las placas inoculadas boca abajo sobre superficie negra no reflectante,

iluminadas de forma difusa para reducir reflejos y observar claramente el borde del halo.

2. La medicion se efectud verticalmente, evitando errores por paralaje. Se leyo el didmetro

total, incluyendo el disco, y el resultado se redonde6 hacia arriba al milimetro siguiente.

3. En casos donde el halo se solapaba con discos adyacentes, se midi6 el radio desde el centro

del disco hasta el borde claro, y el valor obtenido se duplicé para calcular el didmetro total.

4. Cada medicion fue registrada inmediatamente en una hoja de recoleccion de datos,

asegurando que tanto la medicion como las condiciones de lectura fueran consistentes.

El uso del vernier digital garantiza alta precision y reproducibilidad, lo cual es fundamental

para comparar objetivamente el efecto del extracto bajo distintas concentraciones y controles.

3.7.2.1. Elaboracion del extracto liofilizado de Zingiber officinale

Para obtener el extracto de jengibre se empled el método de extraccion acelerada con
solventes utilizando el equipo Dionex™ ASE 150. Se introdujeron 5 gramos de rizoma seco,
mezclados con 2.5 gramos de tierra de diatomea, en una celda de acero inoxidable de 10 mL. El
solvente empleado fue una mezcla de metanol y agua en proporcion 80:50 (v/v). La extraccion se
efectud a una presion de 1500 psi y una temperatura de 100 °C, durante 5 minutos, con tres ciclos

estaticos, un enjuague equivalente al 66% del volumen y una purga de 160 segundos. El extracto
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obtenido fue recolectado en un recipiente de 120 mL y luego concentrado mediante un rotavapor

a 40 °C, finalizando el proceso con una liofilizacién. (39).

3.7.2.2. Procedimientos de los ensayos de actividad antibacteriana

Preparacion de Agar Sangre

El agar sangre es un medio de cultivo que permite el desarrollo de bacterias tanto Gram (+)

y Gram (-), de una manera diferencial no selectiva.

La preparacion del agar sangre comenzd con el pesaje preciso de cada uno de los
ingredientes, utilizando una balanza digital de laboratorio. Los componentes se incorporaron
gradualmente en 600 mL de agua destilada, respetando el siguiente orden: 4.56 g de extracto de
levadura, 4.56 g de peptona, 4.56 g de extracto de carne, 3 g de cloruro de sodio y 7.2 g de agar-
agar. Posteriormente, se agitd la mezcla hasta obtener una soluciéon homogénea y libre de grumos.
Todo el procedimiento se llevo a cabo dentro de una camara de bioseguridad, utilizando materiales

previamente esterilizados en autoclave a 121 °C y 15 Ib de presion durante 20 minutos (40).

La solucion obtenida se vertié en un matraz Erlenmeyer de 1000 mL, y posteriormente se
afiadié cuidadosamente sangre fresca recién extraida por un lateral, evitando salpicaduras. La
cantidad de sangre incorporada correspondid al 5% u 8% del volumen total de la mezcla inicial.
Luego, la solucion fue agitada suavemente hasta lograr una mezcla homogénea. Aproximadamente
20 mL de esta preparacion fueron distribuidos en placas Petri de 150 x 30 mm. Inmediatamente
después se procedio al plaqueo y se dejo que el agar sangre solidificara durante 24 horas a

temperatura ambiente (40).
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3.7.2.3. Siembra de los microrganismos familia Streptococcus en agar sangre

El método de siembra microbioldgica en agar sangre fue aplicado a microorganismos Gram
positivos y negativos pertenecientes a la familia Strepfococcaceae. La cepa utilizada en este
estudio fue Streptococcus mutans (ATCC 25175), la cual fue proporcionada por la empresa
GenLab del Pertt SAC junto a sus respectivos certificados de analisis, garantizando asi la fiabilidad
de la siembra. Para activar la cepa, se utilizé un biotubo que contenia la bacteria liofilizada, el cual
fue presionado ligeramente en su extremo superior con el fin de romper una ampolleta interna.
Esto liberd la suspension bacteriana en un medio acuoso, generando una solucion adecuada para

el cultivo (41).

Con ayuda de un hisopo estéril, se tomd una muestra de dicha suspension y se inoculd en
placas Petri de 150 x 30 mm que contenian medios de cultivo como agar TSA y agar nutritivo,
empleando la técnica de siembra en césped. Luego de realizar la siembra, las placas fueron
rotuladas e incubadas en una incubadora de laboratorio Auto-Flow UN-4950, a una temperatura
constante de 37 °C durante un periodo de 24 horas. Tras la incubacion, se obtuvo crecimiento

bacteriano positivo en todos los medios empleados.

Posteriormente, se prepararon tubos de ensayo estériles con 2 a 5 mL de suero fisiologico
utilizando una jeringa de 5 mL. El asa de siembra fue esterilizada exponiendo su punta al calor de
un mechero Bunsen hasta que alcanz6 una coloracion rojiza, dejandola enfriar por 45 segundos

antes de continuar con su uso en los procedimientos microbioldgicos siguientes (41).

A partir de las placas con cultivo positivo de Streptococcus mutans previamente evaluadas

por sensibilidad, se extrajo una unica muestra superficial, descartando el asa de siembra al finalizar
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el procedimiento. Para estandarizar el ensayo, se utilizo la escala de McFarland con el fin de
estimar cualitativamente una concentracion aproximada de 10® unidades formadoras de colonias
(UFC) en todos los cultivos. Luego, se realizo la inoculacion del microorganismo en placas con
agar sangre mediante la técnica de siembra en césped, distribuyendo la suspension bacteriana de
forma uniforme con un hisopo estéril para favorecer un crecimiento masivo de colonias.
Finalmente, las placas fueron rotuladas con el nombre de la cepa y la fecha de cultivo, e incubadas

durante 24 horas a una temperatura constante de 37 °C (41).

Actividad Antimicrobiana

El trabajo experimental se realizd con diversas concentraciones provenientes del extracto
liofilizado de jengibre (Zingiber officinale), fueron probadas de manera individual contra el
Streptococcus mutans (ATCC 25175). La extraccion de jengibre se realizd por el método de

extraccion acelerada de solventes (Extractor Acelerado de Solventes Dionex™ ASE 150).

3.7.2.4. Dilucion de extractos.

El extracto liofilizado de Zingiber officinale (jengibre) fue disuelto en agua destilada para
preparar diferentes concentraciones: 100%, 75%, 50% y 25%. La actividad antimicrobiana se
evalué mediante el método de difusion en discos, empleando una suspension bacteriana con una
concentracion aproximada de 10® UFC/mL, la cual fue distribuida sobre placas con agar sangre.
Se utilizaron discos de papel filtro estériles de 6 mm de diametro, impregnados con cada una de
las concentraciones del extracto de jengibre, y luego colocados sobre las placas previamente

inoculadas con la cepa correspondiente. Como control positivo se utilizé un disco del mismo
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tamafio con 20 uL de gentamicina. La prueba fue realizada en cinco repeticiones con el fin de

obtener un promedio del efecto antimicrobiano observado (41).

Aplicacion de los discos

= Todos los discos fueron colocados sobre el agar correspondiente mediante una pinza
estéril y con la ayuda de una aguja estéril se realizé una leve presion sobre cada disco para constatar
un contacto directo sobre la superficie del agar.

= Se colocaron los discos de papel a una distancia de 25mm separados de los otros.

= Los discos que son parte de la muestra fueron distribuidos a concentraciones de 100%,
75%, 50% y 25%. Los discos de control negativo estaban conformados por: agua, discos de control

positivo: Gentamicina 1.25%.

Incubacion

Todas las placas Petri fueron incubadas en posicion invertida a 35°C por un tiempo de 15

min. Luego de la aplicacion de los discos, en distintos tiempos de 8, 24, 32 y 48 horas.

Transcurrido el tiempo determinado de incubacion se procedio al andlisis y medicion de

los halos de inhibicion formados alrededor de cada disco.

3.7.3. Validacion
El instrumento de medicién fue utilizado en su version original por Fernandes C, en el afio

de 2013 (42).

3.7.4. Confiabilidad

El instrumento de recoleccion de datos fue evaluado por un juicio de expertos Anexo 6.
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3.8. Plan de procesamiento y analisis de datos

El analisis estadistico se realizd con el software estadistico IBM SPSS (version 25.0). Se
aplico la prueba ANOVA para identificar diferencias significativas (p <0.05), donde se utilizo las
pruebas multivariantes del Modelo de dos factores, con medidas repetidas en un solo factor para
analizar el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas de
Streptococcus mutans y la Prueba de Esfericidad de Mauchly para validar el analisis de las medidas

repetidas (43).

3.9. Aspectos éticos

El presente estudio se desarrollo bajo estandares rigurosos tanto de bioseguridad como de
integridad cientifica, siguiendo los protocolos internacionales y nacionales vigentes para
investigaciones con microorganismos. Se aplicaron todas las medidas de bioseguridad de tipo
basico exigidas en laboratorios de microbiologia, tales como el uso de cabinas de seguridad
biologica clase II, técnicas de contencidon primaria y secundaria, asi como desinfeccion y
esterilizacion de superficies y materiales, conforme a los lineamientos de la Organizacion Mundial

de la Salud (OMS) y manuales técnicos nacionales (44).

Asimismo, la investigacién cumplié con las normas del Comité Institucional de Etica en
Investigacion (CIEI) del Instituto Nacional de Salud del Pert, que velan por la aplicacion correcta
de procedimientos éticos, la proteccion del personal y el bienestar comunitario. Si bien el estudio
no involucré sujetos humanos ni animales, se consideraron aspectos éticos relevantes, como la

responsabilidad y la transparencia del investigador, el manejo adecuado de residuos bioldgicos y
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quimicos, y el registro ordenado de los datos experimentales, conforme a las directrices éticas del

ambito biomédico peruano (44).

La metodologia seleccionada, difusion de Kirby—Bauer, medicion de halos, réplica y
verificacion de resultados, se eligid no solo por su adecuacion técnica, sino también porque respeta
los principios de ciencia responsable, precision y reproducibilidad. El instrumento de recoleccion
de datos fue una ficha disenada ad hoc, revisada por expertos en microbiologia para asegurar su
validez y confiabilidad. El adecuado disefio y uso de este instrumento fueron fundamentales para
alcanzar los objetivos propuestos y producir datos coherentes y verificables dentro del marco ético-

cientifico establecido (44).
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Resultados

La Tabla 1, presenta los estadisticos descriptivos correspondientes a los halos de inhibicién
del extracto liofilizado de zingiber officinale sobre cepas de estreptococcus mutans por tratamiento
alas 8, 24, 32 y 48 horas. Se encontrd que tanto para un 100%, al 75% y al 50% de concentracion,
a medida que pasa el tiempo el promedio aumenta, mientras que cuando el porcentaje de

concentracion es del 25% el promedio se vuelve constante y sin variabilidad.

Tabla 1. Halos de inhibicion promedios del extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas
de Streptococcus mutans por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas.

100% 75% 50% 25%
Halo ‘lfll:ll:;bid(’“ (Media + DE) (Media + DE) (Media + DE) (Media + DE)
A las 8 horas 9.29(0.897)  8.39(0.497)  6.00(0.000)  6.00 (0.000)
A las 24 horas 14.07(0.539)  10.93 (0.766) ~ 9.04(0.693)  6.00 (0.000)
A las 32 horas 15.07 (0.604)  12.43 (0.742)  11.11(0.786)  6.00 (0.000)
A las 48 horas 15.46 (0.508) 1279 (0.630)  11.25(0.645)  6.00 (0.000)

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados presentados en la Tabla 1 evidencian que el extracto liofilizado de Zingiber
officinale muestra un efecto inhibitorio sobre Streptococcus mutans que depende tanto de la
concentracion como del tiempo de incubacion. Las concentraciones del 100 % y 75 % comenzaron
a mostrar halos de inhibicion a las 8 horas (9.29 mm y 8.39 mm, respectivamente), mientras que el

50 % solo alcanzo6 un efecto detectable mas adelante y el 25 % no provoco inhibicion alguna en
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ningun momento (6 mm, equivalente al disco), un comportamiento clasico en pruebas de difusion
en disco, donde el efecto se relaciona directamente con la dosis del agente antimicrobiano. A las
48 horas, se alcanzaron los valores maximos: 15.46 mm (100 %), 12.79 mm (75 %) y 11.25 mm
(50 %). La estabilizacion del tamafio de los halos entre las 32 y 48 horas indica que el extracto ya
habia alcanzado su maxima difusibilidad y concentracién critica para inhibir el crecimiento

bacteriano, un fenémeno estudiado en protocolos como Kirby—Bauer.

El hecho de que el 25 % no presente ningun efecto refuerza la idea de la existencia de un
umbral minimo efectivo, similar al concepto de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC), donde
concentraciones inferiores resultan insuficientes para inhibir a S. mutans. Asi pues, el extracto
demuestra una eficacia creciente con la concentracion y el tiempo, mostrando claridad sobre los
niveles efectivos (50 % en adelante) y los inefectivos (25 %). Este comportamiento es totalmente
coherente con los principios del método de difusion en disco y refuerza tanto la validez del método

como la actividad antimicrobiana del extracto de jengibre.

Tabla 2. Halos de inhibicion promedios del extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas
de Streptococcus mutans por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas

Efecto Valor F ‘gl’de . gl de Sig.
hipotesis  error
Tiempo Traza de Pillai 0.971 1199.340° 3.000 106.000 0.000

Lambda de Wilks ~ 0.029 1199.340° 3.000 106.000 0.000
Traza de Hotelling  33.944 1199.340° 3.000 106.000 0.000
Raiz mayor de Roy 33.944 1199.340° 3.000 106.000 0.000

Tiempo *

Tratamiento Traza de Pillai 1.335 28.848 9.000 324.000 0.000
Lambda de Wilks ~ 0.045 73.624 9.000 258.127 0.000
Traza de Hotelling  12.960 150.720  9.000 314.000 0.000
Raiz mayor de Roy  12.323 443.637°  3.000 108.000 0.000

a. Disefo: Interseccion + Tratamiento

Disefio intra-sujetos: Tiempo

b. Estadistico exacto

c. El estadistico es un limite superior en F que genera un limite inferior en el nivel de significacion.
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La Tabla 2 muestra los resultados de un analisis multivariado con medidas repetidas,
evaluando dos aspectos: el efecto del tiempo y la interaccion tiempo % tratamiento sobre los halos
de inhibicion del extracto liofilizado de Zingiber officinale frente a Streptococcus mutans. Ambos
efectos resultaron estadisticamente significativos (p =0.000), segin las pruebas de Pillai, Wilks,
Hotelling y Roy. Este hallazgo indica claramente que los didmetros de los halos cambiaron de
manera significativa a lo largo del tiempo y que esta evolucion varié segin la concentracion del
extracto: no se tratd de un crecimiento uniforme, sino condicionado por la dosis aplicada. Las
estadisticas empleadas permiten evaluar simultaneamente multiples medidas dependientes, siendo
Wilks Lambda la medida més usada, mientras que Pillai es mas robusta frente a violaciones de

supuestos.

Tabla 3. Prueba de Esfericidad de Mauchly para el modelo de dos factores, con medidas repetidas
en un solo factor.

Efecto Aprox. Epsilon®

intra- W de Chi- Greenhouse- Huynh- Limite
sujetos Mauchly cuadrado Gl Sig. Geisser Feldt inferior
Tiempo 0.707 36939 5 0.000 0.850 0.896 0.333

Fuente: Elaboracion propia

La prueba de esfericidad de Mauchly arrojé un nivel de significancia p = 0.000, lo cual
implica que rechazamos la hipotesis nula de igualdad de varianzas entre los tiempos de medicion;
es decir, las diferencias entre los momentos de observacidon no presentan varianzas constantes.
Desde el marco de las hipdtesis de la investigacion, este resultado refuerza el rechazo de la
hipotesis nula, que afirmaba que el extracto liofilizado de Zingiber officinale no tenia efecto
antimicrobiano, y respalda la hipotesis general, la cual propone un efecto antimicrobiano

significativo. El nivel de significancia p < 0.001 indica que la probabilidad de observar estas
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variaciones en los halos si realmente no existiera efecto del extracto es practicamente nula,
proporcionando una fuerte evidencia estadistica en favor de un efecto real y significativo del

tratamiento.

Grifico 1. Medias marginales estimadas del extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas
de Streptococcus mutans por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas.

Medias marginales estimadas de MEASURE_1

186 Tratamientos
& Extracto al 100%
Extracto al ¥5%
Extracto al 50%
Extracto al 25%

Medias marginales estimadas
\ \\
\H \
|
|
|

Tiempo

Barras de error: 95% CI

Fuente: Elaboracion propia

Tratamiento al 100% de concentracion

La Tabla 4 presenta el resultado de la prueba de Esfericidad de Mauchly. Dado que el nivel
de significancia asociado al estadistico W de Mauchly es mayor a 0.05 (p = 0.072) podemos
afirmar que existe esfericidad (Matrices de covarianza iguales) por lo que para verificar si existe
efecto del factor (Tiempo) sobre cepas de Streptococcus mutans a las 8, 24, 32 y 48 horas se puede

utilizar las pruebas inter sujetos.

Tabla 4. Prueba de Esfericidad de Mauchly para el modelo de medidas repetidas, al 100% de
concentracion de extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas de Streptococcus mutans

por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas.
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Efecto Aprox. Epsilon®

intra- W de Chi- Greenhouse- Huynh-  Limite
sujetos Mauchly cuadrado gl Sig. Geisser Feldt inferior
Tiempo 0.675 10.120 5 0.072 0.786 0.866 0.333

Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 5 presenta el resultado de las pruebas intra sujetos. Aqui observamos que todas
las pruebas: la de esfericidad asumida, Greenhouse-Geisser, Huynh-Feldt; asi como, la de Limite
inferior, indican que existe un efecto significativo del tiempo. Concluyendo que el efecto al 100%
de concentracién de extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas de Streptococcus
mutans es diferente a las 8, 24, 32 y 48 horas.

Tabla 5. Prueba de efectos intra sujetos para el modelo de medidas repetidas al 100% de

concentracion de extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas de Streptococcus mutans
por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas.

Tipo 1II
. de suma Media .
Origen de el cuadratica F Sig.
cuadrados
Tiempo  Esfericidad 683.527 3 227.842 600.693  0.000
asumida
Greenhouse- 683.527 2.357 290.035 600.693  0.000
Geisser

Huynh-Feldt  683.527  2.597 263.243 600.693  0.000
Limite inferior 683.527 1.000 683.527 600.693  0.000

Error Esfericidad 30.723 81 0.379
(Tiempo) asumida
Greenhouse- 30.723 63.631 0.483
Geisser
Huynh-Feldt  30.723 70.107 0.438

Limite inferior 30.723 27.000 1.138

Fuente: Elaboracion propia

Para identificar en qué tiempos se evidencia el efecto del extracto liofilizado de Zingiber

officinale al 100% de concentracion sobre cepas de Streptococcus mutans se aplicaron las pruebas
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de comparaciones por pareja que se presentan en la Tabla 6. Se observd que existe evidencia

estadisticamente significativa a medida que aumentaba el tiempo, donde el efecto fue mayor.

Tabla 6. Comparaciones por pareja (Pruebas post hoc)

95% de intervalo de

Diferencia confianza para diferencia
de medias Desv. Limite Limite
(I) Tiempo (I-)) Error Sig." inferior superior
8 horas 24 horas -4.786" 0.195 0.000 -5.341 -4.231
32 horas -5.786" 0.195 0.000 -6.341 -5.231
48 horas -6.179" 0.186 0.000 -6.708 -5.650
24 horas 32 horas -1.000" 0.136 0.000 -1.387 -0.613
48 horas -1.3937 0.139 0.000 -1.790 -0.996
32 horas 48 horas -.393" 0.119 0.016 -0.731 -0.055

Fuente: Elaboracion propia

Grafico 2. Medias marginales estimadas del extracto liofilizado de Zingiber officinale al 100%
sobre cepas de Streptococcus mutans por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas.

Medias marginales estimadas de MEASURE_1

Medias marginales estimadas

8h 24h 32h 48h
Tiempo

Barras de error: 95% Cl

Fuente: Elaboracion propia
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Tratamiento al 75% de concentracion

La Tabla 7 presenta el resultado de la prueba de Esfericidad de Mauchly. Dado que el nivel
de significancia asociado al estadistico W de Mauchly es mayor a 0.05 (p = 0.138), se puede
afirmar que existe esfericidad (Matrices de covarianza iguales); por lo que para verificar si existe
efecto del factor (Tiempo) sobre cepas de Streptococcus mutans alas 8, 24, 32 y 48 horas se puede
utilizar las pruebas inter sujetos.

Tabla 7. Prueba de Esfericidad de Mauchly para el modelo de medidas repetidas, al 75% de

concentracion de extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas de Streptococcus mutans
por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas.

Epsilon®
Efecto Aprox.
intra- W de Chi- Greenhouse-  Huynh-  Limite
sujetos Mauchly cuadrado gl Sig. Geisser Feldt inferior
Tiempo 0.723 8.356 5 0.138 0.843 0.937 0.333

Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 8 presenta el resultado de las pruebas intra sujetos. Se observo que todas las
pruebas: esfericidad asumida, Greenhouse-Geisser, Huynh-Feldt; asi como la de Limite inferior,
indicaron que existe un efecto significativo del tiempo (p = 0.000). Se concluyd que el efecto al
75% de concentracion de extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas de Streptococcus

mutans es diferente a las 8, 24, 32 y 48 horas.
Tabla 8. Prueba de efectos intra sujetos para el modelo de medidas repetidas al 75% de

concentracion de extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas de Streptococcus mutans

por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas.
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Tipo III de Media

Origen suma de gl cuadritica Sig.
cuadrados
Tiempo Esfericidad 334.884 3 111.628 336.553 0.000
asumida
Greenhouse- 334.884 2.528 132.495 336.553 0.000
Geisser
Huynh-Feldt  334.884 2.810 119.171 336.553 0.000
Limite inferior 334.884 1.000 334.884 336.553 0.000
Error Esfericidad 26.866 81 0.332
(Tiempo) asumida
Greenhouse- 26.866 68.243 0.394
Geisser
Huynh-Feldt 26.866 75.873  0.354
Limite inferior 26.866 27.000 0.995

Fuente: Elaboracion propia

Para identificar en qué tiempo se evidencia el efecto extracto liofilizado de Zingiber
officinale al 75% de concentracion sobre cepas de Streptococcus mutans, se aplicaron las pruebas
de comparaciones por pareja que se presentan en la Tabla 9. Se observo que existe evidencia

estadisticamente significativa a medida que aumenta el tiempo, donde el efecto fue mayor.

Tabla 9. Comparaciones por pareja (Pruebas post hoc)

95% de intervalo de

confianza para
Diferencia diferencia®
de medias Desv. Limite Limite
() Tiempo I-D) Error Sig.’ inferior superior
8 horas 24 horas -2.536° 0.150 0.000 -2.962 -2.109
32 horas -4.036" 0.174 0.000 -4.532 -3.540
48 horas -4.393" 0.139 0.000 -4.790 -3.996
24 horas 32 horas -1.500" 0.174 0.000 -1.997 -1.003
48 horas -1.857° 0.160 0.000 -2.314 -1.401
32 horas 48 horas 357 0.117 0.031 -0.692 -0.023

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico 3. Medias marginales estimadas del extracto liofilizado de Zingiber officinale al 75%

sobre cepas de Streptococcus mutans por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas.
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14
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8h 24h 322h 48h
Tiempo

Barras de error: 95% Cl

Fuente: Elaboracion propia

Tratamiento al 50% de concentracion

La Tabla 10 presenta el resultado de la prueba de Esfericidad de Mauchly. Dado que el
nivel de significancia asociado al estadistico W de Mauchly no es mayor a 0.05 (p = 0.000), se
afirmo que no existe esfericidad (Matrices de covarianza iguales) por lo que para verificar si existe
efecto del factor (Tiempo) sobre cepas de Streptococcus mutans a las 8, 24, 32 y 48 horas se

utilizaron las pruebas multivariantes.

Tabla 10. Prueba de Esfericidad de Mauchly para el modelo de medidas repetidas, al 50% de
concentracion de extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas de Streptococcus mutans

por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas

Efecto Aprox. Epsilon”

intra- W de Chi- Greenhouse- Huynh-  Limite
sujetos Mauchly cuadrado gl Sig. Geisser Feldt inferior
Tiempo 0.355 26.653 5 0.000 0.699 0.759 0.333

Fuente: Elaboracion propia
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La Tabla 11 presenta el resultado de las pruebas multivariantes. Se observaron que todas
las pruebas: la Traza de Pillai, la prueba del Lambda de Wilks, La traza de Hotelling y la prueba
Raiz mayor de Roy; indican que existe un efecto significativo del tiempo (p = 0.000) .
Concluyendo que el efecto al 50% de concentracion de extracto liofilizado de Zingiber officinale
sobre cepas de Streptococcus mutans es diferente a las 8, 24, 32 y 48 horas.

Tabla 11. Prueba de efectos intra sujetos para el modelo de medidas repetidas al 50% de

concentracion de extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas de Streptococcus mutans
por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas.

gl de
Efecto Valor F hipotesis gl de error Sig.
Tiempo Traza de Pillai  0.987 654.390°  3.000 25.000 0.000
Lambda de 0.013 654.390°  3.000 25.000 0.000
Wilks
Traza de 78.527 654.390°  3.000 25.000 0.000
Hotelling
Raiz mayor de 78.527 654.390°  3.000 25.000 0.000
Roy

Fuente: Elaboracion propia

Para identificar en qué tiempo se evidencia efecto extracto liofilizado de Zingiber officinale
al 50% de concentracion sobre cepas de Streptococcus mutans se aplicaron las pruebas de
comparaciones por pareja que se presentan en la Tabla 12. Se observo que existe evidencia

estadisticamente significativa a medida que aumenta el tiempo, donde el efecto fue mayor.
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Tabla 12. Comparaciones por pareja (Pruebas post hoc)

95% de intervalo de

confianza para
Diferencia diferencia®
de medias Desv. Limite Limite
() Tiempo (I-J) Error Sig.° inferior superior
8 horas 24 horas 3.036" 0.131 0.000 -3.409 -2.663
32 horas -5.107° 0.149 0.000 -5.530 -4.684
48 horas -5.250" 0.122 0.000 -5.597 -4.903
24 horas 32 horas -2.071" 0.154 0.000 -2.509 -1.634
48 horas 22147 0.149 0.000 -2.638 -1.791
32 horas 48 horas -0.143 0.067 0.259 -0.335 0.049

Fuente: Elaboracion propia

Grafico 4. Medias marginales estimadas del extracto liofilizado de Zingiber officinale al 50%
sobre cepas de Streptococcus mutans por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas.

Medlias marginales estimadas
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Fuente: Elaboracion propia
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Tratamiento al 25% de concentracion.

En el modelo de medidas repetidas al 25% de concentracién de extracto liofilizado de
Zingiber officinale sobre cepas de Streptococcus mutans por tratamiento a las 8, 24, 32 y 48 horas
no se observo variabilidad. En este contexto, no se pudo aplicar ningiin modelo de la prueba de

ANOVA.
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4.1.2. Discusion

El Streptococcus mutans, miembro de los Streptococcus viridans, es el principal agente
etiologico que causa la caries dental. (20) Para reducir la carga bacteriana en la cavidad oral,
actualmente se continua prescribiendo el uso de agentes quimicos y antibidticos que presentan
efecto anticariogénico; sin embargo, se ha reportado que estos compuestos producen cambios en
la flora oral e intestinal, y su uso regular puede resultar una resistencia a los antibidticos. (20, 2,

23,11)

Por muchos afos se han utilizado las plantas medicinales como alternativa para el
tratamiento de diversas dolencias incluyendo las originadas por bacterias como el S. mutans. Segin
la Organizaciéon Mundial de la Salud, la mayoria de la poblacion humana depende de las plantas

medicinales para el tratamiento de enfermedades y el mantenimiento de la salud. (20,37)

La presente investigacion evalud el efecto antimicrobiano del extracto liofilizado de
Zingiber officinale sobre cepas de Streptococcus mutans, donde el jengibre mostrd zonas de
inhibicién en todas las concentraciones durante las 48 horas de exposicidon; demostrando su

actividad antimicrobiana al igual que diversos estudios previos. (14-17, 11,12)

Las zonas de halos de inhibicion en esta investigacion en concentraciones de 100%, 75%
y 50% aumentaban a medida que pasaba el tiempo, mientras que la concentracion de 25% el
promedio fue constante y sin variabilidad. El trabajo realizado por Mango R, (19) encontr6 efecto
inhibitorio sobre el S. mutans al 25%,75% y 100% con un didmetro de los halos de inhibicion de
10.82mm, 12.66mm y 13.93mm respectivamente. Mientras que este estudio obtuvo mayores zonas

de halos de inhibicion después de 48h de 6mm, 11.25mm, 12.79 mm y 15.46 mm al 25%, 50%,
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75% y 100% de Zingiber officinale; sin embargo, no fueron mayores a los halos de inhibicion

reportado por Orbegoso, (16) de 17,435 mm de diametro.

Los diferentes resultados podrian deberse a la metodologia aplicada por cada investigador,
Por ejemplo, Mango R, aplicé el método de Kirby Bauer; mientras que este estudio utilizé la

técnica de difusion de discos al igual que Mathai et al. (12)

El uso de plantas medicinales como el ajo, el limdn, la miel y el jengibre, también han
demostrado efectividad antimicrobiana. Un estudio que analiz6 estos insumos determind que el
ajo presentd halos de inhibicion de 34,9 + 0,58 mm, siendo superior a lo que se reportd en este
estudio. Inclusive la combinacion del ajo y el limén demostrd halos de inhibicion de hasta 27,6 +
0,43mm. (12) Esto tendria relacion con el sinergismo de ambas plantas, que se repotencian una de
la otra produciendo una mejor efectividad frente a cierto tipo de bacterias. Otra planta como el
sauco, también ha sido reportada; observdndose una eficacia antibacteriana superior frente al S.
mutans en concentraciones de 75% en 24 horas de exposicicon. (17) A diferencia de esta

investigacion, donde a la concentracion de 75% fue menor.

El efecto antimicrobiano del Zingiber officinale en la presente investigacion se debio, en
parte, al extracto liofilizado utilizado como disolvente metanol-agua, que permitid potenciar su
accion antimicrobiana; asi como también lo reporté Babaeekhou L, (14) quien utilizé el metanol
como diluyente; mientras que Davila E, (12) identific6 menor acciéon antimicrobiana en la
presentacion de aceite esencial a diferencia del extracto de etanol de Z officinale. Por su parte,
Babaeekhou L, (14) demostraron que los extractos de metanol y acetato de etilo tuvieron mayor

actividad antibacteriana contra S. mutans y S. sobrinus. Seria ventajoso estandarizar los métodos
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de extraccion y pruebas in vitro para que la busqueda sea mas sistematica y se facilite la

interpretacion de los resultados.

Los resultados del presente estudio respaldan el uso del Zingiber officinale frente a cepas
de S. mutans y se sugiere que el extracto de la planta posee ciertos componentes con propiedades
antimicrobianas que pueden usarse como agentes antimicrobianos en nuevos medicamentos para

la terapia de caries dental.
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5.1.

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se concluye que el extracto liofilizado de Zingiber officinale mostrd efecto antimicrobiano
in vitro frente a cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175), evidenciado por la
formacion de halos de inhibicidon en concentraciones del 50%, 75% y 100%, lo cual
confirma su potencial como agente terapéutico natural en el &mbito odontolédgico.

A una concentracion del 100%, el extracto presentd una accidon antibacteriana
significativamente mayor conforme aumentd el tiempo de exposicion (8, 24, 32 y 48
horas), alcanzando un halo promedio de 15.46 mm a las 48 horas, clasificado como
“sumamente sensible”, lo que demuestra su eficacia sostenida y dependiente del tiempo.
La concentracion del 75% también evidenci6 actividad antimicrobiana progresiva con el
tiempo, alcanzando un halo promedio de 12.79 mm a las 48 horas, lo que sugiere que esta
dilucion mantiene una efectividad clinicamente relevante, aunque menor que la del 100%.
En el caso del 50%, si bien se observd efecto antimicrobiano, este fue moderado,
alcanzando un halo de 11.25 mm a las 48 horas, clasificado como “sensible”. Esto indica
que la eficacia del extracto se reduce proporcionalmente con la concentracion, pero alin se
mantiene por encima del umbral minimo de inhibicion.

La concentracion al 25% no presentd variabilidad en ninguno de los tiempos evaluados,
manteniéndose constante con un halo de 6 mm (equivalente al didmetro del disco), lo cual
indica ausencia de efecto antimicrobiano y sugiere que esta dilucion esta por debajo del

umbral minimo efectivo frente a S.
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5.2.

Recomendaciones

Se recomienda complementar estos hallazgos con ensayos de Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC) y Minima Bactericida (MBC) mediante microdilucion. Esto permitira
cuantificar el efecto antimicrobiano de manera mas precisa y comparar los resultados con
estudios previos que han encontrado MIC del orden de decenas de ug/mL para S. mutans.
Es recomendable prolongar el seguimiento del efecto antimicrobiano mas alla de las 48
horas, evaludndolo a las 72 y 96 horas, a fin de conocer si el halo de inhibicion se mantiene,
crece o declina con el tiempo, lo que aportaria informacion sobre la persistencia y
estabilidad del efecto del extracto.

Conviene estudiar concentraciones intermedias entre el 75 % y el 100 % (por ejemplo,
85% o0 90 %) para determinar la dosis minima efectiva que combina buena actividad
antibacteriana con un uso mas eficiente del extracto, con el fin de optimizar recursos en
futuros ensayos.

Dado que S. mutans forma biofilm, es aconsejable realizar ensayos especificos para evaluar
si el extracto al 50 % puede inhibir su adhesion o crecimiento en matriz biofilm. Esto se
puede realizar usando placas de 96 pocillos, una metodologia habitual en estudios de
microbiofilms.

Sobre la base de esta falta de variacion, se aconseja omitir esta concentracion en futuras
pruebas como tratamiento, reservandola Unicamente para controles. En su lugar, deben
explorarse niveles superiores hasta alcanzar la primera concentracion que evidencie un

efecto antimicrobiano, lo cual facilitara la identificacion del umbral minimo eficaz.
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Anexo 1: Matriz de consistencia

ANEXOS

TITULO: “EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO LIOFILIZADO DE ZINGIBER OFFICINALE SOBRE CEPAS
DE STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175). LIMA PERU - 2023”

. VARIABLES E DISENO
FORMULACION DEL PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS .
INDICADORES METODOLOGICO

Problema General Objetivo General Hipétesis General Variable Tipo:

(Cuadl es el efecto antimicrobiano del extracto | Determinar in vitfro el efecto antimicrobiano | El extracto liofilizado |e Efecto Observacional,
liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas de | del extracto liofilizado de Zingiber officinale | de Zingiber officinale | antimicrobiano  del | experimental en vitro,
Streptococcus mutans (ATCC 25175) Lima - | sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC | presenta efecto eXtra‘.CtO‘ 110ﬁ11?3d0 longitudinal y
Perti 20237 25175). Lima - Peru 2023. antimicrobiano sobre d,e anagzber officinale prospectivo

(jengibre)
cepas de

Problemas Especificos Objetivos especificos Streptococcus mutans

(ATCC25175) Lima -

1.;Cual sera el efecto antimicrobiano del extracto | 1.Identificar el efecto antimicrobiano del | pery 2022. Indicador: Método y disefio:
liofilizado de Zingiber officinale al 100% frente extracto liofilizado de Zingiber officinale al '

a las cepas de Streptococcus mutans (ATCC 100% frente a las cepas de Streptococcus Hipétesis nula Concentracion del

25175) a las 8, 24, 32 y 48 horas, Lima - Pert
20237

2.;Cual sera el efecto antimicrobiano del extracto
liofilizado de Zingiber officinale al 75% frente a
las cepas de Streptococcus mutans (ATCC
25175) a las &, 24, 32 y 48 horas, Lima-Pera
2023?

3.;Cuadl sera el efecto antimicrobiano del extracto
liofilizado de Zingiber officinale al 50% frente a
las cepas de Streptococcus mutans (ATCC

mutans (ATCC 25175) a las 8, 24, 32 y 48
horas, Lima - Pert 2023?

2.Identificar el efecto antimicrobiano del
extracto liofilizado de Zingiber officinale al
75% frente a las cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175) a las 8, 24, 32 y 48
horas, Lima - Pert 2023?

El extracto liofilizado
de Zingiber officinale
no presenta efecto
antimicrobiano sobre
cepas de
Streptococcus mutans
(ATCC25175) Lima -
Perti 2022.

Extracto liofilizado de

Zingiber  officinale

(Jengibre).

Tiempo de exposicion
del Extracto
liofilizado de

Método de difusion en
disco.

Poblacion:




25175) a las 8, 24, 32 y 48 horas, Lima - Pert
2023?

4.;Cual sera el efecto antimicrobiano del extracto
liofilizado de Zingiber officinale al 25% frente a
las cepas de Streptococcus mutans (ATCC
25175) a las 8, 24, 32 y 48 horas, Lima - Pert
20237

3.Identificar el efecto antimicrobiano del
extracto liofilizado de Zingiber officinale al
50% frente a las cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175) a las 8, 24, 32 y 48
horas, Lima - Pert 2023?

4. Identificar el efecto antimicrobiano extracto
liofilizado de Zingiber officinale al 25%
frente a las cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175) a las 8, 24, 32 y 48 horas,
Lima - Pert1 2023?

Zingiber  Officinale
(jengibre)

Dimensiones:

Valores promedio de
los halos de
inhibicion.

Extracto liofilizado de
Zingiber officinale.

Muestra:
cepas: Streptococcus

mutans (ATCC
25175),

69




Anexo 2: Instrumento

FICHA DEZ RECOLECCION DE DATOS

BASE DE DATOS METODO DIFUSION EN DISCO "EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO LIOFILIZADO DE ZINGIBER

OFFICINALE SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175). LIMA PERU - 2022

EXTRACTO LIOFILIZADO DE ZENGIBER OFICINALE (Halo de inhibicion en mem) GRUPO CONTROL
REPETIOONES 100% 75% 50% 25% NEGATIVO ()
8 horas | 24 horas | 52 horws | &8 horss| # horms | 24 horas | 32 horas | &2 noras| 8 horas | 26 horas] 32 horas| 48 horas] & herss | 26 hores 32 horm| <8

1 8 13 14 15 8 12 13 13 6 9 12 12 6 6 6 [3 29 0
2 9 13 16 16 8 11 12 12 6 9 11 11 6 6 6 6 30 0
3 8 14 15 16 9 12 12 12 6 10 12 12 6 6 6 6 30 0
4 9 14 15 15 8 10 13 13 6 9 12 12 6 6 6 6 28 0
5 8 14 15 15 8 11 11 13 6 9 11 11 6 6 6 6 30 0
3 10 13 15 15 8 10 13 13 6 10 12 12 6 6 6 6 29 0
7 8 15 15 15 9 10 12 13 6 8 10 10 6 6 6 6 28 0
8 9 14 15 15 9 11 12 12 6 9 1 11 6 6 6 6 28 0
9 10 14 15 16 9 12 13 13 6 9 9 10 6 6 6 6 29 0
10 9 15 16 o 9 12 12 13 6 10 12 12 6 6 6 6 27 0
11 10 14 14 15 8 11 13 13 6 9 11 11 6 6 6 6 27 0
12 10 14 15 15 9 11 13 13 6 9 11 11 6 6 6 6 29 0
13 9 15 16 16 9 12 12 14 6 9 10 10 6 6 6 6 29 0
14 9 14 14 16 8 10 12 12 6 8 11 11 6 6 6 6 28 0
15 10 14 15 15 9 10 11 12 6 10 12 12 6 6 6 6 28 0
16 10 14 14 16 8 11 13 13 6 8 11 11 6 6 6 6 28 0
17 9 14 15 15 8 10 12 12 6 8 10 11 6 6 6 6 28 0
18 11 15 15 15 9 11 12 13 6 9 12 12 6 6 6 6 29 0
19 10 14 16 16 9 12 14 14 6 9 11 11 [ 6 6 6 30 0
20 9 14 16 16 8 11 12 12 6 10 11 11 6 6 6 6 28 0
21 11 14 16 16 8 11 13 13 6 10 11 11 6 6 6 6 27 0
22 8 14 15 15 8 10 12 13 6 B8 12 12 6 6 6 6 28 0
23 10 14 15 16 8 10 12 13 & 9 11 12 13 6 6 6 29 0
24 9 15 15 15 9 10 13 13 6 9 11 11 6 6 6 6 28 0
25 10 14 15 15 8 11 12 12 6 10 11 11 6 6 6 6 29 0
26 9 14 15 15 8 12 13 13 6 9 12 12 6 6 6 6 29 0
27 8 14 15 16 8 11 14 14 13 8 10 11 [3 6 6 6 28 0
28 10 14 15 16 8 11 12 12 [3 9 1 11 6 [3 6 6 28 0
Promedio | 9.29 | 14.1 | 15,07 | 15.46| 8.39 [ 10.93| 12.43 | 12.79| 6.00 | 9.04 | 11.11|11.25| 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 28.50 0

Bislogy
C8P. 121



Anexo 3: Aprobacion del comité de Etica

rd )

COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA PARA LA
i INVESTIGACION
Morbert Wienar

CONSTANCIA DE APROBACION
Lima, 28 de enero de 2023
Investigadona)

Yober Flores Banico
Exp. N°: 2548-2022

D mi consideracion:

Es gmto expresarle mi cordial saludo v a la vez informarle gque ¢l Comité Institucional de
Etica pam la investigacion de la Universidad Privada Morbert Wiener (CIELUPNW)
evalué ¥y APROBO los siguientes documentos:

# Protocolo titulado: “Evaluacion in vitre del efecto antmicrobi ano del extracto
liofilizado de zringiber officinale sobre cepas de streptococcus mutans (ATOC
25175). lima Pera — 2022 Version 02 con Fecha 0801/230 23,

¢ Formulario de Consentimiemto Informadoe Vemsién imo aplica) con fecha (no

aplica).

El cual tiene comao investigador principal al Sna) % ober Flores Bafiico ya la investigadora
colabomadora Jessica Jlasmin Amujo Farje.

La APROBACION comprende el cumplimiento de las buenas pricticas éicas, ¢l balance
riesgo'bencficio, la calificacion del equipo de investigacion y la confidencialidad de los
datos, entre otms,

El investigador debera considerar los sigui entes puntos detallados a continuacion:

1. La vigencia de la apmbacion es de dos afios (24 meses) a partir de la emisian
de este documento,

2. El Informe de Avances s¢ presentard cada 6 meses, v ¢l informe final una vez
concludo el estudio,

3 Toda enmienda o sdenda se deberd presentar al CIEI-UPNW v no podra
implementarse =in la debida apmbacion,

4. 5i aplica, la Renovacidn de aprobacion del provecto de investigacion debera
imiciarse treima {30) dias antes de la fecha de vencimiento, con su respectivo
informe de avance,

Es cuanto informo a usted pam su conocimiento y fines pertinentes.

Alentamenite,

it

Yemny

iso] Bellido Fuente ‘Q:_“_

adel CIEL- UPNVY.

A o guepa 440 Sonia Beabee

Usivcasa da d Prn din Mokt Wssiar

T Bty Ws-5 555 g A390C oll. 931 - 000593
ot o postil © e ) v saiore . po



Anexo 4: Constancia de la institucion para la elaboracion del extracto liofilizado.

CENTRO DE DESARROLLO, ANALISIS Y CONTROL DE
CALIDAD DE MEDICAMENTOS Y FITOMEDICAMENTOS
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga
Facultad de Ciencias de la Salud
Escuela Profesional de FARMACIA Y BIOQUIMICA

EL QUE SUSCRIBE, RESPONSABLE DEL CENTRO DE DESARROLLO, ANALISIS Y
CONTROL DE CALIDAD DE MEDICAMENTOS Y FITOMEDICAMENTOS DE LA

ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA — UNSCH, deja

CONSTANCIA

El Bachiller Yober Flores Baflico realizo la parte expenmental de su trabajo de
investigacion para la obtencion de Titulo de Cirujano Dentista en |a Universidad Norbert
Wiener, ma Peru. Inicio sus actividades en los laboratonios del Centro de Desarrollo,
Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos 5S¢ elaboro la
extraccion lhofilizada del Zingiber officinale "jengibre™ por el método de extracaon
acelerada de solventes (Extractor Acelerado de Solventes Dionex™ ASE 150) y secado por
liofilizacion {Liofilizador LABOTEC).

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado careciendo de valor para
acciones legales en contra de |a Institucion.

Ayacucho, 22 de setiembre de 2022
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Anexo 5: Constancia de la institucion para la recoleccion de datos.

Instituto Nacional Materno Perinatal

196 anios on 3 atencidn de la salud materno perinatsl del pais

CONSTANCIA

Hago constancia, que el Bachiller Yober Flores Badico realizé la parte
expenmental de su trabajo de investigacién para la obtencién de Titulo de
Cirujano Dentista en 13 Universidad Norbert Wiener, Lima Perd. Inicié sus
actividades en el laboratorio de microbiologia del departamento de
Patologlia Clinica del Instituto Nacional Materno Perinatal el dia 11/10/22
hasta 26/10/22. En esta ocasion se determinar in vitro el efecto
antimicrobiano del extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre cepas de
Streptococcus mutans.

Se expide |a presente constancia al Interesado para los fines que se estime
conveniente.

Lima 08 de noviembre del 2022

Atentamente,

@ cap o9
Maria Gabriela de Fatima Soza Bieli Bianchi
Biologa
CBP. 12139
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Anexo 6: Informe de validacion de instrumento

$o

e VALIDACION DE INSTRUMENTO

I. DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Enciso Lacunza Jorge Antonio

1.2 Cargo e Institucién donde labora: Docente Universidad Norbert Wiener

1.3 Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Instrumento de recoleccion de datos.

1.4. Autor del instrumento: Flores Baiiico Yober

1.5 Titulo de la Investigacion: EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO
LIOFILIZADO DE ZINGIBER OF FICINALE SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175).
LIMA PERU - 2023.

I1. ASPECTO DE LA VALIDACION

CRITERIOS Deficiente Baja Regular Buena Muy buena
| | 1 2 3 | 4 | 5
1. CLARIDAD Esta formulado con lenguaje apropiado. X
2. OBJETIVIDAD Esta expresado en conductas X
observables. | | | |
3. ACTUALIDAD Adecuado al avance 1:16 la ciencia y X
| tecnologia | | | |
4. ORGANIZACION Existe una organizacion logica. X
[ prende los aspectos de dad y [ | [ Ax

5. SUFICIEN > .
| 2 SURICTENCIA calidad en sus items.

Adecuado para valorar aspectos del

6. INTENCIONALIDAD desarrollo de capacidades X
cognoscitivas.

Alineado a los objetivos de la

7. CONSISTENCIA A A . X
investigacion y metodologia. |

8. COHERENCIA Entre los indices, §ndlcadorcs y las X
| dimensiones. | |

9. METODOLOGIA Lucstraicgid responce sl propduiodel X
estudio !

10. PERTINENCIA El lnstrumcrluo‘ u gdcct}ado al tipo de X
nvestigacion. |

CONTEO TOTAL DE MARCAS A0

(realice el conteo en cada una de las categorias de la escala) [ | | [ |
A B C D E

Coeficiente de Validez = (1xA) + (2xB) + (3xC) + (4xD) + (5xE) = 0.8
50

I11. CALIFICACION GLOBAL (Ubigue el coeficiente de validez obtenido en el intervalo respectivo y marque con un aspa en el circulo
asociado)

Categoria Intervalo

Desaprobado ) [0.00 - 0,60)

Observado © <0,60 - 0,70]
Aprobado ® <0,70 - 1,00]

IV.  OPINION DE APLICABILIDAD:

Lima, 20 de enero del 2023.
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Anexo 7: Informe de validacion de instrumento

9o

i VALIDACION DE INSTRUMENTO

I. DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Guevara Sotomayor Juan César

1.2 Cargo e Institucién donde labora: Docente Universidad Norbert Wiener

1.3 Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Instrumento de recoleccion de datos.

1.4. Autor del instrumento: Flores Baiiico Yober

1.5 Titulo de la Investigacién: EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO
LIOFILIZADO DE ZINGIBER OF FICINALE SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175).
LIMA PERU - 2023.

I1. ASPECTO DE LA VALIDACION

CRITERIOS Deficiente Baja Regular Buena Muy buena
| | 1 | 2 | 3 | Ll | 5
1. CLARIDAD Esta formulado con lenguaje apropiado. X
2. OBJETIVIDAD Esta cxprc.\‘adt_! en c_ondw:las X
| observables.
3. ACTUALIDAD Adecuado al avance dc la ciencia y
| tecnologia
4. ORGANIZACION Existe una organizacion logica.
[ 5. SUFICIENCIA [ Comprende los aspectos de cantidad y

calidad en sus items.
Adecuado para valorar aspectos del
6. INTENCIONALIDAD desarrollo de capacidades X
cognoscitivas.
Alineado a los objetivos de la

7. CONSISTENCIA i T A
investigacion y metodologia. |
8. COHERENCIA Entre los indices, -I.ndlt.‘-ild(‘ll‘l.‘.‘- y las X
| dimensiones. | | | |
9. METODOLOGIA La estrategia rcspond; al proposito del X
estudio | | |
10. PERTINENCIA El |ns1runw|lnol c\ .al.!(:ql..ladﬂ al tipo de X
nvestigacion.
CONTEO TOTAL DE MARCAS 24 2l
(realice el conteo en cada una de las categorias de la escala) I I
A B C D E

Coeficiente de Validez = (1xA) + (2xB) + (3xC) + (4xD) + (SxE) = 0.88
50
I1I. CALIFICACION GLOBAL (Ubigue el coeficiente de validez obtenido en el intervalo respectivo v marque con un aspa en el circulo
asociado)
Categoria Intervalo

Desaprobado < (0,00 - 0,60]

Observado > <0,60 - 0,70]

Aprobado ®

<0,70 - 1,00]

IV.  OPINION DE APLICABILIDAD:

Lima, 20 de enero del 2023. Dr. Juan César Guevara Sotomayor
Docente / Metodologo
DNI 43271772
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Anexo 8: Informe de validacion de instrumento

i q

e S VALIDACION DE INSTRUMENTO

I. DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Enzo Renato Viale Oré

1.2 Cargo e Institucion donde labora: Docente Universidad Norbert Wiener

1.3 Nombre del instrumento motivo de evaluacion: Instrumento de recoleccion de datos.

1.4. Autor del instrumento: Flores Baiico Yober

1.5 Titulo de la Investigacion EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO
LIOFILIZADO DE ZINGIBER OF FICINALE SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175).
LIMA PERU - 2023.

11. ASPECTO DE LA VALIDACION

CRITERIOS Deficiente Baja Regular Buena Muy buena

| 1 2 5 , p . :

1. CLARIDAD Esti formulado con lenguaje apropiad =

2. OBJETIVIDAD Esta expresado en «{onduclas %
t observables. .

3. ACTUALIDAD Adecuado al avance de la ciencia y N
; tecnologia ‘

4. ORGANIZACION Existe una organizacion logica. X

Comprende los aspectos de cantidad y

| % SUFICIENCIA calidad en sus items.

Adecuado para valorar aspectos del

desarrollo de capacidades X
cognoscitivas.

Alincado a los objetivos de la

6. INTENCIONALIDAD

7. CONSISTENCIA SRR f X
investigacion y metodologia. |
8. COHERENCIA Entre los indices, indicadores y las X
| dimensiones. | | |
9. METODOLOGIA La estrategia rcspond.c al propésito del X
estudio |
10. PERTINENCIA El mslrumcxl\m‘ c~ udCf'\udo al tipo de X
nvestigacion. |
CONTEO TOTAL DE MARCAS 3 10
(realice ¢l conteo en cada una de las categorias de la escala) [ | [ l |
A B C D E

Coeficiente de Validez = (1xA) + (2xB) + (3xC) + (4xD) + (SxE) = 0.84
50

I11. CALIFICACION GLOBAL (Ubigue ¢l coeficiente de validez obtenido en el intervalo respectivo y marque con un aspa en el circulo

asociado)

Categoria Intervalo
Desaprobado O 0,00 - 0,60]
Observado O <0,60 - 0,70]
Aprobado @ <0,70 - 1,00]

IV.  OPINION DE APLICABILIDAD:

Lima, 20 de encro del 2023

Docente

DNI 15431063

76



Anexo 9: Reporte Turnitin

Reporte de similitud
NOMEBERE DEL TRABAJD AUTOR

Tesis Yober Flores

RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES

10793 Words 60273 Characters

RECUENTO DE PAGINAS TAMARD DEL ARCHND

51 Pages 241.7KB

FECHA DE EMTREGA FECHA DEL INFORME

Jun 19, 2025 7:37 PM GMT-5 Jun 19, 2025 7:38 PM GMT-5

® 20% de similitud general

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada
base de datos.

= 16% Base de datos de Internet + 5% Base de datos de publicaciones
+ Base de datos de Crossnef +« Base de datos de contenido publicado de
Crossref

= 13% Base de datos de trabajos entregados

® Excluir del Reporte de Similitud

+ Material citado + Coincidencia baja (menos de 10 palabras)

Resumen
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OBTENCION DE LOS EXTRACTOS LIOFILIZADO
Elaboracion del extracto liofilizado de Zingiber officinale

La extraccion de ginger se realizo por el método de extraccion acelerada de solventes (Extractor
Acelerado de Solventes Dionex™ ASE 150), el Dionex ASE 150 es un sistema de extraccion en
muestras solidas y semisdlidas, de una unica celda, y usando solventes a temperatura y presiones

elevadas.

PROCESO DE EXTRACION Y LIOFILIZACION

78



Concentracion de los extractos Mediante el rotavapor.

Proceso de liofilizacion del extracto

=

R
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MATERIALES E INSUMOS

SIEMBRA DE LOS MICRORGANISMOS FAMILIA STREPTOCOCCUS MUTANS EN AGAR SANGRE
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PROCEDIMIENTOS DE LOS ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Aplicacion de los discos

Halos inhibicion a las 48 hrs al 100% de del extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre

cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Halos inhibicion a las 48 hrs al 75% de del extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre

cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).
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Halos inhibicion a las 48 hrs al 50% de del extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre

cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Halos inhibicion a las 48 hrs al 25% de del extracto liofilizado de Zingiber officinale sobre

cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175).
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Reporte de similitud

® 20% de similitud general

Principales fuentes encontradas en las siguientes bases de datos:

» 16% Base de datos de Internet » 5% Base de datos de publicaciones
 Base de datos de Crossref « Base de datos de contenido publicado de
Crossref

* 13% Base de datos de trabajos entregados

FUENTES PRINCIPALES

Las fuentes con el mayor nimero de coincidencias dentro de la entrega. Las fuentes superpuestas no se
mostraran.

repositorio.uladech.edu.pe

3%
Internet
repositorio.uwiener.edu.pe 1%
Internet ’
repositorio.unap.edu.pe 1%
Internet ’
Universidad Privada San Juan Bautista on 2017-05-19 1%
Submitted works 0
repositorio.unj.edu.pe <1%
Internet
Villanueva Alvaro, Naysha Sharon. "Efecto antibacteriano In Vitro de en... <1%
Publication ©
Universidad Cientifica del Sur on 2018-11-13 <1%
Submitted works °
hdl.handle.net <1%

Internet

Descripcion general de fuentes


http://repositorio.uladech.edu.pe/bitstream/handle/123456789/23788/CLORHEXIDINA_EFECTO_ANTIBACTERIANO_ORBEGOSO_GONZALES_BRENDA_ANTUANNETH.pdf?isAllowed=y&sequence=1
https://repositorio.uwiener.edu.pe/bitstream/handle/20.500.13053/6026/T061_43100683_T.pdf?sequence=1
http://repositorio.unap.edu.pe/bitstream/handle/UNAP/11971/Mango_Viza_R%c3%b3mulo_Wilfredo.pdf
http://repositorio.unj.edu.pe/bitstream/UNJ/618/1/T_Brito%20Soto_TM_2024.pdf
https://gateway.proquest.com/openurl?res_dat=xri%3Apqm&rft_dat=xri%3Apqdiss%3A31984958&rft_val_fmt=info%3Aofi%2Ffmt%3Akev%3Amtx%3Adissertation&url_ver=Z39.88-2004
https://hdl.handle.net/20.500.12394/13166
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