= Universidad

TESIS UNA - PUNO r Nacional del
0N “g Altiplano
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA
% 4

>
=
)
5
Z
o

“EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DE LA INFUSION Y ACEITE
ESENCIAL DE Caesalpinia spinosa (TARA) SOBRE LAS CEPAS
DE Streptococos mutans PUNO - 2017”

TESIS
PRESENTADA POR:

DELIA CANO ARAUJO
BONET ANTONELA QUISPE EDUARDO

PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE:
CIRUJANO DENTISTA

PUNO - PERU

2017

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




=, Universidad

TESIS UNA - PUNO ([ Nacional del
: Altiplano

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

“EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DE LA INFUSION Y ACEITE ESENCIAL
DE Caesalpinia spinosa (TARA) SOBRE LAS CEPAS DE Streptococos
mutans PUNO - 2017”

TESIS PRESENTADA POR:
DELIA CANO ARAUJO
BONET ANTONELA QUISPE EDUARDO

PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE:
CIRUJANO DENTISTA

APROBADA POR EL JURADO SUPERVISOR CONFORMADO POR:

PRESIDENTE: @

Dr. org//LT,lis Mercado Portal

PRIMER MIEMBRO: %/éi

M. Sc. Sheyla Lémwna Cervantes Alagon

SEGUNDO MIEMBRO: %‘5@’\

M. Sc. Kan y/Favu\sla—IJero Chirinos

DIRECTOR / ASESOR:

Mg/Soma Caroll Macedo Valdivia

Area : Ciencias de la Salud
Tema : Medicina y patologia estomatolégica

FECHA DE SUSTENTACION: 04-12-2017

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO % \Josf Nacional del
Altiplano

DEDICATORIA

A Dios por darnos la vida,
por darnos la fortaleza, por su infinito amor, por
brindarnos la oportunidad de aprender cada dia un

pOCo mas.

A nuestros padres quienes, con su constante carifio,
apoyo Yy sacrificio, nos ayudaron e a lograr nuestras

metas, por motivarnos a seguir creciendo.

A los docentes que nos apoyaron en el transcurso de

nuestra carrera profesional.

A nuestros hermanos, por sus COI’]SGjOS, Su constante

estimulo, compafiia y apoyo moral.

A todas aquellas personas que conocimos a lo largo
de este camino y hoy forman parte de nuestras vidas,

gracias por la paciencia y ayuda brindada.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
Altiplano

AGRADECIMIENTO

A nuestra alma mater, la Universidad Nacional del Altiplano — Puno por darnos la

oportunidad de realizarnos profesionalmente.

A la escuela profesional de Odontologia, por habernos brindado los conocimientos
tedrico-practico para realizarnos profesionalmente.

A nuestra asesora la Mg. Sonia Caroll Macedo Valdivia, por sus constantes orientaciones,
apoyo moral y culminacion de la presente investigacion.

Y muy especialmente a nuestros padres y hermanos por su aliento y motivacion en la

ejecucion y culminacion de la presente investigacion.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO |5 Nacional del
Altiplano
INDICE GENERAL

INDICE DE FIGURAS ......cooititiiiiiieieiteie ettt vii
INDICE DE TABLAS ..ottt st viii
INDICE DE ACRONIMOS ......ocviiiiiiiisiiieteissetee s ix
RESUMEN ... e e e e e e e e e e e s e areeeeeeanaas 10
AB ST R A CT oo e e e e e e e aaaean s 11
l. INTRODUGCCION ....cocoviiviiiiicieieicete ettt 12
1.2. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION .....ocovviiiiiiiiiiiiiieceee e, 14
1.3. FORMULACION DEL PROBLEMA ... 19
1.4. IMPORTANCIAY UTILIDAD DEL ESTUDIO.........cccoiiiiiiiiieieceee e, 19
1.5. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION........cocoiiieeeeee e 19
. REVISION DE LITERATURA ...t 21
2.1.1. CARIESDENTAL . ...ttt e e e e e eeeaa 21
2.1.1.1. FACTORESETIOLOGICOS ... .iieiei e ieieaeannn 21
2.1.1.2. EPIDEMIOLOGIADE LACARIESDENTAL ............. 22
2.1.2. STREPTOCOCOS MUTANS . .. .. i e e e i e e 23
2.1.2.1.  ADQUISICION STREPTOCOCOS MUTANS. . ............. 23
2.1.22. FACTORESDEVIRULENCIA .. ... ... . ..., 24
2.1.3. TARA ( Caesalpinia SPIN0OSA ).....uueeiureeiiireiiieeiiieessireesiieeasineesaneesseeesnnns 24
2.1.3.1.  Descripcion botanica de la Caesalpinia spinosa . ............ 24
2.1.3.2.  Distribucion geogréfica de la Caesalpinia spinosa. ........... 25
2.1.3.3.  Ubicacion TaxonomicCa . ... ... ...cuuuuemeeeennnnnnnn 25
2.1.3.4. ComposicionquimicadelaTara ......... ..., 25
2.1.3.5. Actividad Terapéutica . ....... ..ot inennnnnn. 26

2.2. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION .....ccoiiiiiiieiie e 27
. MATERIALES Y METODOS.........ceiiieieieeeeeeeeeeeise e 28
3.1. TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION ........c.coovemmeeeeirirerereneenieins 28
3.2. POBLACION Y MUESTRA ...ttt 28
3.21. POBLACION ... ittt e et e ettt 28
32,2, MUESTRA . . . e e e e e e e e 28
3.2.21  Criterios de seleccion de muestra: . ...........cuuuiua.. 29

3.3. TECNICA E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS............... 31

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del
Altiplano

3.4.1. MATERIALES DE LABORATORIO ...t o et e e eeann. 31

3.4.4. PREPARACION DEL MEDIODECULTIVO . .......uu.... 33

V. RESULTADOS Y DISCUSION ....covveoeeee oot s e e e 37

4.1 RESULTADOS ...ooooeeeeeeee oo oo et e e e e ara e, 37

4.2, DISCUSION . ...cooi oo et e e et e e v e e e 50

V. CONCLUSIONES ... oottt e e e 53

VI. RECOMENDACIONES .....cooe oo e e e e e 54

AN E X DS ..o e e 58

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO |l Nacional del
: Altiplano

INDICE DE FIGURAS

FIGURA N° 1.- Promedio de halo de inhibicion a las 24 y 48 horas con infusién de
Caesalpinia spinosa (Tara) al 50% frente a las cepas de Streptococos mutans............. 38

FIGURA N° 2.- Promedio de halo de inhibicion a las 24 y 48 horas con infusion de

Caesalpinia spinosa (Tara) al 75% frente a las cepas de Streptococos mutans............. 40

FIGURA N° 3.-Promedio de halo de inhibicién a las 24 y 48 horas con infusion de
Caesalpinia spinosa (Tara) al 100% frente a las cepas de Streptococos mutans........... 42

FIGURA N° 4.-Promedio de halo de inhibicidn a las 24 y 48 horas con aceite esencial de

Caesalpinia spinosa (Tara) al 100% frente a las cepas de Streptococos mutans........... 45

FIGURA N° 5.- Comparacion del halo de inhibicion a las 24 y 48 horas con el tratamiento
con infusibn de Caesalpinia spinosa (Tara), AL 50, 75 y 100%, aceite esencial
Caesalpinia spinosa (Tara), control positivo (Clorhexidina al 0.12%) y control negativo
(Agua destilada) frente a las cepas de StreptoCOCOS MULANS. ........cvvevvierieeiiieriieerineenees 47

FIGURA N° 6.- Comparacion de contraste con la prueba estadistica de Tukey del halo de
inhibicion a las 24 y 48 horas con el tratamiento con infusién de Caesalpinia spinosa
(Tara), AL 50, 75 y 100%, aceite esencial Caesalpinia spinosa (Tara) y control positivo
(Clorhexidina al 0.12%) frente a las cepas de StreptocoCcoS Mutans. ...........cccecveerivenne. 49

Vil

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO i3 Nacional del
: Altiplano

INDICE DE TABLAS

TABLA N° 1.- Efecto inhibitorio de la infusion al 50% de Caesalpinia spinosa (Tara)
sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 NOras. ........cccevveeeiieeeiieeesnieennnns 37

TABLA N° 2.-Efecto inhibitorio de la infusion al 75% de Caesalpinia spinosa (Tara)

sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 NOras. ........cccevveeeieeeiiiieesnineesnnns 39

TABLA N° 3.-Efecto inhibitorio de la infusion al 100% de Caesalpinia spinosa (Tara)
sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 NOras. ........ccceveveeiieeesiieeesiieesnenns 41

TABLA N° 4.- Efecto inhibitorio de la infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) entre las

concentraciones de 50, 75 y 100% sobre la cepa de Streptococos mutans en 24 y 48

TABLA N2 5.- Efecto inhibitorio del aceite esencial al 100% de Caesalpinia spinosa
(Tara) sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas. .........ccccccevveevvveernnnnn. 44

TABLA N° 6.- Comparacion del efecto inhibitorio de infusion y aceite de Caesalpinia
spinosa (Tara), el control positivo y control negativo sobre las cepas de Streptococos
MUEANS €N 24 Y 48 NOTES. .....vviiiie et 46

TABLA N° 7.- Sensibilidad de las Cepas de Streptococos mutans ante la infusionde
Caesalpinia spinosa (Tara), aceite esencial de Caesalpinia spinosa (Tara), control

positivo y control negativo en 24 Y 48 NOTaS. .........ccevivreiiieeiiire e iee e sie e see e 48

viii

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [ Nacional del
Altiplano

INDICE DE ACRONIMOS

APD: Agar de patata y dextrosa

CG: Cromatografia de Gas

CMB: Concentracion minima bacteriana

CMI: Concentracién minima inhibitoria

CPD: Caldo de patata y dextrosa

DE: Desviacion estandar

DMS: Diferencia minima significativa

EM: Espectrometria de Masas

g: Gramo

GE: Grupo experimental

kg:  Kilogramo

LI:  Limite inferior

LS: Limite superior

m3:  Metro clbico

ml:  Mililitro

NCCLS: National Comite for Clinical Laboratory Standards
0O.M.S.: Organizacion Mundial de la Salud.

PEG 200: Polietilenglicol 200

RNA: Acido ribonucleico

rpm: Revoluciones por minuto

T: Pruebade T

Trolox: (6-hydroxy-2, 5, 7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid). Se utiliza en
aplicaciones bioldgicas o bioquimicas para reducir el estrés oxidativo o dafio.
TMS: Tiempo medio de supervivencia

v/p:  volumen peso

UFC: Unidades formadoras de colonias

ng:  Micro gramo

pl: Micro litro

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
: Altiplano

RESUMEN

OBJETIVO: Fue determinar el efecto inhibitorio in vitro de la infusidn y aceite esencial
de Caesalpinia spinosa (Tara) sobre las cepas de Streptococos mutans, Puno - 2017.

MATERIALES Y METODOS: La muestra estuvo conformada por 7 cultivos por cada
placa Petri haciendo un total de 28 mediciones por cada aplicacion. El grupo experimental
estuvo conformado por la infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) a concentraciones de
50, 75y 100% Yy aceite esencial, la Clorhexidina al 0.12% como control positivo y agua
destilada para control negativo. Se emple6 la técnica de cultivo propuesta por el Instituto
Nacional de Salud, la deteccidn del efecto inhibidor fue a través de la prueba de difusién
de pocillos con disco de papel filtro por el método de Kirby Bauer. El trabajo de
investigacion se realizo en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano. Para el analisis estadistico se utilizd
la prueba t de Student, el analisis de varianza, diagramas de barras, y la prueba de
significancia de Tukey. RESULTADOS: La infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) tiene
un efecto inhibitorio sobre las cepas de Streptococos mutans en sus concentraciones de
50, 75y 100% con un promedio de 14.20mm, 16.57mm y 17.11mm a las 24 horas y un
promedio de 12.30 mm, 13.39 mm y 14.63 mm a las 48 horas respectivamente. El aceite
esencial de Caesalpinia spinosa tiene un efecto inhibitorio mayor con respecto a la
infusion con un promedio de 18.09mm a las 24 horas y con 15.04mm a las 48 horas.
CONCLUSIONES: La infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) in vitro tiene un efecto
inhibitorio sobre las cepas de Streptococos mutans, y a mayor concentracion mayor
efectividad. El efecto del aceite esencial de Caesalpinia spinosa es mayor en comparacion
a la infusion. Los grupos experimentales son mas efectivos a las 24 horas que a las 48

horas.

Palabras Clave: Efectividad inhibitoria, Streptococcus mutans, Caesalpinia spinosa,

infusion, aceite.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To determine the inhibitory effect in vitro of the infusion and essential oil
of Caesalpinia spinosa (Tara) on the strains of Streptococcus mutans, Puno - 2017.
MATERIALS AND METHODS: The sample consisted of 7 cultures per petri dish
making a total of 28 measurements per application. The experimental group consisted of
the infusion of Caesalpinia spinosa (Tara) at concentrations of 50, 75 and 100% and
essential oil, chlorhexidine 0.12% as a positive control and distilled water for negative
control. The culture technique proposed by the National Institute of Health was used, the
detection of the inhibitory effect was through the test of diffusion of wells with filter paper
disc by Kirby Bauer method. The research work was carried out in the Microbiology
Laboratory of the Faculty of Biological Sciences of the National University of the
Altiplano. For the statistical analysis we used the Student's t test, the analysis of variance,
bar charts, and the Tukey test of significance. RESULTS: The infusion of Caesalpinia
spinosa (Tara) has an inhibitory effect on the strains of mutans Streptococcus in its 50%,
75% and 100% concentrations with an average of 14.20mm, 16.57mm and 17.11mm at
24 hours and an Average of 12.30 mm, 13.39 mm and 14.63 mm at 48 hours respectively.
The essential oil of Caesalpinia spinosa has a greater inhibitory effect with respect to the
infusion with an average of 18.09mm at 24 hours and 15.04mm at 48 hours.
CONCLUSIONS: The infusion of Caesalpinia spinosa (Tara) in vitro has an inhibitory
effect on the strains of Streptococcus mutans, and at a higher concentration, greater
effectiveness. The effect of the essential oil of Caesalpinia spinosa is greater in
comparison to the infusion. The experimental groups are more effective at 24 hours than
at 48 hours.

Keywords: Inhibitory effectiveness, Streptococos mutans, Caesalpinia spinosa, infusion,

oil.
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I. INTRODUCCION

1.1. EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION
En la actualidad una de las enfermedades que mas prevalece en la cavidad oral es la caries
dental que es una enfermedad del sistema estomatognatico por lo que constituye uno de

los mayores problemas de salud publica.t

La caries dental es una entidad patoldgica, infecciosa, crénica, progresiva y transmisible,
de origen multifactorial, que es producida por la accion de microorganismos de la placa
bacteriana, los cuales por su metabolismo producen &cido, especialmente por la
fermentacion de hidratos de carbono, originando la desmineralizacion gradual del esmalte
seguida de la destruccion proteolitica rapida de la estructura dental, hasta llegar a la
pérdida total del diente.? Los principales microorganismos de la placa bacteriana
implicados en el inicio y desarrollo de la caries son: Streptococos mutans, Lactobacillus

sp y Actinomyces sp.?

El Streptococos mutans presenta diferentes caracteristicas que son determinantes en su
cariogenicidad, que son muy importantes en la colonizacion y mantenimiento de esta
bacteria sobre el diente; posee elementos que determinan fendmenos de adhesion,
agregacion y congregacion; la produccion y metabolizacion de polisacaridos
intracelulares, lo que le permite obtener energia y producir acido durante largos periodos
de tiempo; rapido metabolismo de los azUcares a acido lactico y otros acidos organicos;
poder acidogeno, acidofilo y aciddrico; también puede conseguir un pH critico para la
desmineralizacion del esmalte de manera mas rapida que otro microorganismo de la

placa.?

Existen diferente métodos para la prevencion de la caries dental y la enfermedad
periodontal que consiste basicamente en la remocidén mecanica de la placa dental, ademas
del uso de agentes antimicrobianos tales como Clorhexidina, importante como
coadyuvante en la primera fase de la terapia de las enfermedades bucales; sin embargo,
se plantea el desafio de buscar nuevas alternativas en agentes antimicrobianos y una
disminucidn de las reacciones adversas que estos presentan como: tincion de dientes y de

obturaciones, pigmentacion del dorso de la lengua y con menor frecuencia, descamacion
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de la mucosa bucal, gusto amargo o modificacion gustativa, sensacién de quemadura,

sequedad bucal e inflamacion ocasional y transitoria de la parétida.t?

En este sentido, la medicina tradicional, trata de buscar alternativas de soluciéon a

enfermedades bucales, con productos naturales, econémicos y précticos.

Las plantas medicinales desde tiempos antiguos han sido consideradas como el primer
recurso terapéutico para tratamientos o manutencion de la salud, como medicina casera.
Desde entonces estos conocimientos han evolucionado y las plantas han pasado a
constituir importantes fuentes de productos naturales biolégicamente activos.

En el Pert udltimamente se han realizado diversos estudios en diferentes plantas
medicinales, comprobandose las propiedades de sus componentes como: antibacterianas,

antihemorragicas, analgésicas, antiinflamatorias, etc.?

Dentro de ellas la Caesalpinia spinosa (Tara) tiene una amplia utilizacion empirica, desde
la época incaica es usada por sus propiedades curativas como: antiinflamatorio,

antiinfecciones, antimicéticas y antibacterianas lo que constituiria un recurso alternativo.®

Se realizaron estudios anteriores con extracto etanolico y extracto acuoso de la
Caesalpinia spinosa (Tara) comprobando su efectividad antibacteriana sobre diferentes
microorganismos dentro de ellos: Enterococos fecalis®, Streptococcus pyogenes?,
Staphylococcus aureus®, Porphyromonas gingivalis® y bacterias en la flora salival mixta’.
Ademas, el aceite esencial de Caesalpinia spinosa (Tara) presenta efectividad sobre
Staphylococcus aureus meticilino resistente® y efectividad antifungica sobre Candida

albicans.®

Es debido que a las Gltimas investigaciones en este estudio se pretende determinar la
efectividad inhibitoria in vitro de la infusion y aceite esencial de Caesalpinia spinosa
(Tara) sobre cepas de Streptococos mutans en diferentes concentraciones para que pueda
ser utilizada como una alternativa para la prevencion y disminucién de la incidencia de
caries dental, ya que esta planta medicinal es de facil acceso, manejo, bajo costo, y sobre

todo no presenta efectos colaterales.®
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1.2. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

1.2.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Haro A. (2015) Quito - Ecuador. Objetivo: Evaluar la capacidad antibacteriana in vitro
entre el Extracto alcohdlico de Caesalpinia spinosa (Tara) al 100 % e hipoclorito de sodio
5,25% sobre el Enterococcus faecalis mediante halos de inhibicion. Se realizé un estudio
in vitro de la eficacia antibacteriana entre el extracto alcohdlico de Tara 100% e
hipoclorito de sodio 5,25% sobre el E. faecalis. Metodologia: Embebieron sensidiscos
con 50uL de cada solucién y colocdndolos en medios de cultivo Mueller Hilton
previamente preparados con colonias jovenes de E. faecalis ATCC 29212, incubando las
muestras a 37°C de 24 a 72 horas. Resultados: Demostraron que ambas soluciones fueron
capaces de producir inhibicién del crecimiento bacteriano; siendo durante las primeras 24
horas el NaOCI 5,25% mas efectivo en comparacion con el extracto de Tara 100%.
Adicional a esto, se investigd el efecto de sustantividad de las soluciones en el transcurso
de 48 y 72 horas; encontrando que el extracto de Tara 100% posee un efecto
antimicrobiano mayor y prolongado en contraste con el NaOCI 5,25%, el cual presento

un efecto antibacteriano menor.2

1.2.2. ANTECEDENTES NACIONALES
Abanto M. (2016) Trujillo — Perd. Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano IN

VITRO del extracto etanolico de Caesalpinia spinosa (Tara) frente a cepas de
Streptococos mutans. Metodologia: Se realizé la prueba de suceptibilidad, utilizando el
método de difusion de discos. Para hallar la concentracion minima inhibitoria se empled
el método de dilucién en tubos, ensayando concentraciones de 40, 60 y 80% de
Caesalpinia spinosa; de cada cultivo se sembro en placas con agar mueller himton/ sangre
para determinar las unidades formadoras de colonias. Los resultados mostraron que el
mayor halo de inhibicion fue de 14.80mm y la minima concentracion inhibitoria fue del
40%. Se concluye que el extracto etandlico de las vainas de Caesalpinia spinosa (Tara)
posee actividad antibacteriana in vitro sobre el crecimiento de cepas de Streptococos

mutans.1°

Castro A., et al. (2016) Lima — Peru. Objetivo: Determinar la composicion quimica del
aceite esencial de Caesalpinia spinosa (Tara), obtenido por el método de destilacién por
arrastre con vapor de agua con un rendimiento de 0,125% v/p, asi como su capacidad

antioxidante y actividad antibacteriana frente a Streptococos mutans ATCC 35668.
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Metodologia: Para la identificacion de los constituyentes quimicos se emplearon
Cromatografia de Gas y Espectrometria de Masas (CG/EM), encontrandose 23
compuestos. La evaluacion de la actividad antioxidante se realiz6 aplicando los métodos
de 2,2-difenil-1- picrilhidracilo (DPPH) y del radical acido 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS™), determinandose que el IC50 para los dos
métodos fue > 200 uL/mL, utilizando como referente de captacion para ambos
Trolox®,que presentd 1C50 (3,8 pg/mL). Resultados: La determinacion de la actividad
antibacteriana se efectud por el método de difusién en agar, donde el aceite de Tara en
concentraciones de 100, 50 y 25%, form¢ halos de inhibicion de 21, 18 y 16 mm,
respectivamente, frente a Streptococos mutans, siendo el control negativo etanol 96° y el
control positivo ciprofloxacino, que presenté un halo de 25 mm. Se concluyé que la
composicién quimica del aceite esencial obtenido de Caesalpinia spinosa presenta
actividad antioxidante, aunque no es significativa en comparacion con el compuesto de
referencia Trolox®, mientras que su actividad antibacteriana en las concentraciones

utilizadas tuvo resultados significativos.!

Centurion K. (2015) Trujillo — Perd. Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano IN
VITRO del extracto etanolico de Caesalpinia spinosa (Tara) sobre Streptococos mutans
ATCC 35668. La muestra estuvo conformada por 64 observaciones, distribuidas en 4
grupos de 4 placas Petri cada uno, en cada placa se coloco el porcentaje de concentracion
de estudio, frente a tres controles: control positivo (Clorhexidina al 0.12%), control
negativo (Etanol) y un porcentaje de concentracién similar (para comparacion). Los
resultados mostraron que la concentracion al 30% del extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa mostré el mayor halo de inhibicion (34.5 mm) y concentracibn minima
inhibitoria. La presente investigacion concluye que el extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa (Tara) posee efecto antibacteriano in vitro sobre el Streptococos mutans ATCC
35668.12

Teran Y., et. al (2015) Trujillo — Perd. Objetivo: Utilizar aceite esencial, a fin de evaluar
su efecto in vitro sobre la viabilidad de Staphylococcus aureus meticilino resistente
(SARM) vy a la vez determinar las CMIs y CMBs. Metodologia: De legumbres secas de
tara se obtuvo aceite esencial, el que se extrajo por medio del sistema de hidrodestilacion.
Fueron evaluadas S. aureus ATCC 25923, cepa sensible y la cepa SARM ATCC 43300,
el cultivo SARM HRDT347 por medio de la prueba de difusion en agar y excavado en
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placa, asi como con la de dilucién en caldo. Para determinar las CMIs y las CMBs, las
diluciones utilizadas de aceite esencial de la Tara fueron 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0.156,
0.078, 0.039, 0.019 y 0.009 % respectivamente. Los resultados Nos permitieron llegar a
las siguientes Conclusiones: Existe efecto inhibitorio del aceite esencial Tara sobre la
viabilidad de cultivos SARM; las CMIs para S. aureus ATCC 43300 y HRDT347 son
similares, es decir, son del orden del 0.156% del aceite esencial, mientras que para S.
aureus ATCC 25923 es 0.039%; las CMBs para S. aureus ATCC 4330 y HRDT347 son
similares, es decir, son del orden del 0.312% del aceite esencial, mientras que para S.
aureus ATCC 25923 es 0.156%.

Benites C. (2015), Trujillo - Perl. Objetivo: Comparar el efecto antimicrobiano in vitro
de cuatro concentraciones del extracto etanélico de Caesalpinia spinosa frente a Candida
albicans ATCC 90028. Material y Métodos: Se llevd a cabo un estudio de tipo
comparativo, prospectivo, experimental. La poblacién estaba conformada por el conjunto
de placas inoculadas con las cepas de Candida albicans, aplicandoseles el extracto
etanolico de Caesalpinia spinosa (Tara) observando su efecto antibacteriano para dichas
cepas. Resultados: En el presente trabajo se observé que el extracto etanolico de
Caesalpinia spinosa (Tara) tuvo efecto inhibitorio in vitro frente a Candida albicans, al
utilizar las diferentes concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%), y este efecto se
incrementa en relacion directamente proporcional a las concentraciones utilizadas en el
estudio, dando como CMI el 50%. Con respecto a los halos de inhibicién, al medirlos
segun escala de Durafford, se logréo obtener una sensibilidad media (++) en las
concentraciones de 75% y 100% y una sensibilidad limite en las concentraciones de 25%
y 50%. Conclusiones: En el presente trabajo se demuestra que el extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa (Tara) presenta efecto inhibitorio in vitro frente a cepas de Candida
albicans ATCC 90028, siendo la CMI del 50%.°

Zarate M. (2015) Trujillo — Peru. Objetivo: Evaluar el efecto in vitro antibacteriano del
extracto acuoso de Caesalpinia spinosa sobre cepas de Streptococcus pyogenes y
Escherichia coli. Se evaluo el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de
Caesalpinia spinosa (Tara), sobre cepas de Streptococcus pyogenes y Escherichia coli
aisladas del Hospital Regional Docente de Trujillo. Metodologia: Investigacién de tipo
experimental, aplicada, prospectiva, comparativa, transversal. Se investigaron 80

muestras de orina de pacientes con infeccion de vias urinarias por Escherichia coli y 80
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muestras de adultos con faringo amigdalitis por Streptococcus pyogenes, se aplico a las
cepas aisladas el extracto acuoso de Caesalpinia spinosa, para observar el efecto
antibacteriano in vitro para dichas cepas. Resultados: Se demostré que el efecto
antibacteriano in vitro del extracto acuoso de Caesalpinia spinosa comparado con
amoxicilina presentd una alta sensibilidad, y comparado con Cotrimoxazol present6 el
mismo efecto. Y en cepas de Escherichia coli, haciendo una comparacion con el extracto
acuoso de Caesalpinia spinosa con gentamicina presentd el mismo efecto in vitro, pero
menor efecto frente a Ciprofloxacino. Conclusiones: El extracto acuoso de Caesalpinia
spinosa tiene efecto antibacteriano In vitro contra Streptococcus pyogenes y Escherichia

coli.*

Montenegro A. (2014). Lima — Perl. Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana de
un extracto alcohdlico de Caesalpinia spinosa (Tara) sobre cepas de Porphyromonas
gingivalis. Metodologia: Para el andlisis de este estudio se utilizd cepas de
Porphyromonas  gingivalis previamente identificadas por los laboratorios
MICROBIOLOGIC, el estudio investigd la actividad antibacteriana, del extracto
alcoholico de Caesalpinia spinosa “Tara” en cinco concentraciones (6,25 mg/ml; 12,5
mg/ml; 25 mg/ml; 50 mg/ml y 75 mg/ml) sobre la cepa ATCC 33277 Porphyromonas
gingivalis mediante el test de difusion en Agar. Resultados: Mostraron que el mayor halo
de crecimiento es decir de 25 mm lo tuvieron la concentracion de 12,5 mg/ml y la
concentracion de 50 mg/ml, ambos en un 25% de los casos. Por su parte, para el grupo
control negativo (Alcohol 96°) se observo que los mayores halos fueron de 7 mm (50 %
de los casos) y los menores de 6 mm (50% de los casos) y para el grupo control positivo
(Clorhexidina 0.12 %), se observa que el mayor halos de inhibicién miden 9 mm (en el
25 % de los casos) y el menor de 8 mm (75 % de los casos) con una media de 8,25 mm.
Concluyeron que el extracto alcohdlico de la Caesalpinia spinosa (Tara) posee actividad
antibacteriana sobre Porphyromonas gingivalis, aungque entre las cinco concentraciones

no existe diferencia significativa.®

Guevara J. (2014) Lima — Per(. Objetivo: Comprobar la actividad antimicrobiana de tres
biovariedades de Tara frente a cepas de Staphylococcus aureus sensibles y resistentes a
oxacilina. Metodologia: Se evalu6 31 cepas de S. aureus oxacilina sensibles y 29
resistentes, aislados de muestras clinicas, frente a tres cocimientos de Tara de las zonas

de Huamanga, Huarochiri y Tarma. Se prepar0 el cocimiento de Tara y se impregnd
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discos en blanco para utilizarlos como un antibiograma por disco difusion. Principales
medidas de resultados: Diametro de los halos de inhibicion. Resultados: Los tres
cocimientos presentaron actividad antimicrobiana frente a las cepas de Staphylococcus
aureus; el cocimiento de Huamanga presenté mayor halo de inhibicion frente a cepas
sensibles y resistentes. El cocimiento de Huarochiri mostré mayor halo de inhibicion en
cepas oxacilino resistentes que sensibles; la diferencia fue significativa. El cocimiento de
Huarochiri tuvo una actividad menor y fue significativa, frente a los cocimientos de
Huamanga y Tarma. Conclusiones: El cocimiento de Huarochiri presenté menor

actividad que los de Huamanga y de Tarma.®

Huarino M, et al, (2012) Lima - Perd. Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in
vitro de diferentes concentraciones del extracto alcohdlico de la Caesalpinia spinosa
(Tara) sobre la flora salival mixta (EACS); Metodologia: El analisis se hizo mediante el
método de difusion en placa, se us6 la flora mixta salival, para enfrentarlas a las
soluciones de 6,25, 12,5, 25, 50 y 75 mg/mL del EACS y compararlas con los controles
positivo Clorhexidina 0.12 % y Alcohol 70°. Resultados: Mostraron efecto antibacteriano
del EACS sobre flora mixta salival muestra una mayor actividad directamente
proporcional a su concentracion, para la concentracion del 6.25% se observa que los
mayores diametros de los halos de inhibicion miden 12.32 mm, para la concentracion del
12.5% ,13.8 mm, para la concentracion del 25% ,14.92 mm; para la concentracion del
50%,15.48 mm, para la concentracion del 75%,17.32 mm; mientras que para el grupo
control positivo clorhexidina 0.12%( CH) se observa que inhibicion miden 9.2 mmy para
el grupo control negativo Alcohol 70° se observa que los didmetros de los halos de
inhibicion miden 2.28 mm. Se concluye que se ha evidenciado el efecto antibacteriano

sobre la flora mixta salival.’

Afanca E. (2009) Tacna — Peru. Objetivo: Determinar la capacidad antibacteriana in
vitro del extracto acuoso de vainas de Tara frente a bacterias patdgenas clinicamente
conocidas. Metodologia: Las vainas previamente molidas (polvo), fueron el material
vegetal del que se obtuvo y estandarizaron las diferentes concentraciones del extracto, las
cuales fueron impregnadas en disco de antibiogramas, a partir de una extraccion acuosa.
El material microbiolégico estuvo constituido por dos cepas conocidas como:
Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes obtenidos de pacientes ambulatorios,

mediante exudados faringeos se lograron aislar e identificar experimentalmente. Ambas
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cepas frente a las diferentes concentraciones nos permitieron determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) por los métodos de macrodilucién determinacién del perfil de
sensibilidad, por el método de Kirby-Bauer y la determinacién de la concentracion
minima bactericida CMB. Resultados: Demostraron que el extracto acuoso de la
Caesalpinia spinosa (Tara) presenta inhibicion, sobre ambas cepas de estudio.
Conclusiones: Teniendo como base la escala de Duraffourd se determiné que para
Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes, presentd una actividad antimicrobial
con sensibilidad media (15 a 19mm), frente al extracto acuoso de la Caesalpinia spinosa
(Tara) de esta manera se logra validar los usos medicinales (folcléricos) respaldados por

las investigaciones cientificas realizadas.®

1.2.3. ANTECEDENTES LOCALES:
No se encuentra bibliografia.

1.3. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cudl es el efecto inhibitorio in vitro de la infusion y aceite esencial de Caesalpinia
spinosa (TARA) sobre las cepas de Streptococos mutans Puno -2017?

1.4. IMPORTANCIAY UTILIDAD DEL ESTUDIO

Siendo este un estudio de tipo experimental, brindara una contribucién cientifica y una
aplicacion préactica, en el sentido de mejorar la salud bucal de la poblacién.
Proporcionara informacion que sirva de base, ayuda, consulta, o referencia a futuras

investigaciones similares.

1.5. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto inhibitorio IN VITRO de la infusidn y aceite esencial de Caesalpinia

spinosa (Tara) sobre las cepas de Streptococos mutans Puno - 2017.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar el efecto inhibitorio de la infusién al 50% de Caesalpinia spinosa (Tara)

sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO g " Nacional del

- Determinar el efecto inhibitorio de la infusién al 75% de Caesalpinia spinosa (Tara)
sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas.

- Determinar el efecto inhibitorio de la infusion al 100% de Caesalpinia spinosa (Tara)
sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas.

- Comparar los resultados obtenidos por medicion de halos de inhibicién generados por
la infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) en concentraciones de 50%, 75%,100% sobre

las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas.

- Determinar el efecto inhibitorio del aceite esencial al 100% de Caesalpinia spinosa

(Tara) sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas.

- Comparar los resultados obtenidos por medicion de halos de inhibicién generados por
la infusion y aceite esencial de Caesalpinia spinosa (Tara) sobre las cepas de Streptococos

mutans.

1.6. CARACTERIZACION DEL AREA DE INVESTIGACION

AMBITO GENERAL

La presente investigacion se realizo en el Distrito de Puno, Provincia de Puno,
Departamento de Puno. Se encuentra ubicado en la parte sur oriental de Peru en la meseta
del Collao. Estratégicamente sus limites son: por el norte con los departamentos de Cusco
y Madre de Dios; por el sur con los departamentos de Moquegua y Tacna; por el oeste
con los departamentos de Cusco y Arequipa y por el este con la Republica de Bolivia se
encuentra en el altiplano entre los 3812 y 5500 msnm, cuenta con diversos atractivos de
caracter natural (Lago Titicaca, lagunas, rios, ceja de selva, flora, fauna, etc.) ruinas
arqueoldgicas, templos coloniales y variado folclore; cabe mencionar que la capital de

Puno, esta ubicada a orillas del Lago Titicaca.

AMBITO ESPECIFICO

Esta investigacion se realizd en los laboratorios de la ciudad universitaria de la
Universidad Nacional del Altiplano. Ubicado en la Av. Sesquicentenario N° 1150.
Laboratorio de la Facultad de Ciencias Agrarias donde se hizo el Aceite esencial de
Caesalpinia spinosa y laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas,

donde se realizo el procedimiento, analisis y lectura de resultados.
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II. REVISION DE LITERATURA

21 MARCO TEORICO

2.1.1. CARIES DENTAL

La caries dental es una enfermedad cuyo proceso es dinamico, crénico, infeccioso post-
eruptivo, transmisible que se caracteriza por una disolucion gradual y la destruccién de
los tejidos mineralizados de los dientes.!* > También es una enfermedad
infectocontagiosa, de etiologia multifactorial asociada a la interrelacion de varios
factores, imprescindible para que se inicie la lesion.!’ Dichos factores son: el huésped, las
bacterias y la dieta. Posteriormente fue adicionado un nuevo factor, el tiempo, que
permitié esclarecer de una forma mas precisa la formacion de la caries dental. % 7
Segln la OMS ha definido la caries dental como un proceso localizado de origen
multifactorial que se inicia después de la erupcion dentaria, determinando el
reblandecimiento del tejido duro del diente y que evoluciona hasta la formacion de una
cavidad y es la tercera calamidad sanitaria, después de las enfermedades cardiovasculares

y el cancer.*®

2.1.1.1. FACTORES ETIOLOGICOS

Paul Keyes en 1960, establecié que la etiopatogenia de la caries obedece a la interaccion
simultanea de tres factores principales: un factor “microorganismo” que en presencia de
un factor “sustrato” (ingesta de Carbohidratos), logra afectar a un factor “diente” (también
denominado huésped). Dicho investigador, refirio tanto en forma tedrica como
experimental que la interaccion entre estos tres factores constituye, la base fundamental

para el desarrollo de la caries dental.®

a. Huésped: La composicion de su superficie y su localizacion hace que los dientes
retengan mas o menos placa dentobacteriana.
Los factores que determinan una distinta susceptibilidad ante la cariogénesis son

basicamente: la saliva y la morfologia del diente.?

b. Tiempo: La placa dentobacteriana es capaz de producir caries debido a su condicién
acidogénica y acidurica que poseen los microorganismos que la colonizan, de tal forma

que los carbohidratos fermentables en la dieta no son suficientes, sino que ademas éstos
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deben actuar durante un tiempo prolongado para mantener un pH acido constante a nivel

de la interface placa - esmalte.?°

c. Dieta: El Streptococos mutans para poder producir glucano y polisacéridos
responsables de la adhesion bacteriana, necesitan de un sustrato que consiste en la ingesta
de hidratos de carbono, mas especificamente la sacarosa, que es el carbohidrato
fermentable con mayor potencial cariogénico. Durante el proceso de la caries, las
bacterias orales fermentan los hidratos de carbono y producen &acidos que disuelven el

esmalte dentario.?

d. Bacterias: Se estima que en ella habitan entre 200 y 300 especies.?® 2° Aquellas capaces
de adherirse a la pelicula adquirida (formada por proteinas que precipitaron sobre la
superficie del esmalte) y congregarse formando un "biofilm" (comunidad cooperativa) de
esta manera evaden los sistemas de defensa del huésped que consisten principalmente en
la remocion de bacterias saprofitas y/o patégenas no adheridas por la saliva, siendo estas
posteriormente deglutidas. Inicialmente en el biofilm se encuentra una gran cantidad de
bacterias Gram positivas con poca capacidad de formar &cidos organicos y polisacaridos
extracelulares, pero estas posteriormente, debido a las condiciones de anaerobiosis de las
capas mas profundas son reemplazadas por un predominio de bacterias Gram negativas y
es en este momento cuando es denominada a la placa "cariogénica™ es decir, capaz de
producir caries dental. Las bacterias se adhieren entre si pero es necesario una
colonizacion primaria a cargo del Streptococcus mutans, ademas se encuentran

Lactobacillus acidophilus, Actinomyces naeslundii, Actinomyces viscosus y otros.?

2.1.1.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA CARIES DENTAL

Segun la OMS la caries dental afecta entre el 60 % y 90 % de la poblacion escolar. El
Per( es uno de los paises de Latinoamérica mas afectados por las enfermedades bucales,
como se demuestra al precisar que entre el 90 y 95% de la poblacidn peruana (equivalente
a 30 millones de habitantes segun proyeccion 2013, sufre de caries dental, ademas de
tener uno de los indices mas altos de caries en nifios menores de 12 afios.?®

En 2009, las enfermedades bucales fueron la segunda causa de consulta externa en los
establecimientos de salud del Ministerio de Salud y representaron 8,5% de todas las
consultas. Segun el reporte oficial ofrecido por Ministerio de Salud del Perd (MINSA) en

el 2005. Los resultados mostraron como promedio 90% de prevalencia de caries dental
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en la poblacién escolar. La prevalencia en el area urbana fue 90,6% y en el rural 88,7%.
El promedio de piezas cariadas, perdidas y obturadas en la denticion temporal y
permanente (indice ceo-d/ CPO-D) a nivel nacional fue de 5.84 y el promedio de piezas
cariadas, perdidas y obturadas en la denticién permanente para la edad de 12 afios (CPO-
D-12) a nivel nacional fue 3.67 (1C95%: 3,37-3,97).%

2.1.2. STREPTOCOCOS MUTANS

Microorganismo presente en la cavidad bucal. Son cocos Gram - positivos, no moviles,
anaerobios facultativos.?* Fue aislado e identificado por Clarke a partir de lesiones
cariosas. Lo denomino “mutans” por las formas mutantes en que presenta: cocobacilo
(forma ovalada) en un medio &cido y coco (forma redondeada) en un medio alcalino.
Streptococcus mutans produce polisacaridos a partir de la sacarosa por la accion de dos
enzimas, la glucosiltransferasa (GTF) y la fructosiltransferasa (FTF). La GTF es capaz de

sintetizar glucano a partir de la glucosa; la FTF, fructano a partir de la fructosa.?

Otra caracteristica del Streptococos mutans es su corto efecto post-pH, que puede
definirse como el tiempo necesario para recuperar su actividad de crecimiento habitual,
tras estar sometido a un bajo pH éste vuelve a la normalidad. Segun lo expuesto, no es de
extrafiar que estas especies bacterianas sean las que consigan alcanzar mas rapidamente
el pH critico 5.5 necesario para iniciar el proceso de desmineralizacion. Streptococos
mutans forma parte de la microbiota normal de la boca y aparece junto con la erupcion
de las piezas dentarias, pero se hace patdgeno al aumentar su proporcion relativa en la

boca.1®

2.1.2.1. ADQUISICION STREPTOCOCOS MUTANS.

El Streptococos mutans se encuentra de forma permanente en la cavidad oral despues de
la erupcion dental, debido a que requiere de tejido duro no descamativo para su
colonizacion. La principal fuente de adquisicién y transmision de Streptococos mutans
en los nifios es la saliva de la madre transmitida cuando hay un contacto salival con la
comida que se le daré al bebé, estas evidencias provienen de estudios que demuestran un
patrén idéntico de DNA cromosomal en las bacterias de los nifios y de las madres.

Se ha demostrado que el tiempo exacto de colonizacion de esta bacteria es a los 26 meses
de edad, periodo que ha sido denominado “ventana de infectividad”. Es importante
recordar que el Streptococos mutans forma parte de la flora oral microbiana, por lo que

se puede encontrar en pacientes con y sin caries.?
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2.1.2.2. FACTORES DE VIRULENCIA
Son aquellas condiciones o caracteristicas especificas que hacen patdgeno a este

microorganismo. Entre ellas tenemos:

Acidogénesis: Rapidamente se metabolizan los azucares por la via glicolitica, asi se
alcanza el pH critico de desmineralizacion de 4.5 — 5.5 el Streptococos mutans presenta
distintos mecanismos enzimaticos para el transporte de azucares al interior de la célula.
Estos sufren un proceso de fermentacion y produccion de acidos, principalmente acido
lactico.

Acidofilia: La acidificacion del biofilm, producto de la fermentacion de carbohidratos
favorece el crecimiento de Streptococos mutans y al mismo tiempo inhibe el crecimiento

de microorganismos comensales.?

Aciduricidad: Es la capacidad de producir 4cido en un medio con pH bajo.

2.1.3. TARA (Caesalpinia spinosa)

2.1.3.1. Descripcion botanica de la Caesalpinia spinosa

La Tara es un arbol siempre verde de 3-5 m. de altura, a veces mas, con la copa globosa
y ramas cortas, estriadas, puberulentes de jovenes, con espinas conicas recurvadas entre
los nudos; tronco corto, a menudo ramificado desde la base y dando la apariencia de

varios troncos, con la corteza rugosa de color gris.*?

Sus flores son hermafroditas, zigomorfas; caliz tubular, puber con segmentos obtusos, de
tres mm de longitud, el superior con fibras pectinadas; corola con cinco pétalos libres,
amarillos, orbiculares, espatulados o raramente oblongos, estambres, filamentos filosos o
glandulares, blancos, anteras rojizas, con dehiscencia longitudinal, pistilo curvado

verdoso.®

Sus frutos son legumbres rojizas, oblongas, ligeramente comprimidas de seis a once cm
de longitud, indehiscentes de color rosado, con el mesocarpio arenoso, esponjoso, y nueve
a doce semillas de unos 1 x 0,5 x 0,3 cm, reniformes, de color marron pardo con la

superficie lustrosa dura, y con uno de los dos lados mas grande. ©
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2.1.3.2. Distribucion geogréfica de la Caesalpinia spinosa.

El Peru es el pais que tiene mayor area de bosques de Tara, con el 80 % de la produccién
mundial, seguido muy de lejos por Bolivia, Colombia, Chile, Ecuador y Venezuela.
También es cultivada en el norte y este de Africa, Estados Unidos, Brasil y Argentina. 52

Habitat
Eco regiones de la costa y la serrania entre los 0 - 4500 msnm, en bosques secos
mayormente a partir de los 1000 msnm, reportada en todos los departamentos del pais.

Muy usada como cerco vivo, arbol de sombra y arbol ornamental. 812

2.1.3.3. Ubicacion Taxondmica
Nombre cientifico: Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze.
Taxonomia
Reino: PLANTAE
Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: MAGNOLIOPSIDA
Subclase: ROSIDAE
Orden: FABALES
Familia: FABACEAE
Género. Caesalpinia
Especie: spinosa

Nombre Vulgar: “Tara”®2

2.1.3.4. Composicién quimica de la Tara

Taninos
Los taninos estan constituidos por un amplio grupo de compuestos hidrosolubles con
estructura polifendlica, capaces de precipitar ciertas macromoléculas (proteinas,

alcaloides, celulosa, gelatina).?"?®

Los taninos son polimeros polifendlicos producidos en las plantas como compuestos
secundarios y que tienen la habilidad de formar complejos con proteinas, polisacaridos,
acidos nucleicos, esteroides, alcaloides y saponinas desempefiando en las plantas una

accion defensiva frente a los insectos. Son astringentes (precipitan las proteinas), la
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astringencia se explica al unirse los taninos con macromoléculas y provocar la

precipitacion de las glicoproteinas ricas en prolina que contiene la saliva.

Es indudable la importancia que los taninos vegetales han adquirido a través de los afios,
conforme se ha profundizado su conocimiento y encontrado aplicaciones tan variadas.
Quizaés la aplicacion mas antigua es en la industria del cuero, para el proceso del curtido,
aprovechando su capacidad de precipitar proteinas; ésta propiedad fue también aplicada
en los tejidos vivos, constituyendo la base para su accion terapéutica, empleadndolos en
medicina, en tratamientos del tracto gastrointestinal y para las excoriaciones y
quemaduras de la piel. En este Gltimo caso las proteinas forman una capa protectora
antiséptica bajo la cual se regeneran los tejidos. También se prescriben como astringentes.
Externamente, los preparados a base de drogas ricas en taninos, como las decocciones, se
emplean para detener pequefias hemorragias locales; en inflamaciones de la cavidad
bucal.

Flavonoides
Los flavonoides forman un complejo con las proteinas solubles y extracelulares y el
complejo de la pared de la célula bacteriana, impidiendo el desarrollo de las células

bacterianas.

Los flavonoides proceden del metabolismo secundario de los vegetales a traves de la ruta
del acido shikimico y la ruta de los policétidos. Los flavonoides estan ampliamente
distribuidos entre los vegetales superiores y se encuentran practicamente en todas las
plantas superiores, sobre todo, en partes aéreas: hojas, flores y frutos. Algunos

flavonoides son responsables del color amarillo de ciertas flores.?®

Los flavonoides, quedan unidos a muy diversos grupos quimicos, por ejemplo, los
flavonoides glucosados portan moléculas de azucares o sus derivados. También pueden
encontrarse flavonoides parcialmente polimerizados dando lugar a dimeros, trimeros, o

complejos multi enlazados, como los taninos condensados.

2.1.35. Actividad Terapéutica
Las acciones farmacoldgicas de la Tara dependen de los taninos que son un derivado de

los flavonoides que estan relacionadas con sus propiedades. Las principales son: 28
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a. Antidotos en intoxicaciones por metales pesados y alcaloides.

b. Astringentes, debido a su capacidad para precipitar proteinas de la piel (curtido de la
piel), proteinas salivares, etc. Por su capacidad astringente se usa por via externa como
cicatrizante y por via interna antidiarréicos.

c. Antisépticos, tienen una accién bactericida y bacteriostatica. También ejercen un
efecto antiflngico.

d. Protectores, los taninos aplicados en forma de pomada de uso externo
impermeabilizan la piel y la protegen de los agentes externos.

e. Antioxidante, son capaces de captar radicales libres e inhibir la peroxidacion lipidica.
Inhiben la autooxidacion del acido ascorbico (Vitamina C).

Las diferentes especies que contienen flavonoides poseen acciones farmacolégicas muy
variadas.

Accidn vitamina C (factor antiescorbuto), Antihemorragicos, Antirritmicos, Protectores
de la pared vascular o capilar, Antiinflamatorios, Antirradicales libres, Antihepatdxicos,

Antibacterianos, antiviricos y antifingicos, diuréticos y antiurémicos, antiespasmadicos.

2.2. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

Hi:  La infusion al 50% de Caesalpinia spinosa (Tara) tiene efecto inhibitorio IN
VITRO sobre las cepas de Streptococos mutans.

H2:  El aceite esencial al 100% de Caesalpinia spinosa (Tara) tiene efecto inhibitorio

IN VITRO sobre las cepas de Streptococos mutans.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO i3 Nacional del
: Altiplano

I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION

TIPO DE INVESTIGACION:
Segun la intervencion del investigador:
Experimental: Existe intervencion del investigador; los datos no revelan la evolucion

natural de los eventos.

Segun la planificacion de la toma de datos:

Prospectivo: Los datos fueron recogidos a propdsito de la investigacion.

Segun el nimero de ocasiones en que se mide la variable:

Longitudinal: Las variables de estudio serdn medidas dos ocasiones.

Segun el nimero de variables:

Analitico: Presenta mas de dos variables.

DISENO DE INVESTIGACION:

Explicativo: Se Investigd los origenes de problema, estableciendo relaciones de causa -

efecto entre las variables independientes y la variable dependiente.

3.2. POBLACION Y MUESTRA

3.2.1. POBLACION
Cepas de Streptococos mutans obtenidas del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad

de Biologia de la Universidad Nacional del Altiplano.

3.2.2. MUESTRA
De tipo probabilistico porque todas las muestras tienen la probabilidad de ser incluidas

en la investigacion.
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TAMANO DE LA MUESTRA
n=2(Zx/2+ZB)2(DE)2/d2
Se us6 la formula para comparar dos 0 mas medias:
n: Tamafio de cada grupo de estudio
a: Probabilidad de cometer error tipo |
B: Probabilidad de cometer error tipo Il
Z: Valor estandar de la distribucién normal asociada a un tipo de error
DE: Desviacion estandar
d: Diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias
Considerando los requerimientos de una confianza del 99% (a =0.01, Z = 2.57) y una
potencia en la prueba del 80% (p=0.20, Z =0.84), para (DE/d=0.50)
n=2(2.87+0.84)2 (0.5)2
n=16.8
n=7

Con estos valores se determind una muestra de 7 repeticiones en 24 placas Petri,

obteniendo un total de 28 aplicaciones para cada grupo de experimentacion. 6

GRUPQOS DE ESTUDIO
Disefio de los grupos de experimentacion

Se considerara la concentracion del producto, el tiempo de crecimiento y el halo de
inhibicion en mm.

- Infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) al 50%

- Infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) al 75%

- Infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) al 100%

- Aceite esencial de Caesalpinia spinosa (Tara) al 100%

- Clorhexidina al 0.12%

- Agua destilada

3.2.2.1 Criterios de seleccion de muestra:

Criterios de inclusion.

- Placas con siembra adecuada de Streptococos mutans.

- Placas que después del proceso de incubacion presentaron halos de inhibicion en

Optimas condiciones.
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Criterios de exclusion.

- Placas que después del proceso de incubacion no mostraron halos de inhibicion

por defectos de técnica de laboratorio.

- Soluciones que presenten alteraciones en su consistencia, color, esterilidad,

caducidad y conservacion.

OPERACIONALIZACION DE VARIALES

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
VARIABLES DEFINICION DIMENSION | INDICADOR | ESCALA
(variable Es una leguminosa natural Concentracion | 10 ul por cada | 50%
independiente) | del Peru, que posee - 50% disco de papel | (50 gr/125ml)
Efecto propiedades Astringentes, - 75% filtro.
inhibitorio de la | antiséptico, antioxidante, - 100% 75%
infusion de antiinflamatorios, (75 gr/187.5ml)
Caesalpinia Antibacterianos, antiviricos
spinosa (Tara) |y antifungicos. 100%

(100 gr/250ml)

(variable Capacidad del aceite Concentracion | Concentracion | Aceite puro al
independiente) | escencial de Caesalpinia - 100% del aceite 100%
Efecto spinosa (Tara) Consiste en esencial de
inhibitorio del inhibir el crecimiento de Caesalpinia
aceite esencial microoganismos que se spinosa
de Caesalpinia | desarrollan en un medio puro
spinosa (Tara) | dado

Es una bacteria que se -Halos de - Vernier mm
(variable encuentra normalmente en inhibicion.
dependiente) la cavidad bucal humana,
Streptococos formando parte de la placa
mutans dental o biofilm dental. Se

asocia al inicio y desarrollo

de la caries dental. -Tiempo Observacion | 24hrs

48hrs
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3.3. TECNICAE INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

TECNICA
Observacién directa.

INSTRUMENTOS
- Documental: Fichas de recoleccién de datos.
- Mecénico: Vernier digital y/o regla milimetrada.

3.4.1. MATERIALES DE LABORATORIO

- Autoclave (horno a presion de calor hiimedo).
- Microscopio 6ptico compuesto con objetivo de inmersion y laminas porta y cubre
objetos.

- Estufa de Incubadora Microbiolégica.

- Jarra Microbiol6gica de Anaerobios.

- Placas Petri.

- Matraz.

- Pipeta calibrada.

- Tubos de ensayo.

- Mechero Bunsen.

- Safranina, alcohol cetona, lugol

- violeta de genciana.

- Solucion peptonada.

- Solucidn para medio de transporte.

- Medios de cultivo.

- Agua destilada

- Suero fisiologico.

- Cocina eléctrica.

- Jeringas desechables de 5 ml. y tuberculina.

- Hisopos estériles.

- Bandeja porta objetos.

- Regla metélica milimetrada para medir espacios.
- Pinzas porta algodon.

- Algodon y gasa.
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3.4.2. ELEMENTOS DE BIOSEGURIDAD

- Equipo de proteccion personal. (EPP)

- Mandil color blanco.

- Gorra color blanco.

- Guantes quirurgicos estériles.

- Mascarilla desechable

- Detergente, desinfectantes y jabon carbdlico.
- Escobilla para lavado de manos.

3.4.3. INFRAESTRUCTURA

- Laboratorio de Microbiologia de la Escuela Profesional de Biologia de la
Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

- Laboratorio de suelos de la Facultad de Ingenieria Agrondmica de la Universidad
Nacional del Altiplano de Puno.

3.4.4. ELEMENTOS AUXILIARES DE REGISTRO
- Camara fotogréafica digital 7,5 mega pixeles y computadora
- Regla milimetrada

- Papel, lapiz y lapiceros.

3.4. PROCEDIMIENTO Y RECOLECCION DE DATOS

3.4.1. OBTENCION DE Caesalpinia spinosa (Tara)
Se realiz6 la compra de las vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) en el departamento de

Cuzco — Anta.

3.4.2. OBTENCION DE LA INFUSION DE Caesalpinia spinosa (Tara)

Las infusiones se prepararon de forma similar al uso cotidiano (infusiones acuosas). De
las vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) se pesaron 100 gr y se llevaron a 250 ml de agua
destilada, se dejo en ebullicion durante 5 min en un recipiente tapado para evitar, en lo
posible, una pérdida acuosa por evaporacion. Posteriormente se filtrd y se distribuyd en
volimenes de 50, 75 y 100%. Cada infusion se almaceno en un frasco previamente
esterilizados por medio de autoclave, cada frasco fue rotulado para su posterior

identificacion.®!
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3.4.3. EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE Caesalpinia spinosa
(Tara)

Para la extraccién del aceite esencial se trabajo con 10 Kg de vainas de Caesalpinia
spinosa (Tara) se retiraron las semillas, utilizando un sistema de hidrodestilacion por
arrastre con vapor de agua que es una técnica usada para separar sustancias organicas
insolubles en agua y ligeramente volatiles, de otras no volatiles que se encuentran en la
mezcla. La fraccion de aceite esencial extraida se almaceno en un frasco para los anélisis

posteriores. 1t 13

Métodos

Cuando se usa vapor saturado o sobrecalentado, generado fuera del equipo principal, ya
sea por una caldera, una olla de presion o un matraz adecuado, esta técnica recibe el

nombre de “destilacién por arrastre con vapor”, propiamente dicha.®2

También se puede usar el llamado “método directo”, en el que el material est4 en contacto
intimo con el agua generadora del vapor. En este caso, se ponen en el mismo recipiente
el agua y el material a extraer, se calientan a ebullicion y el aceite extraido es arrastrado
junto con el vapor de agua hacia un condensador, que enfria la mezcla, la cual es separada
posteriormente para obtener el producto deseado. Este método es usado de preferencia

cuando el material a extraer es liquido o cuando se utiliza de forma esporadica.? 3

Una variante de esta ultima técnica es la llamada “hidrodestilacion”, en la que se coloca
una trampa al final del refrigerante, la cual va separando el aceite del agua condensada,
con lo cual se mejora y se facilita el aislamiento del aceite esencial. También puede
montarse como un reflujo, con una trampa de Clevenger para separar aceites mas ligeros

que el agua.®

3.4.4. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

A. Preparacion del medio de cultivo

La preparacion de los medios de cultivo comprende los siguientes tiempos
fundamentales:

1. Pesada de los ingredientes y disolucion con calor.

2. Adicidn de las sustancias de sostén: Agar-nutritivo, gelatina, etc.
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3. Ajuste del pH. Por lo general las bacterias exigen una reaccién neutra o ligeramente
alcalina pH 6,8 - 7,2. Un pH alto o bajo retarda o inhibe el crecimiento de las bacterias.
Para determinar el pH, se ha empleado el siguiente método:

- Método del papel indicador universal de pH

4. Reparticion en placas Petri.

5. Esterilizacion a 121 °C a 15 libras de presion/pulg por 20 minutos.

6. Control de la esterilidad en la estufa a 37°C por 24 horas.

7. Almacenamiento de los medios en la nevera hasta el momento de usarlos.

B. Preparacion de agar sangre

- Se coloco en Bafio Maria un frasco o balon con 100 ml de Agar nutritivo esteril
hasta que licué completamente.

- Se dejo enfriar hasta 45 - 50°C.

- Se afadi6 asépticamente sangre (humana) en proporcion del 5-8%.

- Se agitd suavemente para mezclar. Repetir en placas Petri.

- Se dejo solidificar.

- El color de este medio es rojo - cereza.

- Se controlo la esterilidad y se guardo en nevera.

C. Siembra y aislamiento
Se sembro colocando los microorganismos en medios de cultivo adecuado (agar sangre)

para que se desarrollen y multipliquen en condiciones ¢ptimas.

Se realizo la siembra por Trasplante.

El material contiene una sola especie bacteriana, y se realizé con la finalidad de conservar
el microorganismo renovando su medio de cultivo para conocer sus propiedades
biologicas y bioquimicas.

- Siembra de una muestra liquida a un medio sélido.

Procedimiento

1. Se esterilizo el asa de Kolle por flameado.

2. Se dejé enfriar.

3. Se tomo con la mano izquierda el tubo con la muestra se le dio leve inclinacion para

evitar, contaminacién con microorganismo del medio ambiente, al ser destapado.
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4. Con la mano derecha, se sostuvo el asa y ayudado con el dedo mefiique de esta misma
mano, se saco la lamina metélica del tubo con la cepa.

5. Se flameo la boca del tubo, e introdujo el asa sin tocar las paredes y se carg6 con cepa.
Se retir6 el asa.

6. Se flame6 de nuevo la boca del tubo, y se tap6 con la lamina metalica.

7. Inmediatamente tomar con la mano izquierda el tubo con el medio de cultivo sélido
esteril, destapar con cuidado de esterilidad e introducir el asa hasta el fondo, y apoyando
la aguja sobre la superficie, hacer una linea o estria sin romper el medio de cultivo.

8. Flamear la boca del tubo y el asa de Kolle.

9. Rotular la Placa, con el nombre y fecha

10. Incubar en la estufa a 37°C por 24 a 48 horas.

11. Transcurrido el tiempo se realiza la observacion.

D. Obtencion de la bacteria indicadora

El transporte de las cepas, se hizo en un tubo de ensayo cuidadosamente esterilizado
contenido de 3 ml. De solucidn peptonada. Las cepas fueron homogenizadas en cuatro
tubos de ensayo contenido de caldo nutritivo, obteniéndose una dilucion de 3 ml por cada
tubo. Se llevo a la incubadora por 24 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo se realizo la
siembra en, Agar sangre. El medio de cultivo Agar sangre nos sirvio para determinar la
hemolisis de la bacteria e identificar si es alfa o beta para proceder su aislamiento. La
identificacion de colonias de Streptococos mutans, se realizo en base a la observacion de

la morfologia colonial y la adherencia de la colonia al agar.

A. Preparacion del inoculo por el Método de Kirby Bauer

- Inoculacion de la suspension bacteriana

Transcurrido la inoculacion de la suspension bacteriana, después de 10 minutos se
procedi6 a realizar los pocillos en la placa Petri para luego introducir los discos
uniformemente, de modo que estén a una distancia minima de 25 mm uno del otro (el
didmetro de los discos segun las normas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
debe ser de 6 mm). No deben colocarse mas de 12 discos en una placa de 150 mm, para
evitar la superposicion de las zonas de inhibicién de antibiograma. Colocar los discos sin
contenido y estéril para aplicar con una pipeta automatica la infusién Caesalpinia Spinosa

(Tara) a concentraciones al 50%, 75% y 100%, aceite esencial, control positivo y negativo
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en un volumen de 10 ul, para cada uno de los 7 pocillos por placa, se llevé a incubar la
totalidad de las muestras a una temperatura de 37°C por 24 y 48 horas determinadas en

medio anaerobio.

B. Métodos realizados para la medicion de los halos de inhibicion.
Para la medicion de los halos de inhibicion se tomo en cuenta la totalidad de los 7 pocillos

con el tratamiento desarrolladas en la placa Petri, precision del recuento.

1.- Se realiz6 la medicidn del diametro del halo de inhibicién en milimetros. Con un
vernier digital, para una mejor medicion.
2.- Sumar el nimero las medidas del halo de inhibicion de los 7 pocillos por placa para

sacar los promedios respectivos.

El efecto antibacteriano se consider6 en funcion al didmetro de los halos de inhibicion del
crecimiento del microorganismo segun la escala de Durafford: nula (-) si es inferior o
igual a 8 mm; sensibilidad limite (sensible = +) de 9 a 14 mm; media (muy sensible = ++)

de 15 a 19 mm y sumamente sensible (S.S. = +++) si es igual o superior a 20 mm.

3.5. DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

Para interpretar los resultados una vez obtenidos del presente estudio; en concordancia
con los objetivos e hipodtesis, se utilizd pruebas estadisticas inferenciales. Se empled la
prueba de TUKEY entre los grupos de estudio, para establecer si hay diferencias
significativas entre los tiempos. Se utilizé el Analisis de varianza (ANOVA), esta prueba
permite evaluar si existe una diferencia estadisticamente significativa entre los promedios
de halo de inhibicion y los efectos conjuntos de dos o0 mas variables, un valor de p <0.05
fue considerado estadisticamente significativo, la prueba de t de Student y diagramas de

barras.
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IV. RESULTADOSY DISCUSION

41 RESULTADOS

TABLA N2 1.- Efecto inhibitorio de la infusion al 50% de Caesalpinia spinosa (Tara)
sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas.

PRUEBA ESTADISTICA EFECTO INHIBITORIO DE INFUSION AL 50% DE

DE T STUDENT Caesalpinia spinosa (Tara) SOBRE Streptococos mutans
TIEMPO 24 horas 48 horas
PROMEDIO 14.20mm 12.30mm
D.E +0.70 +0.48
LI 13.93mm 12.12mm
LS 14.47mm 12.49mm
P <0.0001 <0.0001

Fuente: Base de datos.

INTERPRETACION:

Al comparar el efecto inhibitorio de la infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) al 50%
sobre las cepas de Streptococos mutans, se aprecia que el promedio de los halos
inhibitorios a las 24 horas fue de 14.20mm y de 12.30mm a las 48 horas, teniendo una
diferencia de 1.9mm a favor de los halos inhibitorios a las 24 horas; la Desviacion
estandar (DE) fue mayor a las 24 horas +0.70 que a las 48 horas +0.48. Se encontro
diferencia estadisticamente significativa entre los promedios de los halos inhibitorios p <
0.0001, segun el Analisis de Varianza; teniendo un efecto mayor segun los halos de

inhibicidn a las 24 horas mediante la prueba de Tukey con una probabilidad de p<0.05.
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FIGURA N° 1.- Promedio de halo de inhibicion a las 24 y 48 horas con infusion de
Caesalpinia spinosa (Tara) al 50% frente a las cepas de Streptococos mutans.
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TABLA N2 2.-Efecto inhibitorio de la infusion al 75% de Caesalpinia spinosa (Tara)
sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas.

PRUEBA ESTADISTICA EFECTO INHIBITORIO DE INFUSION AL 75% DE

DE T STUDENT Caesalpinia spinosa (Tara) SOBRE Streptococos mutans
TIEMPO 24 horas 48 horas
PROMEDIO 16.57mm 13.39mm
+0.40 +0.37
D.E
LI 16.42mm 13.25mm
LS 16.73mm 13.54mm
P <0.0001 <0.0001

Fuente: Base de datos.

INTERPRETACION:

Al comparar el efecto inhibitorio de la infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) al 75%
sobre las cepas de Streptococos mutans, se aprecia que el promedio de los halos
inhibitorios a las 24 horas fue de 16.57mm y de 13.39mm a las 48 horas, teniendo una
diferencia de 3.18mm a favor de los halos inhibitorios a las 24 horas; la Desviacion
estandar (DE) fue mayor a las 24 horas +0.40 que a las 48 horas £0.37. Se encontro
diferencia estadisticamente significativa entre los promedios de los halos inhibitorios
p <0.0001, segiin el Analisis de Varianza; teniendo un efecto mayor segun los halos de

inhibicidn a las 24 horas mediante la prueba de Tukey con una probabilidad de p<0.05.
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FIGURA N° 2.- Promedio de halo de inhibicion a las 24 y 48 horas con infusion de
Caesalpinia spinosa (Tara) al 75% frente a las cepas de Streptococos mutans.
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TABLA N? 3.-Efecto inhibitorio de la infusion al 100% de Caesalpinia spinosa (Tara)
sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas.

PRUEBA ESTADISTICA EFECTO INHIBITORIO DE INFUSION AL 100% DE

DE T STUDENT Caesalpinia spinosa (Tara) SOBRE Streptococos mutans
TIEMPO 24 horas 48 horas
PROMEDIO 17.11mm 14.63mm
D.E +0.44 +0.62
LI 16.94mm 14.39mm
LS 17.28mm 14.86mm
P <0.0001 <0.0001

Fuente: Base de datos.

INTERPRETACION:

Al comparar el efecto inhibitorio de la infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) al 100%
sobre las cepas de Streptococos mutans, se aprecia que el promedio de los halos
inhibitorios a las 24 horas fue de 17.11mm y de 14.63mm a las 48 horas, teniendo una
diferencia de 2.48mm a favor de los halos inhibitorios a las 24 horas; la Desviacion
estandar (DE) fue mayor a las 48 horas +0.62 que a las 24 horas £0.44. Se encontro
diferencia estadisticamente significativa entre los promedios de los halos inhibitorios p <
0.0001, segun el Analisis de Varianza; teniendo un efecto mayor segun los halos de

inhibicion a las 24 horas mediante la prueba de Tukey con una probabilidad de p<0.05.
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FIGURA N° 3.-Promedio de halo de inhibicion a las 24 y 48 horas con infusion de

Caesalpinia spinosa (Tara) al 100% frente a las cepas de Streptococos mutans
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TABLA N& 4.- Efecto inhibitorio de la infusién de Caesalpinia spinosa (Tara) entre las
concentraciones de 50, 75y 100% sobre la cepa de Streptococos mutans en 24 y 48 horas.

Efecto inhibitorio de la infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) sobre las
cepas deStreptococos mutans

ONCENTRACION 50% 758, 100%
TIEMPO

24 horas 14.20mm 16.57mm 1711 mm

48 horas 12.30mm 13.39mim 14.63mm

Fuente: Base de datos.

INTERPRETACION:

Al comparar los promedios de la actividad inhibitoria de la infusion de Caesalpinia
spinosa (Tara) en las concentraciones de 50, 75 y 100% a las 24 y 48 horas frente a las
cepas de Streptococos mutans se encontré que el mayor halo de inhibicion se da a una
concentracion del 100% a las 24horas con un promedio de 17.11mm vy el menor halo de
inhibicion se da a una concentracion de 50% a las 48horas con un promedio de 12.30mm,
resultando que a mayor tiempo disminuye el promedio de halo de inhibicién. Sometido

los datos a la prueba de Analisis de Varianza resulta un p < 0.0001.

Para observar mejor la diferencia significativa entre las diferentes concentraciones a las
24 y 48 horas se sometid a la prueba estadistica de Tukey de p<0.05, por lo que el mejor
comportamiento se da con la aplicacion de infusién de Caesalpinia spinosa (Tara) al

100% frente a las cepas de Streptococos mutans a las 24 y 48 horas.
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TABLA N2 5.- Efecto inhibitorio del aceite esencial al 100% de Caesalpinia spinosa

(Tara) sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas.

PRUEBA ESTADISTICA EFECTO INHIBITORIO DEL ACEITE AL 100% DE

DE T STUDENT Caesalpinia spinosa (Tara) SOBRE Streptococos mutans
TIEMPO 24 horas 48 horas
PROMEDIO 18.09mm 15.04mm

D.E +0.51 +0.52
LI 17.89mm 13.44mm
LS 18.29mm 13.85mm
P <0.0001 <0.0001

Fuente: Base de datos.

INTERPRETACION:

Al comparar el efecto inhibitorio del aceite esencial de Caesalpinia spinosa (Tara) al
100% sobre las cepas de Streptococos mutans, se aprecia que el promedio de los halos
inhibitorios a las 24 horas fue de 18.09mm y de 15.04mm a las 48 horas, teniendo una
diferencia de 4.45mm a favor de los halos inhibitorios a las 24 horas; la Desviacion
estandar (DE) fue mayor a las 48 horas +£0.52 que a las 24 horas +0.51. Se encontro
diferencia estadisticamente significativa entre los promedios de los halos inhibitorios
p < 0.0001, segun el Analisis de Varianza; teniendo un efecto mayor seglin los halos de

inhibicion a las 24 horas mediante la prueba de Tukey con una probabilidad de p<0.05.
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FIGURA N° 4.-Promedio de halo de inhibicién a las 24 y 48 horas con aceite esencial de
Caesalpinia spinosa (Tara) al 100% frente a las cepas de Streptococos mutans.
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TABLA N? 6.- Comparacion del efecto inhibitorio de infusion y aceite de Caesalpinia

spinosa (Tara), el control positivo y control negativo sobre las cepas de Streptococos

mutans en 24 y 48 horas.

FROMEDIC DE INFUSION DE Caesalpinia ACEITE DE CONTROL CONTROL
HALO spinosa (Tara) Caesalpinia POSITIVO NEGATIVO
spinosa (Tara)
COMCENTRACIONES COMCENMTRACZION ANTIBICTICO SOLUCION
50% T5% 100% 100%: Clorhexidina Agqua
al 0.12% Destilada
24 HORAS 1420 1657 17.11 15.09 mm 21.71 mm 0 mm
mm mim mm
48 HORAS 1230 13,39 1463 15.04 mm 21.71 mm O mm

mim mim mim

Fuente: Base de datos.

INTERPRETACION:

La actividad inhibitoria entre los promedios de las aplicaciones de infusion de

Caesalpinia spinosa (Tara), en concentraciones de 50, 75 y 100%, aceite esencial al

100% de Caesalpinia spinosa (Tara) , el control positivo (Clorhexidina al 0.12%) y

control negativo (agua destilada) a las 24 y 48 horas frente a la cepas Streptococos

mutans, resultando que el mayor halo de inhibicion se da con el control positivo con un

promedio de 21.71 mm en relacion a las demas aplicaciones, seguido por la aplicacion

con aceite esencial con un promedio de 18.09 mm a las 24 horas, y con infusion al 100%

con un promedio de 17.11 mm a las 24 horas, existiendo una diferencia estadisticamente

significativa con un p <0.0001. Se observa que a las 24 horas existe un mayor promedio

de halo de inhibicion en las aplicaciones de Caesalpinia spinosa. (Tara).
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FIGURA N° 5.- Comparacion del halo de inhibicion a las 24 y 48 horas con el tratamiento
con infusién de Caesalpinia spinosa (Tara), al 50, 75 y 100%, aceite esencial Caesalpinia
spinosa (Tara), control positivo (Clorhexidina al 0.12%) y control negativo (Agua

destilada) frente a las cepas de Streptococos mutans.
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TABLA N& 7.- Sensibilidad de las Cepas de Streptococos mutans ante la infusion de
Caesalpinia spinosa (Tara), aceite esencial de Caesalpinia spinosa (Tara), control

positivo y control negativo en 24 y 48 horas.

plicaciones Infusion de Infusion de Infusion de Aceite Control Control
Caesalpinia Caesalpinia Caesalpinia esencial de  positivo negativo
spinosa spinosa spinosa Caesalpinia

(Tara) al (Tara) al (Tara) al spinosa

50% 75% 100% (Tara)

Sensibilida

Nula (-) (-) 24—
inferior o 48
igual a 8 hrs
mm

Sensibilidad

limite (+) de  (+)24-48 (+)48hrs

9al4mm hrs

Sensibilidad

media (++) (++) 24 hrs  (++) 48hrs  (++) 48 hrs

de15a19

mm

Sumamente

sensible

(+++) igual (+++)24hrs  (+++)24hrs  (+++)24-48

o sup.a 20 hrs

mm.

Fuente: Base de datos.

INTERPRETACION:

Al comparar la sensibilidad de las Cepas de Streptococos mutans ante la infusion y aceite
esencial de Caesalpinia spinosa (Tara), control positivo y control negativo en 24 y 48
horas se observa que es sumamente sensible a la infusion al 100%, al aceite esencial al
100% a las 24 horas y al control positivo (Clorhexidina al 0.12%) las 24 y 48 horas, se
mantiene en cuanto a sensibilidad; se encontré sensibilidad limite a la infusion al 50% a
las 24 y 48 horas y a la infusidn al 75% a las 48 horas. Las cepas de Streptococos mutans
tienen sensibilidad nula al control negativo. A mayor concentracién de Caesalpinia

espinosa (Tara) las cepas de Streptococos mutans son mas sensibles.
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FIGURA N° 6.- Comparacién de contraste con la prueba estadistica de Tukey del halo de
inhibicion a las 24 y 48 horas con el tratamiento con infusion de Caesalpinia spinosa
(Tara), al 50, 75 Y 100%, aceite esencial Caesalpinia spinosa (Tara) y control positivo

(Clorhexidina al 0.12%) frente a las cepas de Streptococos mutans.

22 301

15344

£
16,404 ]
19,44
10 i I

48H50% 4BHTSN 4BHACEITE 24 H50% I-IH1DD“\ }.'IHT.':\ IIH'IIIH 24 H ACEITE CONTROL +

HALO DE INHIBICION EN mm

L=

INTERPRETACION ESTADISTICA

Se hizo la prueba estadistica de significancia de Tukey con una probabilidad de p<0.05,
confirmando que el mejor comportamiento se da con la aplicacion del control positivo en
relacion a los demas, sin embargo el aceite esencial al 100% se comporta mejor en
relacion a la infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) al 50,75 y 100%, frente a las cepas

Streptococos mutans a las 24 y 48 horas.
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4.2. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion fue experimental, longitudinal, tuvo como propdésito
determinar el efecto inhibitorio IN VITRO de la infusion y aceite esencial de Caesalpinia
spinosa (Tara) sobre las cepas de Streptococos mutans. Utilizando tres concentraciones
diferentes 50, 75y 100% para la infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) y aceite esencial
al 100%. Ambos controlados en dos tiempos 24 y 48 horas, lo que no fue considerado por

otros estudios.

En el PerG se realizaron estudios en diferentes plantas medicinales, comprobandose las
propiedades de sus componentes?. Dentro de ellas la Caesalpinia spinosa (Tara) tiene una
amplia utilizacion empirica, existen estudios en el cual la Caesalpinia spinosa desde la
época incaica es usada por sus propiedades curativas como: antiinflamatorio,
antiinfecciones, antimicoticas y  antibacterianas lo que constituiria un recurso
alternativo.’Estudios anteriores con extracto etandlico y extracto acuoso de la
Caesalpinia spinosa (Tara) comprobaron su efectividad inhibitoria sobre diferentes
microorganismos dentro de ellos: Enterococos fecalis®, Streptococcus pyogenes?,
Staphylococcus aureus®, Porphyromonas gingivalis® y bacterias en la flora salival mixta’.
Ademas, el aceite esencial de Caesalpinia spinosa (Tara) presenta efectividad sobre
Staphylococcus aureus meticilino resistente® y efectividad antifungica sobre Candida

albicans.®

Abanto M. (2016). Determind el efecto antibacteriano IN VITRO del extracto etanolico
de Caesalpinia spinosa (Tara) frente a cepas de Estreptococcus mutans, se empleo el
método de difusion en tubos, ensayando concentraciones de 40, 60 y 80% de Caesalpinia
spinosa; de cada cultivo se sembré en placas con agar Mueller Himton/ sangre. Los
resultados mostraron que el mayor halo de inhibicion fue de 14.80 mm a una
concentracion de 80% Yy la minima concentracion inhibitoria fue al 40% con un halo de
inhibicion de 8.10mm. Comparando la anterior investigacion con los resultados del
presente estudio se puede afirmar que a mayor concentracion de Caesalpinia spinosa

existe mayor efectividad antibacteriana.

En nuestro estudio se utilizo la técnica de cultivo propuesto por el Instituto Nacional de
Salud cuyo medio de cultivo es el Agar Mueller Hinton con 5% de sangre, como Abanto

M.1%y Teran et al*®. Para la obtencion de las infusiones se prepararon de forma similar al
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uso cotidiano (de las infusiones acuosas). De las vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) se
pesaron 100 gr y se llevaron a 250 ml de agua destilada, se dejo en ebullicion durante 5
min. Posteriormente se filtrd y se distribuyd en volamenes de 50, 75 y 100%, para la
obtencion del aceite se utilizo6 10 kg de Caesalpinia spinosa (Tara) utilizando
hidrodestilacion por arrastre con vapor de agua, como Teran Y. Se trabajo en un total de
28 muestras por cada aplicacion empleado sobre las cepas de Streptococos mutans y para
la deteccion del efecto inhibidor se utiliz6 la prueba de difusion de discos, se utilizaron

discos de papel filtro y se incubaron a las durante 24 y 48 horas.

La investigacién es de tipo longitudinal, no encontrandose investigaciones similares. El
efecto antibacteriano se consider6 en funcion al diametro de los halos de inhibicion del
crecimiento del microorganismo: nula (-) si es inferior o igual a 8 mm; sensibilidad limite
(sensible = +) de 9 a 14 mm; media (muy sensible = ++) de 15 a 19 mm y sumamente
sensible (S.S. = +++) si es igual o superior a 20 mm, como Huarino M. y Centurion K.

En esta investigacion se encontrd que la infusion de Caesalpina spinosa (Tara) en
concentraciones de 50, 75 y 100% tiene un efecto inhibitorio sobre las cepas de
Streptococos mutans siendo mas efectiva a las 24 horas y habiendo una diferencia
significativa a las 48 horas, debido a que la Tara pierde su efecto inhibitorio. Los
resultados obtenidos fueron aceptables considerando que se tratd de la infusion, en
comparacion con extractos etanolicos. Ya que a una concentracion de 50% se obtuvo un
promedio de halo de inhibicion de 14.20mm, considerandose un resultado positivo segin

el método de sensibilidad de Duraffourd C.

Segun Alvarez M. y Lopez C. Mostraron que el extracto acuoso puede ser una forma mas
comun y utilizable en la poblacién, mientras el extracto etandlico es una mezcla de
sustancias quimicas tal vez con una o varios principios activos puede actuar de manera
antagénica o sinérgica, ademas que podria afectar los principios activos y tendria

limitaciones para usarlo in vivo.

Castro A., et al. Determinaron que el aceite de Caesalpinia spinosa (Tara) posee una
actividad antibacteriana sobre los Streptococos mutans, lo realizaron por el método de
difusion en agar, donde el aceite de tara en concentracion de 100%, formo halos de

inhibicion de 21mm, frente a Streptococos mutans, siendo el control negativo etanol 96°
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y el control positivo Ciprofloxacino, que presenté un halo de 25 mm. Obteniendo
resultados similares a nuestra investigacién con un promedio de 18.09 mmm de halo de
inhibicién a una concentracién de 100% a las 24 horas, siendo el tiempo una variable no

considerada en los otros estudios.

En forma similar Centurién K. (2015) Demuestra que la actividad antibacteriana del
extracto etanolico de Caesalpinia spinosa (Tara) sobre los Streptococos mutans aumenta
a medida que se eleva la concentracion. Los resultados pueden diferir a factores
intrinsecos y externos: variedad vegetal, tipo de suelo, temperatura ambiental, cultivo,
método de extraccion los cuales pueden afectar la composicion quimica. Se encontré que
los taninos son metabolitos que se encuentran en diferentes partes de la planta. Estos son
solubles en agua, etanol, acetona; y otorgan resistencia a la planta contra paréasitos. Para
el hombre es util por su actividad farmacoldgica, como: antihemorragico local,
antidiarreico y antibacteriano; ya que, al combinarse con las proteinas de la membrana
celular de las bacterias son desnaturalizadas. Los flavonoides son otros principios activos
encontrados en el estudio fitoquimico del extracto de Caesalpinia spinosa.

La mayoria de estudios realizados hasta el momento sobre plantas medicinales buscan
explicar y dar a conocer sus propiedades antibacterianas frente a ciertos microorganismos,
dando asi diversas alternativas a tratamientos, surgiendo en la actualidad diversos
estudios que confirma dichas propiedades. En el ambito odontolégico es muy utilizada
las propiedades de diversas plantas medicinales como parte de tratamientos preventivos,

obteniéndose en presentaciones como enjuagues.

De esta manera, el estudio por lo antes expuesto lleva a aceptar la hipétesis propuesta al
inicio de la investigacion, pudiendo afirmar que la infusion y aceite de Caesalpinia
spinosa (Tara) tiene un efecto inhibitorio en el crecimiento de Streptococos mutans.
También en el presente estudio se buscd dar una alternativa accesible, econdémica y de

facil utilizacion como es la infusidn para el uso preventivo en los pacientes.
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V. CONCLUSIONES

1. La infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) al 50% presenta efecto inhibitorio
sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas, siendo mayor su efecto a las 24

horas, existiendo una diferencia estadisticamente significativa.

2. La infusidn de Caesalpinia spinosa (Tara) al 75% presenta efecto inhibitorio sobre
las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas, siendo mayor su efecto a las 24 horas,

existiendo una diferencia estadisticamente significativa.

3. La infusién de Caesalpinia spinosa (Tara) al 100% presenta efecto inhibitorio
sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas, siendo mayor su efecto a las 24

horas, existiendo una diferencia estadisticamente significativa.

4. Al comparar el efecto inhibitorio de la infusién de Caesalpinia spinosa (Tara) al
50, 75y 100% sobre las cepas de Streptococos mutans en 24 y 48 horas, siendo mayor su
efecto a las 24 horas a una concentracion de 100%.

5. El aceitede Caesalpinia spinosa (Tara) al 100% presenta efecto inhibitorio sobre
las cepas de Streptococos mutans en 24y 48 horas, siendo mayor su efecto a las 24 horas,

existiendo una diferencia estadisticamente significativa.

6. Al comparar el afecto antimicrobiano de la infusion al 50, 75, 100% y aceite
esencial de Caesalpinia spinosa (Tara) al 100% sobre las cepas Streptococos mutans, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. Es decir que el aceite esencial es
méas efectivo que la infusion; sin embargo, la infusiébn presenta mayor actividad
inhibitoria a medida que aumenta la concentracion mayor sera su efecto inhibitorio. Las
cepas de Streptococos mutans son sumamente sensibles a la infusion y aceite esencial al

100% a las 24 horas y al control positivo a las 24 y 48 horas.
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VI. RECOMENDACIONES

En estudios posteriores se recomienda:

1. Realizar estudios experimentales in vitro con Caesalpinia spinosa (Tara) de
diferentes localizaciones geograficas.

2. Realizar estudios experimentales in vitro con Caesalpinia spinosa (Tara) frente a
patdgenos de la cavidad bucal para ampliar el espectro de la actividad inhibitoria.

3. Realizar estudios in vivo con infusion de Caesalpinia spinosa (Tara) para verificar
su tolerancia y seguridad.

4. Recomendar a los pacientes el uso de productos naturales como la Caesalpinia

spinosa (Tara) ya que resulta de facil acceso, manejo y bajo costo.
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ANEXOS

Anexo 1

MATRIZ DE DATOS

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
MEDIDA DE HALO DE INHIBICION EN LA PLACA PETRI
INFUSION ACEITE
100% 75% 50% Control 100%
48 24 48 24 48 24 | positivo | 24 | 48
REPETICIONE | HORA | HORA | HORA | HORA | HORA | HORA hora | hora
S S S S S S S s s
1 145 | 175 | 13 16 | 125 | 14 23 18 | 13.5
2 14 | 175 | 135 | 165 | 12 15 21 19 | 14
3 145 | 17 | 135 | 165 | 125 | 14 22 19.5 | 14.5
4 135 | 17 | 135 | 17 12 14 22 19.5 | 14.5
5 14 | 175 | 14 16 12 | 145 21 18 | 13.5
6 14 17 | 135 | 165 | 125 | 14 21 18 | 13.5
7 135 | 17 | 135 | 16 12 14 22 18 | 13
8 145 | 175 | 13 | 165 | 13 14 23 18.5 | 14
9 15 16 | 135 | 17 | 125 | 15 21 19 | 14
10 145 | 16 13 17 12 | 145 22 18.5 | 14.5
11 15 | 165 | 135 | 165 | 125 | 15 22 19 | 14
12 15 | 165 | 135 | 16 13 15 21 18.5 | 13.5
13 14 17 13 | 165 | 125 | 135 21 19 | 14
14 145 | 175 | 125 | 165 | 12 | 135 22 19 | 14.5
15 15 17 14 17 | 125 | 14 23 18 | 14
16 14 17 | 135 | 165 | 125 | 15 21 17 | 13
17 15 | 175 | 13 16 13 14 22 18 | 14
18 155 | 175 | 135 | 17 13 15 22 17.5 | 13.5
19 145 | 17 14 17 13 | 155 21 17 | 13
20 15 | 175 | 14 17 | 125 | 15 21 17.5 | 13.5
21 145 | 175 | 13 | 175 | 12 15 22 18 | 13.5
22 145 | 17 | 135 | 165 | 11 13 23 175 | 13
23 15 17 | 135 | 16 12 | 135 21 17 | 13
24 145 | 17 13 | 165 | 12 13 22 18 | 14
25 145 | 175 | 135 | 165 | 12 | 135 22 17.5 | 13.5
26 16 | 175 | 135 | 165 | 12.5 | 13.5 21 17 | 13
27 16 17 13 | 165 | 12 | 135 21 18 | 13
28 15 | 175 | 135 | 17 | 115 | 14 22 17 | 13
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Anexo 2

ANALISIS ESTADISTICO

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipotesi= nnla: 0

Variable n Media DE LI{(95) L5(95) T p(Bilateral)
48 horas 100% 28 14.63 0.62 14.39 14.86 125.22 <0.0001
24 horas 100% 28 17.11 0.44 1&6.94 17.28 206.70 <0.0001
48 horas T5% 28 13.39 0.37 13.25 13.54 1592.00 <0.0001
24 horas T5% 28 16.57 0.40 1&6.42 16.73 218.28 <0.0001
48 horas 50% 28 12.30 0.48 12.12 12.49 136.20 <0.0001
24 horas 50% 28 14.20 0.70 13.93 14.47 107.56 <0.0001
24 horas aceite 28 18.09 0.77 17.79% 18.39 124.24 <0.0001
48 horas aceite 28 13.64 0.52 13.44 13.85 137.63 <0.0001
Analisis de la varianza
Variable N R* R® A3 CW

HALD DE INHIBICICH EN mm 56 O0.95 ©.85 2.57

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Hodelo. 141.45 1 141.45 950.52 «0.0001
TRATAMIENTC 141.45 1 141.45 950.52 <0.0001
Error g.04 54 0.15
Total 145.48 55

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.20670
Error: 0.1488 gl: 54
TREATAMIENTC Medias n E.E.
48 HCORAS AL 75% 13.39 28 0.07 &
24 HOBRAS AL 75% 16.57 28 0.07 B
Mediss con una letrs comin no son significativaments difersntes (p > 0.05)

Analis=si= de la wvarianza

Variable N E= E=* Lj A
HATL.O DE THHIBICICH EN mm 56 0.72 0.72 4.52

Conadro de Analisis de la Varianza (8C tipo IITI)

F.WV. 5C gl CHM F p—-wvalor
Modelo. E0.1& 1 50.16 140.06 <0.0001
TRATAMIENTO 50.16 1 50.16 140.06 <0.0001
Error 19.34 54 0.36
Total 69.50 &5

Test: Tokey Alfa=0.05 DMS=0.32066

Error: Q0.3581 gl: 54

TRATAMIENTC Medias nm E.E.

48 HORLS 50% 12.30 28 0.11 A

24 HOBRLS 50% 14.20 28 0.11 B

Madiss con una letrs comin no son significativaments diferentes (p > O0.05)

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO " Nacional del
Altiplano

Variable N E* E= Bj CW
HALOD DE IWHIBICICOH EN mm 84 0.86 0.85 3.32

Cnadro de Anadli=is de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sSC gl CH F p-valor
Modelo. 134.40 2 &7.20 239.73 <0.0001
CONCENTRACION 134.40 2 &7.20 239.73 <0.0001
Error 22.71 81 0.28
Total 157.10 83

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.337864

Error: 0.2803 gl: Bl

COHNCENTRACICH Media=z n E.E.

50% 24 HORAS 14.20 28 0.10 A

T75% 24 HORLAS 16.57 28 0.10 B

100% 24 HCRAS 17.11 28 0.10 C

Medizs cor urna letrs comiin ne son signifiscativaments diferentes (p > 0.05)

Analisis de la wvarianza

Variable N E® E= Bhj CW
HALO DE THWHIBICION EN mm 56 0.5%2 0.9%92 4.15

Cnadro de Anadlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 276,79 1 276.79 £37.24 «<0.0001
TRATBMIENTO 276.79 1 276.79 6£37.249 <0.0001
Error 23.46 54 0.43
Total 300.25 55

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.35314

Error: 0.4344 gl: 54

TRATAMTIENTO Media=z n E.E.

483 HORQLS 13.64 28 0.12 &

24 HORLS 18.09 28 0.12 B

Meadias conr ura letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Variable N E= E= L5 CcWV
HATLLO DE TWHHIBICION EN mm 84 0.79 0.78 3.71

Cuadro de Anali=is de la Varianza (5C tipo III)

F.V. = gl CH F p—wvalor
Modelo. T75.54 2 37.7T7 151.75 «<0.0001
CONCENTRACIOCN 75.54 2 37.7T7 151.75 «<0.0001
Error 20.16 21 0.25
Total 95.70 83

Test: Tokey Alfa=0.05 DMS=0.31835
Error: Q0.24859 gl: 81

CONCENTRRACIOCHN Medias n E.E.

50% 48 HORAS 12.30 28 0.09 &

T5% 48 HORLS 13.358 28 0.09 B
100% 48 HORAS 14.63 28 0.09 C

Moadias con una letra comin no son significativameante diferentes (p > 0_05)
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Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipétesi= nmla: 0

Variable n Media DE LI(353) L5(395) T piBilateral)
24 HORLS 28 21.71 0.71 21.44 21.99%9 1&61.22 <0.0001
48 HORAS 28 21.21 0.71 20.94 21.49 157.51 <0.0001

Analisis de la varianza

Variable H E* ER=® R3j CW
HATL.C DE INHIBICION EN mm 56 0.11 0.10 3.32

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo. 3.50 1 3.50 &€.89% 0.0112
CCNTECL POSITIVO 3.50 1 3.50 €.8% 0.0112
Error 27.43 54 0.51
Total 30.93 55

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.381868

Error: 0.5072 gl: b4

CONTROL POSITIVC Medias n EL.E.

43 HORAS 21.21 28 0.13 A

24 HOEBRS 21.71 283 0.13 B

Medizs con uns letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0.05)

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipotesis nmla: O

Variable n Media DE LI(55) L5(85) T p(Bilateral)
48 HCORAS AT 100% 28 14.63 0.62 14.39 14.86 125.22 <0.0001
24 HCRAS AT 100% 28 17.11 0.44 16.94 17.28 206.70 <0.0001

Analis=i=s de la varianza

Variable N E* ER*® &3 CW
HALD DE ITWHIBICICON EN mm 56 0.85 0.84 3.38

Cnonadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—valor
Modelo. 86.25 1 86.25 300.867 <0.0001
TREATAMIENTC 86.25 1 86.25 300.67 <0.0001
Error 15.49 54 0.29
Total 101.75 55

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.28699

Error: 0.2868 gl: 54

TEATAMIENTC Medias n E.E.

48 H AL 100% 14.63 28 0.10 A

24 H AL 100% 17.11 28 0.10 B

Madias con una letrs comin no son significativamente difersntes (p > 0.05)
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Anexo 3

) >
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO /"
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS N
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA o
CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE HACE CONSTAR:

Que las bachilleres DELIA CANO ARAUJO y BONET
ANTONELA QUISPE EDUARDO, egresadas de la escuela profesional
de Odontologia dela Universidad Nacional del Altiplano, has realizado
su frabajo de investigacion titulada: EFECTO INHIBITORIO IN VITRO
DE LA INFUSION Y ACEITE ESENCIAL DE Caesalpinia spinosa
_(TARA) SOBRE LAS CEPAS DE Streptococos mutans PUNQ -2017.

Realizado en los meses de agosto a octubre del 2017.

Se emite la presente constancia a solicitud dela

interesadas para los fines que se estime por conveniente.

Puno, 19 de octubre del 2017

I

BaitjkrLolgia Peiacios Frisancho
BIOLDGO
C.B.P. No 2125
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s UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO >
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS g}.
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA =

CERTIFICACION DE LA CEPA BACTERIANA
El QUE SUSCRIBE:

Certifica que la pureza del Strepfococos mutans, se ha obtenido
tomando en cuenta el siguiente procedimiento:

1. El medio de cultivo que se utilizé para el aislamiento es
TRIPTICASA DE SOYA, para ver su actividad hemolitica se
realiza la réplica en agar sangre.

2. Para la identificacion del Streptococos mutans se tomoé en cuenta
los criterios fenotipicos:

a) Morfologia macroscopica (colonias): opacas, convexas e

: irregulares en su forma y superficie granular.
. b) Morfologia microscopica y caracteristicas tintoriales: Cocos Gram
positivos, se asocian en parejas y cadenas cortas o largas.

¢) Requerimientos ambientales para el crecimiento: Anaerobios
facultativos, aumenta su crecimiento en presencia de CQOs al 5%
y a 37°C.

d) Resistencia o sensibilidad a los amtimicrobianos: sensibles a
penicilinas, cefalosporinas, macrolidos, aminoglucosidos,
vamcomicina, rifampiina, clotrimoxazol, lincosamidas vy

cloranfenicol. -

e) Propiedades bioquimicas: Esculina, inulina, manitol, rafinosa y
rosbitol positivos. No producen catalasa y fermentan la glucosa
con preduccion de acido lactico. :

3. Para realizar la identificacion del Streptococos mutans se toma en
cuenta en criterio genotipico segun la prueba de PCR. Serotipos:
c,eyf

NOTA: Para la obtencion de esta cepa pura se siguié los métodos
estandares propuesto por el Instituto Nacional de Salud.

C.B.P. N&¢ 2125

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

" Nacional del
TESIS UNA - PUNO i Aﬁicslc;r:]e(\) e

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGRONOMICA

LABORATORIO DE AGUAS Y SUELOS

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE LABORATORISTA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGRARIAS DE AGUAS Y SUELOS DE LA UNA - PUNO.

HACE CONSTAR:

Que la Bachiller DELIA CANO ARAUJO y BONET ANTONELA
QUISPE EDUARDO, egresadas de la escuela profesional de Odontologia de la
Universidad Nacional Del Altiplano, ha realizado ACEITE ESENCIAL DE LA
PLANTA DE Caesalpinia Spinosa, en el equipo de arrastre de vapor de agua, para su
tesis titulada “EFECTO INHIBITORIO IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL E
INFUSION DE Caesalpinia Spinosa (Tara) SOBRE LAS CEPAS DE Streptococcus
mutans, PUNO-2017”. Realizado el 14 de Agosto del 2017,

Se emite la presente constancia a solicitud de las interesadas para

- los fines que se estime por conveniente.

Puno, 17 de Agosto del 2017.
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Vainas de Caesalpinia spinosa
(Tara)

Ve

.

Extraccién del aceite esencial por
arrastre de vapor
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Vainas de Caesalpinia spinosa
Después del proceso

VITENSWE CRAL

: PERIO-AID

3
95
i

3

Infusién, aceite esencial, control Obtencioén de las Cepas de
positivo y negativo Streptococos mutans

[ Balanza para pesar insumos J [ Pesado de Agar Nutritivo ]
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agua destilada

[ Preparacion del Agar Nutritivo con J Disolucion del Agar en la estufa. J

Se afadio 5% de sangre humanay
se dejo solidificar

] [ Dejar enfriar hasta 45 — 50°C J

Inoculacion de bacteria ~ Se sembr6 colocando
suspendida. microorganismos en medio de
cultivo adecuado.
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[ Realizando pocillos en placas Petri. ] [ Placas Petri con pocillos ]

para cada grupo automatica

[ Colocacion de discos uniformemente ] [ Aplicacion de soluciones con pipeta J

Placas Petri con las con las Agrupacion de las placas Petri y
aplicaciones. rotulado.
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[ Resultado de la infusion al 100% J

Incubacién de las placas Petri a una
temperatura de 37°C por 24y 48
horas.

[ Resultado de la infusion al 50% ]

[ Resultado de la infusiéon al 75% ]

——

[ Resultado del aceite esencial ] Resultado del control positivo y
negativo.
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