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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la capacidad inhibidora del colutorio a base de
latex de CROTON LECHLERI (sangre de grado) sobre la proliferacion de
Streptococcus mutans ATCC 25175 “in vitro”. Para el estudio microbioldgico se usé
latex de sangre de grado en diferentes concentraciones (100%,75% y 50%) se realizo
el método de difusion en agar; para esto, se elaboraron 20 placas Petri con agar BHI;
las cuales se dividieron en 4 por cada grupo de estudio. Las muestras se incubaron a
37°C, se registraron los halos de inhibicion después de las 24 y 72 horas. Se uso como
control positivo clorhexidina al 0.12 % para Streptococcus mutans ATCC 25175 y
agua destilada como control negativo. Los datos se analizaron en el programa SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) ademas se aplico la prueba estadistica T —
Student. Teniendo como resultados que la concentracion de sangre de grado al 100%
dio unos halos de 7.20 mm a las 24 horas y de 7.31mm a las 24 horas ;al 75% dio unos
halos de 6.41 mm a las 24 horas y de 6.51mm a las 48 horas ; al 50% dio unos halos
de 6.26 mm a las 24 horas y de 6.36 a las 48 horas; clorhexidina 0.12 % (control
positivo ) a las 24 horas dio unos halos de 25.21mm y 25.40 a las 48 horas , mientras
que el grupo expuesto a agua destilada (control negativo) no brindo halos de inhibicion
ni a las 24 ni 48 horas. Se llego a la conclusion que el colutorio a base de latex de
CROTON LECHLERI (sangre de grado) muestra una actividad inhibitoria “in vitro”
en cultivos de Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48 horas y que la

clorhexidina al 0.12% presente una superior actividad antibacteriana.

Palabras Claves: Croton lechleri, Streptococcus mutans, capacidad inhibitoria.



ABSTRACT

The objective of the study was to reveal the inhibitory capacity of CROTON
LECHLERI (sangre de Grado) latex-based mouthwash on the proliferation of
Streptococcus mutans ATCC 25175 "in vitro". For the microbiological study, grade
blood latex was used in different concentrations (100%, 75% and 50%); the agar
diffusion method was performed; for this, 20 Petri dishes were made with BHI agar;
which were divided into 4 for each study group. The samples were incubated at 37°C,
the inhibition halos were recorded after 24 and 72 hours. Chlorhexidine 0.12% was
used as a positive control for Streptococcus mutans ATCC 25175 and distilled water
as a negative control. The data was analyzed in the SPSS program, in addition, the T-
Student statistical test was applied. Having as results that the concentration of grade
blood at 100% gave halos of 7.20 mm at 24 hours and 7.31 mm at 24 hours; at 75% it
gave halos of 6.41 mm at 24 hours and 6.51 mm at 48 hours; at 50% it gave halos of
6.26 mm at 24 hours and 6.36 at 48 hours; 0.12% chlorhexidine (positive control) at
24 hours gave halos of 25.21mm and 25.40 at 48 hours, while the group exposed to
distilled water (negative control) did not give inhibition halos at 24 or 48 hours. It was
concluded that the latex-based mouthwash of CROTON LECHLERI (sangre de
Grado) shows an inhibitory activity "in vitro" in cultures of Streptococcus mutans
ATCC 25175 at 24 and 48 hours and that 0.12% chlorhexidine has an inhibitory

activity. superior antibacterial activity.

Keywords: Croton lechleri, Streptococcus mutans, inhibitory capacity.
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Introduccion:

Existen diferentes tipos de enfermedades que afectan a la cavidad oral, teniendo entre
las mas comunes la periodontitis y la caries dental, las cuales son producido por
diferentes microrganismos, teniendo como uno de los causantes al Streptococcus

mutans el cual aprovecha las condiciones del huésped para amplificar su dafio. (1)

La formacion de bolsas periodontales agrava la patologia, debido a que esto significa
un incremento de placa dura facilitando la aparicion de caries dental haciendo que el
uso del cepillado no sera suficiente para el tratamiento de esta enfermedad, haciendo
necesario realizar un tratamiento mecédnico con a la par de un tratamiento
farmacologico, sin embargo, la fitoterapia también se estd volviendo en una alternativa

de tratamiento, tanto en el ambito preventivo como curativo. (1,2)

Las plantas medicinales se han empleado durante afios para tratar diferentes dolencias,
convirtiéndose en una alternativa debido a su efectividad, bajo costo y si se usa

adecuadamente baja toxicidad. (2)

Crot6n lechleri (sangre de grado) es un arbol que crece en los tropicos de las amazonas
de América de sur, el cual contiene un latex de color rojo que es usado para diferentes

afecciones, como antibiotico, antiviral, cicatrizante entre otros usos. (2)

El objetivo del estudio fue dar a conocer la capacidad inhibidora del colutorio a base
de latex de CROTON LECHLERI (sangre de grado) sobre la proliferacion de
Streptococcus mutans ATCC 25175, debido a que no existen muchos estudios
cientificos que demuestren su efectividad, ademés de impulsar su uso como una

alternativa de tratamiento.
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CAPITULO 1.

1. EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

Dentro del ejercicio de la carrera nos topamos con todo tipo de enfermedades que
afectan a nuestros pacientes, siendo una de las mas comunes y resaltantes la caries
dental y la enfermedad periodontal, teniendo por tal motivo como principal tratamiento
el control de las diversas sepas bacterianas que las provoca teniendo como una de las
principales causantes al Streptococcus mutans. Si bien podemos realizar un
tratamiento farmacologico muchas veces estas bacterias adquieren una resistencia
antibacterial (1), razon por la cual nos obliga a buscar alternativas de tratamiento como

el usar productos naturales en este caso sangre de grados (Croton lechleri).

En el presente muchos profesionales recomiendan diversos medicamentos para tratar
estas patologias, sin tener en consideracion los efectos adversos o la resistencia que
podrian llegar ocasionar estos medicamentos, por lo que el uso de sustancias naturales
que tengan capacidad antimicrobiana son una opcion para tratar enfermedades
producidas por Streptococcus mutans (2). Peru presenta una gran biodiversidad de
plantas que son importantes en la medicina rural y entre ellas se ha podido verificar su
efectividad contra diversos organismos, controlando su inicio, proliferacion y hasta la
erradicacion de estos, una de estas plantas que se ha puesto aprueba en la presente

investigacion es la sangre de grado. (3)(4)(5).

Croton lechleri es cultivada en la amazonia del Pera. Existe un aproximado de 52
especies de esta especie. El latex de este arbol es llamado "Sangre de grado o drago",
contiene el alcaloide Proanticianidina oligomérica (SP-303) de accion antiviral y
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Taspina (accion cicatrizante). Algunas especies de esta familia presentan en su
composicion antraquinonas, triterpenoides, epoxiacidos grasos, acidos grasos

insaturados y agentes antitumorales. (6)

El latex del arbol de sangre de grado se usa en la medicina rural desde tiempos remotos
y en la actualidad se ha analizado y se ha llegado a la conclusion que tiene propiedades
cicatrizante y antiviral. Investigaciones in vitro demuestran que posee capacidad
inhibidora frente a diversos virus, incluyendo el virus de la hepatitis A y hepatitis B,

el virus de la influenza A, el virus de la para influenza y virus herpes. (7)(8)

Lazo chambilla, realizo un estudio en el 2007 sobre el extracto de croton lechleri para
la inhibicion de las bacterias generadoras de enfermedades periodontales, dando como
resultado que los pacientes tratados con croton lechleri tuvieron una reduccion en la
inflamaciéon 24 horas después de haber iniciado el tratamiento, obteniendo una

recuperacion del 57,3 % de la muestra a los 30 dias. (9)

Otro factor a tener en cuenta es que 5 de 11 especies de croton muestran capacidad

antimicrobiana generalmente para las sepas gram positivos. (10)

Teniendo esta realidad, el presente estudio trata de verificar la capacidad inhibidora de
bacterias de la sangre de grado (Croton lechleri) frente al stretococcus mutans y asi
poder tener un método seguro de poder eliminar este agente causal de tantas

enfermedades orales.
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1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general

(Cual es la actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton
lechleri frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el

ano 20227

1.2.2. Problemas especificos

e Cuadl es la actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton
lechleri en una concentracion de 100 % mediante el método de disco de
difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio
invitro en el afio 20227

e Cuadl es la actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton
lechleri en una concentracion de 75 % mediante el método de disco de
difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio
invitro en el afio 20227

e Cual es la actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton
lechleri en una concentracion de 50 % mediante el método de disco de
difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio
invitro en el afio 20227

e ,Cual es la concentracion minima inhibitoria del colutorio a base de latex
de Croton lechleri en la actividad antibacteriana mediante el método de
micro dilucion frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro

en el afio 20227
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1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1

Objetivo principal

e Determinar la actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton

lechleri frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el ano

2022.

1.3.2

Objetivo secundario

Determinar la actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de
Croton lechleri en una concentracion de 100 % mediante el método de disco
de difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio
invitro en el afio 2022.

Determinar la actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de
Croton lechleri en una concentracion de 75 % mediante el método de disco
de difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio
invitro en el afio 2022.

Determinar la actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de
Croton lechleri en una concentracion de 50 % mediante el método de disco
de difusion en agar frente al strefococcus mutans ATCC 25175, estudio
invitro en el afio 2022

Determinar la concentracion minima inhibitoria del colutorio a base de latex
de Croton lechleri en la actividad antibacteriana mediante el método de
micro dilucion frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro

en el afio 2022

15



1.4 Justificacion de la investigacién
1.4.1 Justificacion tedrica
El trabajo actual tendra un aporte al conocimiento con base cientifica, sobre el uso
de la sangre de grado frente a afecciones producidas por stretococcus mutans y esto
permitira futuras investigaciones en el area de la medicina natural
1.4.2 Justificacion metodologica
La siguiente investigacion es de diseflo experimental, de tipo longitudinal invitro,
por ello se realiz6 porque aportara a la comunidad odontoldgica alternativas de
tratamiento frente a las diversas enfermedades de cavidad oral, Ya en los ultimos
afos el mal uso de diferentes farmacos para poder controlar las infecciones de
diversos microorganismos ha generado diversas resistencias antimicrobianas ,
razon por la cual se hace necesario buscar otras formas de combatir estas afecciones
, por lo tanto este trabajo se hace necesario nos brindara la informacién sobre el
comportamiento del stretococcus mutans frente a la sangre de grado y de esa forma
ver su efectividad , para posteriormente ser utilizado como medio para combatir a
este agente microbiano y asi poder ayudar a la sociedad con los diversas
enfermedades que produce este agente microbiano a nivel oral .
1.4.3 Justificacion practica
El presente trabajo nos brindara una herramienta mas para poder combatir al
stretococcus mutans y de esta forma evitar el uso indiscriminado de antibidticos
que a la larga solo esta produciendo una resistencia antimicrobiana.

1.5 Limitaciones

El presente trabajo no presento limitaciones.
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CAPITULO II.

2. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

GALA (2020) Realizaron el siguiente estudio con el objetivo de demostrar el potencial
antimicrobiano in vitro del latex de croton gossypiifolius (sangre de grado) frente a
microorganismos asociados a diversas infecciones en seres humanos. Las bacterias que
se usaron fueron, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomona aeruginosa y el hongo Aspergillus niger. se utilizo la técnica de disco de
difusion en agar. Se cultivaron las bacterias y el hongo en agar nutritivo y saburoud
respectivamente en un tiempo y temperatura adecuado para cada especie. se observo
halos de inhibicion solo en las sepas de S.aureus , para poder cuantificar este efecto se
procedid exponer a esta sepa a diferentes concentraciones del latex de sangre de grado
(0.6,1.25,1.9,2.5y 3.3 )con un tiempo de 6 horas , se procedi6é a medir como unidades
formadoras de colonia por unidad de volumen (ufc/mL) los datos fueron analizados
mediante el programa SPPS dando como resultado que para 0,6% el crecimiento
promedio fue de 900 ufc/mL, y en concentraciones de 3,3 % fue de 10 ufc/mL. En
conclusion, el latex no mostro efecto inhibidor en las bacterias E. coli, K. pneumoniae
vy P. aeruginosa, ni en el hongo A. niger, pero si mostro inhibicion en las cepas de S.

aureus. (11)

CRUZ (2020) Realizo el siguiente estudio con el objetivo de determinar el efecto
inhibidor in vitro del latex de Croton lechleri en concentraciones de 100%, 50% y 25%
solo y en sinergia con amoxicilina y claritromicina, sobre Helicobacter pylori”. Para
esto se realizo cultivo de cepas de Helicobacter pylori y se utilizé la técnica de difusion

de discos en agar Mueller Hinton embebidos en latex de sangre de drago en
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concentraciones de 100%, 50 % y 25% solo y en conyugacion con claritromicina y
amoxicilina. Los resultados fueron apuntados en fichas y posteriormente se utilizé el
programa SPPS, teniendo como resultado que las muestras sangre de grado al 100%
formaron halos de inhibicion cuyos tamafios no se podian medir en la placa Petri, por
lo cual se expres6 como >90mm. La inhibicion con el latex de Croton lechleri al 50%
formé halos de 20.3 mm y en concentracion de 25 % no presento ningun halo de
inhibicion, por otro lado, se observo que existe aumento en el efecto inhibidor en la
sinergia entre sangre de grado mas amoxicilina mas claritromicina con 34,9 mm. En
conclusion, la sangre de grado en concentraciones de 100%, 50 % y en sinergismo con
amoxicilina y claritromicina presenta propiedades antibacterianas frente al

Helicobacter pylori. (12)

CHINININ (2018) Realizo el siguiente estudio con el objetivo de determinar el efecto
antibacteriano in vitro del latex de Croton lechleri (sangre de grado) frente a
Staphylococcus aureus. La poblacion estuvo constituida 06 placas conteniendo el cultivo
bacteriano de Staphylococcus aureus , Como medio de crecimiento bacteriano se
prepar6 Agar Miiller Hinton Los discos que se utilizaron, previamente fueron
embebidos con los 15 pL de los siguientes tratamientos: etanol 96°, eritromicina 15
pg, Croton lechleri al 50%, 70% y 100%, utilizdndose como disolvente etanol . , se
hicieron las mediciones de los halos de inhibicion y posteriormente fueron analizados
mediante el programa SPPS dando como resultado el promedio de los didmetros de los
halos de inhibicion bacteriana de 13; 14.83 y de 15.33 mm para sangre de grado a 50%,
70% y 100% de concentracion Asi también, los resultados indican que la mayor
actividad antibacteriana se observa en el tratamiento con eritromicina 15 pg, siendo el
promedio de sus didmetros de inhibicion de 28 mm Existe diferencia altamente

significativa entre los porcentajes de inhibicion promedio de los diferentes
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tratamientos, siendo el tratamiento optimo el latex Croton lechleri sangre de grado
puro con un 54.75 de porcentaje de inhibicion de cultivos de Staphylococcus

aureu.(13)

SEGURA (2018) realizo este estudio con el objetivo de determinar el efecto inhibidor
de la sangre de grado y de la ufia de gato in vitro sobre cepas de Porphyromona
Gingivalis. Para esto se usé diluciones de Sangre de grado y Ufia de Gato en
concentraciones de 100 % 75 % y 50% a la par se hizo dos controles, un control
positivo de clorhexidina 0,12% y como control negativo suero fisiologico. Se uso la
técnica de disco de difusion en agar , la poblacion de estudios fueron 15 cajitas petri
las cuales fueron cultivadas con cepas de Porphyromona gingivalis para luego
aplicarles sangre de grado y extracto de ufia de gato en diluciones de 50%, 75% y 100
% y clorhexidina como control positivo y suero fisioldgico como control negativo, los
halos de inhibicion fueron medidos y posteriormente analizados mediante el programa
SPPS dando como resultado que la dilucion de Sangre de grado en concentraciones
de 50% llega a formar un halo de 9mm, en concentraciones de 75% Y 100% presento
un halo de 7 mm. El extracto de Ufia de Gato en una concentracion de 75% y 100%
presento un halo de 8mm y en una concentracion de 50% presentan efecto inhibitorio
similar al suero fisiolégico. Dando conclusion que la sangre de grado tiene un efecto
inhibidor y en una concentracion de 50 %, 75% y 100% mientras que la ufia de gato

solo en concentraciones de 75% y 100%. (14)

AVILES (2018) Realizaron un estudio experimental con el objetivo de determinar la
actividad antibacteriana in vitro de Croton lechleri (sangre de grado) sobre

Streptococcus mutans™ para esto se utilizaron concentraciones al 50 %, 75% y 100%,
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como control negativo agua destilada y como control positivo clorhexidina al 0.12%,
se prosiguid a embeber los discos con latex de c. lechleri en concentraciones de
50%,75% y 100% con ayuda de una pipeta con una cantidad 20 puL. en cada disco
sobre colonias de s. mutans en agar Miiller , a las 48 horas se procedid a medir los
halos y analizarlos mediante el programa SPPS , teniendo como resultados que las
concentraciones al 75% y al 100% de C. lechleri demostraron tener actividad
antimicrobiana in vitro , mientras que la concentracion al 50% no demostr6é ninguna
actividad frente a sepas de S. mutans. En conclusion, el latex de C. lechleri puede ser
usado como una alternativa de tratamiento frente al S. mutans en concentraciones de

100% y 75 %. (15)

CAYO (2014) Realizo un estudio con el objetivo de hacer un analisis in vitro del
efecto antimicrobiano del croton lechleri (sangre de grado) sobre sepas de
Streptococcus mutans ,el grupo de estudio estuvo compuesta por 30 cultivos de
stretococcus mutans contenidas en Agar Miiller hinton , se us6é diversas
concentraciones de croton lechleri al 100% , 75 % y 40 % y se midieron los halos
alrededor de los discos sumergidos con cada una de las diferente diluciones sobre
cepas de Streptococcus mutans. Para examinar los resultados se uso el programa SPSS
el cual dio como resultados que las concentraciones de 100 % dio como resultados
unos 1.8 mm en sus halos de inhibicion y las de 75 % dio como resultado un valor de
1.1 mm en su halo de inhibicion sobre cultivos de sepas de Streptococcus mutans
mientras que el de 40 % no tuvo ningun efecto inhibidor sobre las sepas de
Streptococcus mutans. Llegando a la conclusion que si existe un efecto inhibidor de
la sangre de grado frente a sepas de Streptococcus mutans en concentraciones de 100%

y 75 %. (16)
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CORRALES (2013) Realizaron un estudio experimental con el objetivo de
determinar la capacidad antibacteriana in vitro del C. lechleri frente a bacterias
aerdbicas extraidas de ulceras cutaneas de los pacientes del centro de salud AGUA
DE DIOS (Colombia) para lo cual se aislo e identifico las cepas bacterinas presentes
en dichas lesiones cutdneas mediante el proceso automatizado de BBL-CystalTM, se
procedid a hacer las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana in vitro mediante las
pruebas de difusion en disco y difusion en pozo. Se llegaron aislar 7 especias
bacterianas de las muestras extraidas de las lesiones cutaneas, aparte se incluy6 como
control cepas de Staphylococcus aureus y de Escherichia coli. durante la ejecucion
de ambas pruebas se llegd a determinar qué tanto por la técnica de difusion de disco
y difusion en pozo el extracto etandlico de sangre de grado demostro tener un efecto
inhibidor, sobre todo en el segundo método. llegando a la conclusion que el C.
lechleri presenta un efecto inhibidor frente a las bacterias ubicadas en las ulceras
cutaneas sobre infectadas de los pacientes presente estudio, ratificando su efecto

antibacterial como en anteriores estudios. (17)

LAZO (2007) Realizo el siguiente ensayo clinico con el objetivo de determinar efecto
antimicrobiano del extracto de sangre de grado y del geranio en pacientes con
gingivitis gestacional, para lo cual se usé una muestra de 150 gestantes del centro de
salud “SAN BARTOLOME” con diagndstico de gingivitis asociado a la gestacion. Se
dividi6 en dos grupos de 75 cada uno, a uno se le hizo tratamiento mecanico mas la
aplicacion topica con extracto de sangre de grado, mientras que al otro se le hizo
tratamiento mecanico con topicacion con extracto de geranio, se les aplico el indice
gingival de Loe Y Silness. Se les realizo controles al ler dia, 3er dia, 7mo dia, y 30mo
dia para evaluar si habia alguna mejora con respecto a la gingivitis. Se uso como

instrumento el indice gingival de Loe y Silness , dando como resultado que a las 24 horas
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ambos grupos presentare una notable mejoria , teniendo una disminucion en el
sangrado y en el edema ,para el 30vo dia el grupo al cual se le aplico topicacion con
extracto de geranio presento una recuperacion del 57,3 % mientras que la de extracto
de sangre grado el 22,7 % ya no presentaba gingivitis y el 76,3% presentaba solo
gingivitis leve .teniendo como conclusion que ambos extractos son efectivos para el
tratamiento de enfermedades periodontales teniendo en cuenta que los que se trataron

con extracto de geranio presentaron mejores resultados. (9)

HUAPAYA (2003) Realizo el siguiente estudio con el objetivo de determinar el efecto
antibacteriano in vitro del latex de croton lechleri frente a sepas de escherichia coli,
pseudomona aeruginosa y staphylococcus aureus y hacer un control microbiolégico
sobre muestras de croton lechleri obtenidas en el comercio ambulatorio, para lo cual
se adquiri6o 50 muestras de diferentes lugares. Se realizo el recuento total de mesofilos
aerobios (RMA), recuento de coliformes fecales (RCF) recuento de coliformes totales
(RCT) y recuento de levaduras (RL) para ello se uso6 la técnica recuento de placa, para
poder realizarlos las muestras fueron procesadas como si fueran de una muestra de
agua, diluyéndolas con buffer fosfato a ph 7, siendo agregados en agar ATS
homogenizando con movimientos rotatorios y luego puestos a incubar a 35 grados por
24 horas. Los resultados fueron analizados por el programa SPPS , teniendo como
resultados que 24 muestras dieron recuentos mesofilos entre 10 y 100 UFC/ml y que
38 presentaron recuentos por encima de 100 UFC/ml, que 18% de las muestras dieron
positivo a coliformes totales, el 9 % a coliformes fecales y solo una de las muestras
presento recuentos de coliformes de 14 UFC/100 ml, 36 muestras dieron un recuento
de levaduras menores a 20 UFC/ml y solo 4 de ellas presentaron recuentos que
superaran el 66 UFC/ml. La capacidad inhibidora de bacterias se midi6 utilizando el

método de excavacion de placa de cultivo , las cuales estaban anticipadamente
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preparadas con microorganismos de escherichia coli, pseudomona aeruginosa y
staphylococcus aureus , se les aplico latex de sangre de grado en diferentes
concentraciones ( 10 %, 25%, 50% y 100 % ) también se hizo un control negativo con
suero fisioldgico y un control positivo con ciprofloxacina 5 mg/ml , las placas fueron
incubadas a 37 % por 24 horas al final se evalu6 los resultados mediante la medicion
en milimetros de los halo de inhibicion , observandose que solo en concentraciones de
100 % y 50 % de latex de sangro de grado halos de inhibicion comparados a los del
control positivo en las sepas de S.aureus y en menor grado de P.aeruginosa , mientras
que en cepas de E.coli no se observé halo de inhibicion. Como conclusion se puede
decir que la sangre de grado adquiridas en el comercio ambulatorio posee mayor
recuento bacteriano que las adquiridas del mismo lugar de produccion y que la sangre
de grados en concentraciones de 100 % y 50 % poseen una buena actividad inhibidora

bacteriana en gran positivos. (18)

TAMARIZ (2003) Realizaron un estudio con el objetivo de determinar la actividad
antibacteriana in vitro del latex de Croton Lecheri frente sepas de Helicobacter pylori”
para lo cual se trabajo con 41 cepas de H.pylori y con cuatro diferentes presentaciones
de sangre de grado( Latex de sangre de grado brindado por laboratorios Quimica Suiza,
latex obtenida en la Ciudad de Tarapoto y Sangre de grado comercial marca “Dragén”,
adquirida en una casa naturista del centro de Lima) se embebieron disco con las
diversas presentaciones adquiridas de sangre de grado sobre colonias de H. pylori ,
cuyos datos fueron analizados por el programa SPPS teniendo como resultado que las
muestras que la sangre de grado obtenida en los laboratorios de Quimica Suiza dieron
unos halos de 15,56 mm , por otro lado la sangre de grado obtenida de Tarapoto
produjo halos de 14.98 mm , la sangre de grado obtenida en un centro naturista

ambulatorio dio halos de 14,68 mm , al final la sangre de grado obtenida en una casa
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naturista en brefia dio como resultados unos halos de inhibicion de 14.22 mm . llegando
a la conclusion que el latex de sangre tiene efecto inhibidor frente a sepas de

helicobacter pylori. (19)

2.2 Bases teoricas

2.2.1 CAVIDAD ORAL

La cavidad oral humana es un complejo ecosistema compuesto por una gran cantidad
de especies de bacterias (20), razén por la cual diversos estudios reportan que las
bacterias estan relacionadas al inicio de las principales enfermedades orales como
caries dental y las enfermedades periodontales, sefialando que la acumulacion de
bacterias en las superficies dentales conocido como placa bacteriana son un factor

indispensable para el desarrollo de estas afecciones orales. (21)

2.2.2 CARIES DENTAL:

La caries dental es considerada una enfermedad infectocontagiosa multifactorial, siendo una
de las enfermedades mas frecuentes de la cavidad oral debido al consumo de azicares

fermentados. (22)

La caries provoca una destruccion focalizada de los tejidos duro, inducida por los acidos que
son producidos por microorganismos presentes en los depositos de alimentos que se
encuentran adherido a los dientes. Estos acidos son producto de una serie de procesos
metabolicos que se producen en la biopelicula que cubre el area afectada, originando de esta

manera el proceso carioso. (23)(24)
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2.2.2.1 Epidemiologia

La caries dental es una de las enfermedades con mayor incidencia a nivel mundial, llegando a

considerar un problema de salud publica sobre todo en paises latinoamericanos (25)

La OMS da a conocer que el 90% de la poblacion peruana esta afectado por una enfermedad

bucodental. (26)

De acuerdo con el MINSA (Ministerio de Salud del Pert), un estudio realizado en el afio 2012-

2014, arrojo como resultado una incidencia de caries global de 85.6%. (27)(28)

2.2.2.2 Etiologia

El factor etiologico de mayor relevancia para la formacion de caries es el consumo de

azucares.

La triada de Keyes establecida en 1960 nos plantea como factores etiologicos de la
caries dental tres agentes (Huésped, microorganismos y dieta) que interactiian entre si
a la cual se le agrego6 el factor tiempo, estos factores son fundamentales para el inicio

de la caries dental.

Se consideran a varios microorganismos, (Streptococcus Mutans, Lactobacillus y

Actinomyces ) como causantes del avance del proceso carioso.(29)
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2.2.3 SANGRE DE GRADO (CROTON LECHLERI)
2.2.3.1 Descripcion botanica del croton lechleri

Arbol de copa ancha, que logra llegar de 10 a 20 m de altura, con una raiz cilindrica
conica, axomorfica, con un peridermis formado por corcho. (30) La corteza del tallo
contiene abundantes lenticelas y el latex es de color rojizo de diferentes tonalidades.
(31) Sus hojas poseen un par de glandulas en la base de 20 a 12 cm de largo por 12 a
5 ¢cm de ancho, en las hojas mas jovenes son de color rosado, Fruto en forma de globo
encapsulado de 3 mm de largo y 4,5 mm de ancho, sus semillas son lisas con carincula

y endosperma oleaginoso. (32)
2.2.3.2 Habitat y distribucion

Se ubica en los tropicos y subtropicos de Sudamérica, crece silvestremente en las

montafias y regiones selvaticas; generalmente en bosques de mucha humedad. (32)
2.2.3.3 Ubicacion en el Peru

Distribuido en las amazonas a una altura de 705 a 1 660 msnm; en los departamentos
de San Martin, Amazonas, Cusco, Junin, Huanuco, Loreto y Madre de Dios, también
se encuentra en los valles de Oxapampa, Palcazli, Cacazl y Entaz del departamento de

Pasco. (32)
2.2.3.4 Composicion quimica

Corteza: conformada por esteroides, alcaloides (taspina) cumarinas, flavonoides,
taninos (54%), saponinas (menor concentracion), antocianinas, proantocianidina-1,
proantocianidina-4, proantocianidina SP303; antracenos; también se encuentra lactosa,

galactosa y ramnosa, triterpenoides, ademas compuestos fendlicos (acido galico) en
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un 4 %; posee vitamina A, E y C; &cidos organicos de caracter débil como el almidon,
celulosa, grasas, lignanos, mucilagos, proteinas, catequinas.

Hojas: alcaloides aporfina (taliporfina y glaucina) (33)

2.2.3.5 Farmacobotanica y farmacognosia

La corteza exuda un latex de color rojo de diferente tonalidad el cual vendria a ser el
farmaco; para la preservacion del latex, se suele adicionar aguardiente a razon de 50
mul de latex. Dentro de sus componentes podemos encontrar la taspina y su sal
clorhidrato, las cuales separadas del latex tienen una capacidad desinflamatoria. La

resina posee cualidades antisépticas y antiinflamatorias (33)

2.2.3.6 Usos medicinales

El latex se usa para el tratamiento de enfermedades estomacales como la diarrea
cronica, leucorrea; gastritis, tlceras, también se usa como estimulante de defensas del
organismo, para combatir afecciones bacteriales, virales y fungicas; para tratar
enfermedades como la influenza, herpes, anemias, uta, tuberculosis, resfriados, acné,
amigdalitis, gingivitis, cervicitis; para poder bajar de peso, controlar hemorragias,

antioxidante, antireumatico, antiinflamatorio y cicatrizante (34)

2.2.4 STREPTOCOCOS MUTANS

El Streptococcus mutans vendria a ser un coco Gram positivo, dispuesta en cadenas,
catalasa negativa, productora de 4cido lactico capas de variar de un medio de pH
7(neutro) a pH 4.2 en un periodo de 24 hrs. Streptococcus mutans se ha dividido en
diferentes grupos en base a sus propiedades inmunologicas, bioldgicas y genéticas.

Teniendo como habitat natural la cavidad oral. (35)
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El S. mutans tiene como caracteristica un corto efecto post-pH, el cual se describe
como el tiempo requerido para recupera su crecimiento habitual. Segun lo expresado,
no es raro que estas especies bacterianas alcancen rapidamente el pH critico 5.5

iniciando el proceso de desmineralizacion. (36)

2.2.4.1 Adquisicion Streptococcus mutans.

Se puede ubicar al S. mutans después de la erupcion dental primaria de forma
constante, lo cual se debe a su necesidad de un tejido duro no descamativo para su
desarrollo. Se considera como principal causante de adquisicion del S.mutans en la
infancia a la saliva de la madre. Diversos estudios han llegado a la conclusion que el
tiempo exacto de colonizacion es a los 2 afios y 2 meses de edad, periodo al cual se le
ha denominado “ventana de infectividad”. Es de suma importancia tener claro que el
S. mutans forma parte de la microflora oral, razon por la cual es habitual encontrarla

tanto en pacientes lesiones cariosas, como en pacientes sin caries. (37)

2.2.4.2 Factores de virulencia

Vendrian a ser aquellas caracteristicas que convierten a este microorganismo un

patogeno:

e Acidogénesis: Rapida metabolizacion de los azucares por la via glucolitica,
logrando asi el pH critico (4.5 —5.5)
e Acidofilia: La acidificacion del biofilm.

e Aciduricidad: cualidad de poder producir en un medio cuyo ph es bajo, acido.

(3%)
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2.3 Formulacion de la hipétesis

Hipoétesis general:

H1; Si hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton
lechleri frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el

ano 2022.

HO: No hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton
lechleri frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el

ano 2022.

Hipotesis especificas:

H1: Si hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de croton
lechleri en una concentracion de 100 % mediante el método de disco de
difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in
vitro en el afio 2022.

HO: No hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de
croton lechleri en una concentracion de 100 % mediante el método de disco
de difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in

vitro en el afio 2022.

H1: Si hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de croton
lechleri en una concentracion de 75 % mediante el método de disco de
difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in

vitro en el afio 2022.
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HO: No hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de croton
lechleri en una concentracion de 75 % mediante el método de disco de
difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in
vitro en el afio 2022.

HI: Si hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton
Lechleri en una concentracion de 50 % mediante el método de disco de
difusion en agar al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in vitro en

el afio 2022.

HO: No hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton
Lechleri en una concentracion de 50 % mediante el método de disco de
difusion en agar al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in vitro en

el afio 2022.

H1: En una concentracion minima del colutorio a base de latex de Croton
Lechleri, Si hay actividad antibacteriana mediante el método de micro
dilucion frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el

ano 2022.

HO: En una concentraciéon minima del colutorio a base de latex de Croton
Lechleri, No hay actividad antibacteriana mediante el método de micro
dilucion frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el

ano 2022.
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CAPITULO IIIL

3. METODOLOGIA

3.1. Método de la investigacion

Inductivo; ya que se necesita realizar un analisis de un fendémeno observado para

llegar a la conclusion.

3.2. Enfoque de la investigacion

Cuantitativo; ya que se busca recopilar datos y analizarlos utilizando un método

estadistico para sacar conclusiones.

3.3. Tipo de investigacion

Aplicada; ya que busca resolver un determinado problema, centrandose en la

busqueda del conocimiento para su posterior aplicacion.

3.4. Diseiio de la investigacion

El estudio es de disefio experimental; Porque se valorara el efecto de las variables,

donde el investigador manipula las condiciones de la investigacion.

longitudinal in vitro; Porque es un estudio en el cual se haran la recoleccion de

datos en dos momentos.

3.5. Poblacién y muestra

3.5.1. Poblacion

Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 adquiridas de un Laboratorio. Que
fueron empleadas para determinar la capacidad antibacteriana del latex de sangre de
grado en diferentes concentraciones 100%,75% y 50%, teniendo como control positivo

clorhexidina 0.12% y como control negativo agua destilada, las cuales constituyeron

31



un total de 20 placas Petri divididas en 4 placas por grupo de estudio, conteniendo 4

discos cada placa.

3.5.2. Muestra

La técnica de muestreo fue no probabilistica por conveniencia.

La muestra estuvo constituida por 20 placas Petri (cuatro placas por grupo)
Grupo de estudio: 12 placas

Croton Lechleri 100% 4 placas Petri (4 discos por placa)

Croton Lechleri 75% 4 placas Petri (4 discos por placa)

Croton Lechleri 50% 4 placas Petri (4 discos por placa)

Grupo de control: 8 placas

Control positivo; clorhexidina 0.12% 4 placas Petri (4 discos por placa)

Control negativo; agua destilada 4 placas Petri (4 discos por placa)

3.6. Variables y operacionalizacion

Variable independiente: Actividad antibacteriana del colutorio a base de
aceite esencial de croton lechleri.

Variable dependiente: Strepfococcus mutans.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES DEFINICION DIMENSION INDICADOR | ESCALA DE
MEDICION
VARIABLE La actividad del Croton Concentraciones
INDEPENDIEN lechleri, tiene
TE propiedades bactericidas, ,
100% 10 ul por Razoén
Actividad desinflamante,
, , » 75% cada disco
antibacteriana del | hemostatica y como
colutorio a base de | cicatrizante, untandolo 50% de papel
latex de croton directamente sobre la filtro
lechleri herida en la piel.
VARIABLE
DEPENDIENTE | Streptococcus mutans es
Streptococcus una bacteria Gram Formacion de halos Razon
Medicion de
mutans positiva, anaerobia facult | de inhibicion en el

ativa ubicada
generalmente en la boca ,
formando parte del

biofilm dental.

Tiempo.

los halos en

milimetros

con el vernier

de halos.
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3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1. Técnica

La técnica empleada fue la Observacion directa la que consistio en realizar 2
observaciones y medir los halos de inhibicion a las a las 24 y 48 horas luego losresultados

se registraron enla fichaderecoleccion dedatosy,luego, setrasladaron al informede ensayo.

3.7.2. Descripcion de instrumentos

e Documental: Fichas elaboradas especificamente para registrar los
milimetros de los halos, la cual estaba dividida por grupos de estudios

y numero de observaciones.
e Mecéanico: Vernier digital y/o regla milimétrica; aparato metalico que

sirve para hacer mediciones precisas

3.7.3. Confiabilidad

La confiabilidad mediante el programa alfa de Cronbach SPPS fue del 95 %, el

instrumento paso por un juicio de expertos.

3.8. Plan de procesamiento y analisis de datos

3.8.1 Plan de procesamiento

Procedimiento

Antibiograma: SQ-LE-001. Técnica de Kirby-Bauer. Método de disco de difusion en

agar.

a) Mcétodo de prueba El método aplicado para analizar la efectividad antibacteriana
fue el ensayo de antibiograma por la técnica de Kirby-Bauer (Método de disco de

difusién en agar) empleando discos antibiograma, los cuales estuvieron
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b)

d)

impregnados con las siguientes sustancias: Sangre de Drago 100%, sangre de
drago al 75 %, sangre de drago al 50%, digluconato de clorhexidina al 0.12% y

agua destilada.

Cepa bacteriana para el estudio: fue realizada con cepas estandar ATCC,
(American Type Culture Collection) implicada en la caries dental Streptococcus

mutans ATCC 25175.

Preparacion de medio de cultivo del Agar BHI, Se prepar6 LL agar BHI segtn las
instrucciones del fabricante, pesandolo en una balanza, e hidratandolo con agua
destilada y se autoclavo durante 15 minutos a 121 C. Luego, se procedi6 atemperar
en bafio termostatico a 45 C. Posterior a eso se colocd, en esterilidad, 100m1 de
fluconazol al 0.12 %, inmediatamente, en esterilidad, se deposité agar BHI en las
placas Petri a emplear en el ensayo. Se dejo solidificar por 15 minutos las placas
con dicho medio de cultivo para posteriormente ser utilizada en el ensayo
antibiograma y fueron rotulados segun las sustancias a ensayar y el nimero de
placa Petri. Se realizo la prueba de esterilidad de las placas de agar BHI

incubandolas a 37 C por 24 horas.

Reactivacion de la cepa y reconocimiento de Streptococcus mutans. El medio que se
utiliz6 para la reactivacion de Streptococcus mutans ATCC 25175 fue caldo BHI, el cual se
incubo a 37°C por el tiempo de 24 horas en anaerobiosis. Todo el procedimiento fue realizado
en condiciones estériles, pasando el tiempo mencionado, se procedié a sembrar el

microorganismo por la técnica de estriado y agotamiento en placas Petri de Agar BHI, las
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g)

cuales se incubaron por 24 horas a 37°C en anaerobiosis para la identificacion de las

colonias jovenes de S. mutans.

Preparacion del inoculo de Streptococcus mutans. Bajocondiciones estériles ycerca del
mechero bunsen, se tom6 una porcion de una colonia aislada y se inoculo en caldo BHI estéril
de SmL, se incubo a 37°C por 24 horas. A este cultivo en BHI se le estandarizo a una turbidez de

Mcfarland de 0,5, es decir, a 1,5 x10” UFC/mL.

Inoculacion de las placas con Streptococcus mutans. Una vez graduada la suspension del
inoculo, se toma un hisopo estéril y se humecta con cultivo en caldo BHI de Streptococcus
mutans a una turbidez de Mcfarland de 0,5 y se disemina con hisopo en las 20 placas Petri con
agar BHI a ensayar, las cuales se realizaron en cuatro direcciones sobrepuestas para asegurar
la presencia de Streptococcus mutans en toda la placa Petri. Luego, se procedio a rotular, las
sustancias de prueba como Sangre de Drago 100%, sangre de drago al 75%, sangre de drago al

50%, digluconato de clorhexidina al 0.12% y agua destilada.

Colocacion de los discos antibiograma y la sustancia de prueba. Se procedio a la
colocacion de los discos antibiograma, depositando, con pinza estéril, los discos antibiograma
en las 24 placas de agar BHI inoculadas con Streptococcus mutans. El namero de discos
antibiograma, por placa y por sustancia de prueba, se debe al tamafio de los halos de inhibicion
vistos en los ensayos previos. Luego se procedio a trabajar con los grupos de placas por
sustancia de prueba ya determinados enlos rotulos. Se deposito con micropipeta, encada disco
antibiograma, 15uL de cada sustancia de prueba: Sangre de grado 100%, sangre de grado al
75%, sangre de grado al 50%, digluconato de clorhexidina al 0.12% y agua destilada, lascuales

estan en el rotulo de las placas. Luego, se dejaron reposar 30 minutos y se
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colocaron en jarras herméticas en las cuales se produjo anaerobiosis por la
generacion de didxido de carbono (CO2) por la combustion de una vela. Estas
jarras fueron colocadas en la incubadora a una temperatura de 37 C por un tiempo
de 24 y 48 horas. El desarrollo de todo el procedimiento microbiologico del ensayo
se realiz6 dentro de un area de 10 centimetros de radio alrededor de la llama del
mechero de bunsen.

h) Lectura de resultados: Medicion de halos de inhibicion de sustancias de prueba frente a
Streptococcus mutans. Después de 24 y 48 horas de incubacion, las placas fueron
examinadas y se procedio a la lectura por cada periodo de tiempo, con ayuda de un
contador de colonias (de fondo oscuro y con iluminacion en la base de placa), de los
diametros de los halos de inhibicion frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, los cuales
fueron medidos con una Regla de Vernier, la cual nos brindo medidas individuales de los
halos (en milimetros) formados alrededor de cada discos embebidos con cada sustancia de
prueba en las placas con cultivo.

i) Registro de resultados. Se registraron los resultados en la ficha de recoleccion de datos

y,luego, setrasladaron alinforme deensayo.

Concentracion minima inhibitoria SQ-LE-0Z5. Determinacion de sensibilidad a los

antimicrobianos por el método de macro dilucion en caldo. (Técnica cualitativa)

A. Serealiza diferentes concentraciones de sangre de drago a 12.5%, 25%, 50%, 75%
y 100% en tubos de ensayo con 2ml de caldo BHI. Se realizo controles positivos
(caldo BHI +Streptococcus mutans ATCC 25175) y negativo (Caldo BHI + sangre
de grado). Luego, se siembra, en cada tubo de las diferentes concentraciones y en
el control positivo, 100ul. de Streptococcus mutans ATCC 25175 a una

concentracion de 0.5 de escala de turbidez de McFarland, lo equivalente a 1,5 x
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10> UFC/mL. Estas diluciones y controles con el microbio en estudio se colocan
en jarras herméticas de anaerobiosis y se incuban a 37°C por 24 horas.

B. Luego de la incubacion, se traslada de cada tubo, por duplicado, 10uL de cultivo
a tubos rotulados con caldo BHI de 2mL, también se siembra un tubo para control
positivo y otro tubo como control negativo. Se incuban por 24horas a 37°C en
anaerobiosis.

C. Posterior a la incubacion, en el control positivo, se debe observar turbidez y el
control negativo debe estar traslucido. Por otro lado, las diluciones con sangre de
drago y Streptococcus mutans se observara lo siguiente: aquella dilucion o la
mayor dilucion en la que no haya turbidez en el caldo BHI, esta dilucion se

considerard como la concentracién minima inhibitoria o bactericida.

3.8.2 Analisis de datos

Una vez que se ejecutd la recoleccion de datos debidamente con la ayuda de las
herramientas fueron sujetas a los requisitos estadisticos. Se confeccionaron en el
paquete estadistico IBM SPSS Statistic 24 en espafiol con el software Windows 10.
De esta manera, se utiliz6 la prueba de ANOVA, en cada uno de los grupos que
presentaron una distribucion normal para las muestras relacionadas, comparando las
medias entre las concentraciones del latex de lechleri (sangre de grado) (50%,75% y
100%), el control negativo (Agua destilada) y el control positivo (Clorhexidina 0.12

%) y la prueba Kruskal Wallis, para los grupos que no presentaron distribucién normal.

Se ordenaron los datos y se presentaron en tablas y en graficos estadisticos para su
respectiva interpretacion y analisis, teniendo en cuenta un nivel de significancia

estadistica (p&lt;0.05).

38



Se realizo el analisis de los datos a través del calculo de medidas de tendencia central

y de dispersion.

3.9 Aspectos éticos

Debido a que la investigacion fue In vitro, no necesito de un consentimiento informado

ya que no se experimentara en humanos debido a que usara cepas bacterianas.
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CAPITULO 1V.

4.PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1 Resultados
RESULTADO GENERAL
e Si hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton

lechleri frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el

ano 2022.

Tabla 1. Resultados de los halos de inhibicion de las concentraciones de sangre de Drago (100%,
75% y 50%), digluconato de clorhexidina 0.12% y agua destilada frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas en agar BHI

ANTIBIOGRAMA
Réplicas de Halo deinhibitionfrenteStreptococcusmu/ansATCC25175(’)enmilimetros(mm)enagarBHI
Anfibiograma ¥1: Sangre de Drago CONTROL + CONTROL -
_ I Dicluconatode :Aqua destilada
100% Dilucién 75°% Dilucién 50% 12
Clorhexidina 0.12%
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
1 8.9 9.0 6.2 6.3 6.4 6.5 28.6 28.9 0 0
2 7.9 8.0 6.3 6.5 6.0 6.1 26.7 27.0 0 0
3 7.2 7.3 6.2 6.3 6.1 6.2 24.0 24.2 0 0
4 6.3 6.4 6.0 6.1 6.2 6.3 24.2 24.3 0 0
5 6.9 7.0 6.5 6.6 6.0 6.1 23.8 23.9 0 0
6 7.2 7.3 6.1 6.1 6.3 6.4 25.5 25.7 0 0
7 7.8 8.0 6.3 6.4 6.0 6.1 26.8 27.0 0 0
8 6.5 6.6 6.1 6.2 6.8 7.0 26.5 26.7 0 0
9 7.3 7.4 6.2 6.3 6.1 6.2 26.8 27.0 0 0
10 7.9 8.0 6.3 6.4 6.0 6.1 23.9 24.1 0 0
11 8.1 82 8.7 8.9 6.9 7.0 21.5 21.7 0 0
12 6.4 6.5 6.0 6.1 6.1 6.1 23.8 239 0 0
13 6.3 6.4 6.5 6.6 6.0 6.1 23.6 23.7 0 0
14 6.8 7.0 6.9 7.0 7.0 72 21.5 21.7 0 0
15 6.7 6.8 6.3 6.4 6.0 6.0 31.1 314 0 0
16 7.0 7.1 59 6.0 6.2 6.3 25.0 252 0 0

Segun la tabla 1, se puede observar que existe diferencias entre las lecturas de los
halos de inhibicion de las concentraciones de sangre de Drago (100%, 75% y 50%),
digluconato de clorhexidina 0.12% y el control negativo agua destilada
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Grifico 1. Medias de halos de inhibicion frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 en milimetros

(mm) a las 24 y 48 horas en agar BHI
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Segtn grafico 1, se puede observar que la diferencia de las medias de los resultados de los
halos de inhibicion frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 24
y 48 horas de incubacion en agar BHI dando como resultados superiores a 0 por lo que se
puede decir que si existe un efecto inhibitorio.

RESULTADOS ESPECIFICOS

e Si hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de croton
lechleri en una concentracion de 100 % mediante el método de disco de
difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in

vitro en el afio 2022.

Tabla 2, Comparacion de las mediciones de los halos de inhibicion frente Streptococcus
mutans ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas de sangre de grado 100%.

N Media | Desviacion minimo Maximo
estandar

Agua destilada (24hrs) 16 0 0 0 0
Clorhexidina 0,12 % (24hrs) 16 25.20 2.49 21.50 31.10
Sangre de grado 100% (24hrs) 16 7.20 0.74 6.30 8.90
Agua destilada (48hrs) 16 0 0 0 0
Clorhexidina 0,12 % (48hrs) 16 28.40 2.54 21.70 31.40
Sangre de grado 100% (48hrs) 16 7.31 0.74 6.40 9

Segun tabla 2, se puede observar que los valores minimos, maximo y media de los conjuntos
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de resultados de las sustancias de prueba son mayores y difieren de cero, por lo cual, se puede
decir que las tres sustancias de prueba y el control positivo tienen efecto antibacteriano frente
a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Grafico 2 comparacion de las medias de halos de inhibicion con una concentracion al 100 %, agua
destilada (control negativo) clorhexidina 0.12% (control positivo) en milimetros (mm) a las 24 y 48

horas
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Segun grafico 2, se puede observar que la diferencia de las medias de los resultados de los halos de
inhibicion del colutorio a base de sangre de grado en una concentracion al 100 %, agua destilada y
clorhexidina al 0.12 % frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 24 y 48
horas de incubacion en agar BHI. Se evidencia que el halo de inhibicion del colutorio de sangre

de grado es mayor al del agua destilada.

e Si hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de croton
lechleri en una concentracion de 75 % mediante el método de disco de difusion
en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in vitro en el afo

2022.

Tabla 3 Comparacion de las mediciones de los halos de inhibicion frente Streptococcus
mutans ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas de sangre de grado 75%.

N Media | Desviacion minimo Maximo
estandar

Agua destilada (24hrs) 16 0 0 0 0
Clorhexidina 0,12 % (24hrs) 16 25.20 2.49 21.50 31.10
Sangre de grado 75% (24hrs) 16 6.40 0.65 5.90 8.70
Agua destilada (48hrs) 16 0 0 0 0
Clorhexidina 0,12 % (48hrs) 16 28.40 2.54 21.70 31.40
Sangre de grado 75% (48hrs) 16 8.51 0.68 8 8.90
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Segun tabla 3, se puede observar que los valores minimos, maximo y media de los conjuntos de
resultados de las sustancias de prueba son mayores y difieren de cero, por lo cual, se puede decir que
las tres sustancias de prueba y el control positivo tienen efecto antibacteriano frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Grafico 3 comparacion de las medias de halos de inhibicion con una concentracion al 75 %, agua
destilada (control negativo) clorhexidina 0.12% (control positivo) en milimetros (mm) a las 24 y 48

horas
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Segun grafico 3, se puede observar que la diferencia de las medias de los resultados de los
halos de inhibicion del colutorio a base de sangre de grado en una concentracion al 75 %, agua
destilada (control negativo) y clorhexidina 0.12 % (control positivo) frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas de incubacion en
agar BHI. Se evidencia que el halo de inhibicion del colutorio de sangre de grado es mayor al
del agua destilada.

e Si hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de croton
lechleri en una concentracion de 50 % mediante el método de disco de difusion
en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in vitro en el afio

2022.

Tabla 4, Comparacion de las mediciones de los halos de inhibicion frente Streptococcus mutans
ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas de sangre de grado 50%.
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N Media | Desviacion Minimo Maximo
estandar

Agua destilada (24hrs) 16 0 0 0 0
Clorhexidina 0,12 % (24hrs) 16 25.20 2.49 21.50 31.10
Sangre de grado 50% (24hrs) 16 6.25 0.34 6 7

Agua destilada (48hrs) 16 0 0 0 0
Clorhexidina 0,12 % (48hrs) 16 28.40 2.54 21.70 31.40
Sangre de grado 50% (48hrs) 16 6.36 0.37 6 7.20

Segtin tabla 4, se puede observar que los valores minimos, maximo y media de los conjuntos de
resultados de las sustancias de prueba son mayores y difieren de cero, por lo cual, se puede decir que
las tres sustancias de prueba y el control positivo tienen efecto antibacteriano frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Grifico 4 Medias de halos de inhibicion con una concentracion al 50 % en milimetros (mm) a las 24 y
48 horas
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Segun grafico 4, se puede observar que la diferencia de las medias de los resultados de los
halos de inhibicion del colutorio a base de sangre de grado en una concentracion al 50 %, agua
destilada y clorhexidina 0.12 % frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 en milimetros
(mm) a las 24 y 48 horas de incubacion en agar BHI. Se evidencia que el halo de inhibicion
del colutorio de sangre de grado es mayor al del agua destilada.

e la concentracion minima inhibitoria del colutorio a base de latex de Crotdén
lechleri en la actividad antibacteriana mediante el método de micro dilucidén
frente al Streptococcus mutans ATCC 25175 fue la del 100 %, estudio invitro

en el afio 2022.

44



Tabla 5. CONCENTRACION MININA INHIBITORIA.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Determinacion sensibilidad de Streptococcus mutans ATCC 25175 frente a cinco (05)
concentraciones de Sangre de Grado

REPLICAS 100 % 75% 50 % 25 % 12.5 %
1 *) *) *) ™) ™)
2 *) *) *) ™) ™)

(*): No hay turbidez en caldo BHI. (+): Sihay turbidez en caldo BHI

Seglin tabla 3, la concentraciéon minima inhibitoria frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 se
presenta para la concentracion de 100%, puesto que no se evidencio turbidez (crecimiento bacteriano)
en el tubo de ensayo. Por otro lado, para las concentraciones de 75%, 50%, 25% y 12,5%, no se
evidencid efecto inhibitorio frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 en los tubos de ensayo, los
cuales presentaban turbidez, es decir, crecimiento bacteriano.

Tabla 6. concentracion minima bactericida

CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

Determinacion sensibilidad de Streplococcus mutans ATCE 25175 (") frente a cinco (05)
concentraciones de Sangre de Drage en UFC
Réplicas
100% Diluckén Dilucion Dilucidn Dilucion Control Control
T5% 0% 25% 12.5% Positive | Negativo
1 ] 4 £ 15 47
7 0 5 2 21 g5 | Mcomtable | 0

(*} Concentracion de Streptococcus mutans ATCC 25175 es de 1,5 x 108UFC/mL (0,5 de estandar de McFarl

Seglin tabla 6, la concentracion minima bactericida frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 se
presenta para la concentracion de 100%, puesto que no se evidencié crecimiento de unidades formadoras
de colonias en la placa Petri. Por otro lado, para las concentraciones de 75%, 50%, 25% y 12,5%, no se
evidencio efecto bactericida frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 en las placas Petri, los cuales
presentaban unidades formadoras de colonias, demostrando crecimiento bacteriano.

4.1.1. Analisis de resultados

Determinar la actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton lechleri

frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el afio 2022.
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Conclusion:

e Segun la tabla 1 el colutorio a base de latex de croton lechleri si tuvo un

efecto inhibitorio.

Determinar la actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton lechleri
en una concentracion de 100 % mediante el método de disco de difusion en agar frente

al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el afio 2022.

Conclusion:

e Segun la tabla 2 el colutorio a base de latex de croton lechleri si tuvo un efecto

inhibitorio, segun la tabla 6 el efecto inhibitorio fue absoluto.

Determinar la actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton lechleri
en una concentracion de 75 % mediante el método de disco de difusion en agar frente

al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el afio 2022.

Conclusion:

e Segun la tabla 3 si hubo un efecto inhibitorio del latex de croton
lechleri a 75% frente a Streptococcus mutans, segun la tabla 6 fue
parcial, puesto que hubo crecimiento en caldo BHI, presentd recuento
en placa.

Determinar la actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton lechleri
en una concentracion de 50 % mediante el método de disco de difusion en agar frente

al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el afio 2022.

Conclusion:

e Segun la tabla 4 si hubo un efecto inhibitorio del latex de croton

lechleri a 50% frente a Streptococcus mutans, segun la tabla 6 fue
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parcial, puesto que hubo crecimiento en caldo BHI, present6 recuento

en placa.
Determinar la concentracion minima inhibitoria del colutorio a base de latex de Croton
lechleri en la actividad antibacteriana mediante el método de micro dilucion frente al

Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el ano 2022.

Conclusion:

e Segun la tabla 5 y 6, la concentracion minima inhibitoria de sangre de

Drago frente a Streptococcus mutans fue 100%.

4.1.2. Contrastacion de hipotesis

Para la contrastacion de hipdtesis se aplicod la prueba estadistica de T de studen, la
utilizacion de esta herramienta es la adecuada para este tipo de estudio debido a las
variables, se siguié el procedimiento general realizando una prueba general de una
hipotesis y la decision se tom6 tomando el método general con la verificacion del uso

del método del valor de probabilidad P comparado con el valor de significancia 0.05.

1 HIPOTESIS GENERAL

1. Prueba de hipdtesis

H1; Si hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton
lechleri frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el

ano 2022.

HO: No hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton
lechleri frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el

ano 2022.
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2. Elegir el nivel de significancia 0.05 y se calcula la prueba estadistica.

X

N=
V(ny +01np)d

3. decision: Segun los resultados obtenidos en la estadistica se rechaza la hipotesis

nula y la alterna es valida
4. conclusion:

El valor minimo, méaximo y la media del conjunto de halos de inhibicion de la sangre de Drago,
en sus diferentes concentraciones, son mayores y difieren de cero. Por lo cual, existe actividad

antibacteriana del colutorio a base de latex de Croton lechleri frente a Streptococcus mutans.

2 HIPOTESIS ESPECIFICAS
1. Prueba de hipétesis

e HI: Si hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de croton
lechleri en una concentracion de 100 % mediante el método de disco de
difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in
vitro en el afio 2022.

e HO: No hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de
croton lechleri en una concentracion de 100 % mediante el método de disco
de difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in

vitro en el afio 2022.

2. Elegir el nivel de significancia 0.05 y se calcula la prueba estadistica.

o z a

V(ny +01ny)d

3. decision: Segun los resultados obtenidos en la estadistica se rechaza la hipotesis

nula y la alterna es valida

4. conclusion:
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El valor minimo, maximo y la media del conjunto de halos de inhibicion de la sangre de grado
son mayores y difieren de cero. Por lo cual, existe actividad antibacteriana del colutorio a base

de latex de Croton lechleri frente a Streptococcus mutans.

e HI: Si hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de croton
lechleri en una concentracion de 75 % mediante el método de disco de
difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in
vitro en el afio 2022.

e HO: No hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de
croton lechleri en una concentracion de 75 % mediante el método de disco
de difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in

vitro en el afio 2022.

2. Elegir el nivel de significancia 0.05 y se calcula la prueba estadistica.

Zu

N=
V(ng +01n,)d

3. decision: Segun los resultados obtenidos en la estadistica se rechaza la hipotesis

nula y la alterna es valida

4. conclusion:

El valor minimo, maximo y la media del conjunto de halos de inhibicion de la sangre de grado
son mayores y difieren de cero. Por lo cual, existe actividad antibacteriana del colutorio a base

de latex de Croton lechleri frente a Streptococcus mutans.

e HIl: Si hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de croton
lechleri en una concentracion de 50 % mediante el método de disco de
difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in

vitro en el afio 2022.
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e HO: No hay actividad antibacteriana del colutorio a base de latex de
croton lechleri en una concentracion de 50 % mediante el método de disco
de difusion en agar frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in

vitro en el afio 2022.

2. Elegir el nivel de significancia 0.05 y se calcula la prueba estadistica.

3. decision: Segun los resultados obtenidos en la estadistica se rechaza la hipotesis

nula y la alterna es valida

4. conclusion:

El valor minimo, maximo y la media del conjunto de halos de inhibicion de la sangre de grado
son mayores y difieren de cero. Por lo cual, existe actividad antibacteriana del colutorio a base

de latex de Croton lechleri frente a Streptococcus mutans.

e HI: En una concentracion minima del colutorio a base de latex de Crotdn
Lechleri, Si hay actividad antibacteriana mediante el método de micro
dilucion frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el

ano 2022.

e HO: En una concentracion minima del colutorio a base de latex de Crotdn
Lechleri, No hay actividad antibacteriana mediante el método de micro
dilucion frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio invitro en el

afno 2022.
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2. Elegir el nivel de significancia 0.05 y se calcula la prueba estadistica.

3. decision: Segun los resultados obtenidos en la estadistica se rechaza la hipotesis

nula y la alterna es valida

4. conclusion:

la concentracion minima bactericida frente a Streptococcus mutans se presenta para la
concentracion de 100%, puesto que no se evidencié crecimiento de unidades

formadoras de colonias en la placa Petri.

4.2. Discusion de resultados

Las lesiones cariosas son de origen bacteriano, de caracter multifactorial, que causa el
deterioro de las estructuras dentales, teniendo como un principalmente causante al
Streptococcus mutans; El Streptococcus mutans es sensible ante la presencia de la
clorhexidina sin embargo en el presente trabajo se buscO otras alternativas de
tratamientos, para lo cual se escogio el latex de sangre de grado como una posible

alternativa.

Aligual que la investigacion que realizo CAYO C, este estudio determiné que el aceite
el latex de la sangre de grado (c. lechleri) en una concentracion al 100% posee una
capacidad inhibidora bacteriana in vitro sobre las cepas de bacterias Streptococcus
mutans, por medio de un ensayo microbioldgico de Agar en pozo, Mientras que las

concentraciones de 75% y 50 % no llegaron a tener resultados relevantes concordando
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con la investigacion de AVILES H, mientras que en la investigacién de CAYO C. la
concentracion de sangre de grado presento halos de 1.7 mm en una concentracion de
100% y no presentando halos en concentraciones menores del 40%, en esta
investigacion obtuvimos en concentraciones de 100 % halos de 7.3 mm y en

concentraciones de 50 % halos de 6.2 mm.

Este estudio permite demostrar la propiedad antibacteriana de la sangre de grado (c.
lechleri) en presencia de uno de los principales microorganismos que provocan la
enfermedad periodontal concordando con la investigacion de LAZO J. y TAMARIZ
J. sobre la eficacia del latex de croton lechleri como alternativa de tratamiento contra
el Streptococcus mutans. Ademas, teniendo en consideracion la gran aceptacion de la
medicina rural por la poblacion y de acuerdo a las conclusiones se podria tener en

consideracion dentro de las medidas de prevencion a la sangre de grado (c. lechleri).

52



CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e El colutorio a base de latex de Croton lechleri frente al Streptococcus mutans
ATCC 25175 posee actividad antibacteriana, estudio invitro en el afio 2022.

e El colutorio a base de latex de Croton lechleri en una concentracion de 100 %
mediante el método de disco de difusion en agar frente al Streptococcus mutans
ATCC 25175 posee actividad antibacteriana, estudio invitro en el afio 2022.

e El colutorio a base de latex de Croton lechleri en una concentracion de 75 %
mediante el método de disco de difusion en agar frente al Streptococcus mutans
ATCC 25175 posee actividad antibacteriana, estudio invitro en el afio 2022.

e El colutorio a base de latex de Croton lechleri en una concentracion de 50 %
mediante el método de disco de difusion en agar frente al Streptococcus mutans
ATCC 25175 posee actividad antibacteriana a las, estudio invitro en el afio
2022.

e La concentracion al 100 % del Croton lechleri es la concentracion minima
inhibitoria del colutorio a base de latex de Croton lechleri en la actividad
antibacteriana mediante el método de micro dilucion frente al Streptococcus

mutans ATCC 25175, estudio invitro en el afio 2022.
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5.2 Recomendaciones

1. Proseguir con la investigacion del latex de sangre de grado (c. lechleri) debido a su
a su capacidad inhibitoria frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 en un

estudio “in vivo”.

2. Deberia evaluarse la capacidad inhibitoria del latex de sangre de grado (c. lechleri)
frente a diversas bacterias (Gram positivas y Gram negativas) para que de esta forma
se cubrira la gran mayoria del espectro bacteriano, frente a bacterias que hacen
presencia clinicamente en la cavidad oral; para que logre ser una opcion de tratamiento

natural.

3. Desarrollar diversas investigaciones comparativas entre las diversas especies de

sangre de grado.
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ANEXO 1

CARTA DE PRESENTACION

Mgtr/Doctor: MG. ESP.

Presente

Asunto: VALIDACION DE INSTRUMENTOS A TRAVES DE JUICIO DE

EXPERTO.

Es muy grato comunicarme con usted para expresarle mi saludo y asi mismo, hacer
de su conocimiento que, siendo estudiante del programa de titulacion de bachilleres
de otras universidades, requiero validar los instrumentos con los cuales recogeré la
informacion necesaria para desarrollar mi investigacion y con la cual optaré el grado

de cirujano dentista.

El titulo nombre de mi proyecto de investigacion es: “ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL COLUTORIO A BASE DE LATEX DE CROTON
LECHLERI Y EL STRETOCOCCUS MUTANS ATCC 25175” y siendo

imprescindible contar con la aprobacion de docentes especializados para aplicar los
instrumentos en mencion, he considerado conveniente recurrir a Usted, ante su

connotada experiencia en temas de



El expediente de validacion que le hago llegar contiene:

- Carta de presentacion.

- Definiciones conceptuales de las variables y dimensiones.

- Matriz de operacionalizacion de las variables.

- Certificado de validez de contenido de los instrumentos.

Expresandole los sentimientos de respeto y consideracion, me despido de Usted, no

sin antes agradecer por la atencion que dispense a la presente

Atentamente,

ROBERT BENJAMIN ASTUDILLO AQUINO

Nombre y Firma

D.N.1:47570408
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VALIDACION DE INSTRUMENTO

. DATOS GENERALES

Anexo 3

Validacion de instrumento

1.4 Apellidos y Nombres del Experta: CD Mg Carlos Javier Arauzo Sinchez

1.2 Cargo e Institucién donde labara: Docente de la UPNW

1.3 Nombre del Instrumento motive de evaluacion: tabla de recolecidn de datos

1.4 Autor(es) del Instrumento: ROBERT ASTUDILLO AQUING

1.5 Titulo de la Investigacién: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL COLUTORIO A
BASE DE LATEX DE CROTON LECHLERI Y EL STRETOCOCCUS MUTANS

ATCC 251757

Il. ASPECTO DE LA VALIDAGION
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V. OPINION DE APLICABILIDAD:

Proyecin de invesigacidn apécable

Lima, 07 de febrero del 2021

Firma y selle



Validacion de instrumento

VALIDACION DE INSTRUMENTD

I DATDE GEMERALEY Coaficiants e Validar = (1441 + (24E) + 1SN0 + (400 + (S4E) =

1.1 Apelligos y Nomibras gl Experio: ALVANY BUABNAEAR PABLD CEEAR

1.2 Garga o Incirtucion donds labora: UNIVERIOOD FRIVADA NORBERT WIENER
NI CALIFICACION GLOBAL (Ubigus = oosicients e vl 0enid &0 ITEnvein nespect ¥ MARue 0N i

1.2 Nombre dal tabia da danes
s il Bmodisdny

1.4 Autorfac) del Instrumenda: ROBERT ASTUDILLD A2URC| =
1.5 THula de be mvmctiossisns “ACTIVIDAD ANTIHACTERIANA DEL COLUTORIO A

BASE DE LATEX DE CROTON LECHLERL Y EL STRETOUCGOCUS MUTANS Caleguoria

ATCC 28078 Desaniobads ¢
Il. & 3FECTO DE LA VALIDACION Sbsersado - —

Tiprobado X

CIEnOE

. OFIHION DE APLICASILIDAD:

L CLAMmAL

2. ORI VAL
EE APLICAELE

2 ATIUALEIAD

X SABADC, 28 de marzo dal 20

2, sUCIENDA

: Touol FAeds 5

. INIENCIONALILAL

MQ.CD. FAELD ALVAN JUAINAEAR

. CuREE IENDA

. CUERENTIA

2. WE DDA

PR

TOWIET TDTAL OE MATICAS

s an cieta e s it S

Vi



Validacion de instrumento

VALILALIIN Uk IN5 | IEIMERT D

L LAIOS SENEMALES

1.1 Apslliou v Mombred del Exgerin: HUAYLLAYS PAIEDEY, SE1LAHE
1.2 Curyn o instriusss dends b U VERSIDAD NOREERT WIENER

1.3 Komirs Sul Inutremanio mosws de svalmcss: il de recoheccstn de deios
1.4 Autoriwa) el Instramemin: ROGEAT ASTLGILLG ALK

15 Ieuio g e et

CATIMILAL AN ISACIERISNA DEL CTOLUIDMI A BASE Ut

LA 1=K OF CIRD1 0K LsthLES ¥ EL SHE I OOUOEUS MU LARS AICE 291787
IL ABFECTD IDE LA VALIDACION

pr— T [ T | R s
PSP ol vkt o g
s
FRErare e
4 I UALIIAL o ™
TNFCAREACTN | Eoats i s Foget
2SI
N ERCIOHALILAD
T. CUNSEIENDA X
L UUHEMERELE X
IO, X
L PEILINENCA X
TONTES TOTACTE
inishcis el vt e ek o s bk g w
I
) =3 T 1] E
Couhcremte de Valider = 8L # (2O ¢ CaCI+ g # (8] -
)
L CALFICACIIN GLOBAL 1UEga0 8 soalars o8 vides cErds 07 N PArais anessss | =B Tsl 220 L

e —

Cabupera

i —

Titeraain
Fprobada s 3

v, UPIRION e ALICABILIAL:

Lorma, 31 e anwea del 2T

vii




Ry

Univarsidad
Skt Wierier

L DATOS GENERALES

1.1 Apailidos y Nombres dal Expenic: Dr. Carles Ensiqus Guillin Galarea

Validacion de instrumento

WALNDACION DE INSTRUMENTO

1.2 Carg latsora:

1.3 Nombre del Instrumento metive B avaluaciin: 1t 0o recooccion de datos

1.4 Aaories) dal Instrumanto: ROBERT ASTUDILLO AQUING

1.8 Titsko do 1a Investigacion:
BASE DE LATEX DE
ATCC 23178

SACTIVIDAD ANTIBACTERL

L ASPECTO DE LA VALIDACION

NA DEL COLUTORIO A
"ROTON LECHLER] ¥ EL STRETOCOCCUS MUTANS

CRITERIOS Deficante Baj ‘1‘ Buena | My bessa
1 2 4 | 1
1. CLARDAR Exii forrmaiedo con bmgpane
sorgieda ”
2 CRIETRIDAD e ”®
=y
: o ”®
£ Exsila uni oogs =TT “
Torewi =
N ) [t »®
. ey
eegpoacites »®
Toiraais 2 o g e
7. CONSISTENEIA phes rererteriy ”®
Enire ini indicn, inhcadores ¢
& COHERENEIA o e ”®
- ————— ®
S ——
R etecen ”n
OMTED OF MARCAE “
[P
I cacaia)
“ . B e b E

B

Unaversidand
Horisert Wienar
Cosfcianio do Valide: = * - + + =

W, CALIFICACION GLOB.AL [t & sxafivants fe vabon obissn 1 o iierohs IOssctive | Mangs i un

apa an el i asciadn)

Caisgora elivais
Desapmbadn > | [0.00-05]]
Cosenado | <0,60-0,70]
Bprobadn C’b <0,70- 1,00]

¥, OPINIOM DE AFLICABILIDAD:
ninguna

26 da Enare dal 2002




ANEXO 4

CERTIFICADO DE ANALISIS STREPTOCOCCUS MUTANS

Microbiologics'

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2022/8/31

Microorganism Name: Streptococcus mutans Release Information:

Catalog Number: 0266 Quality Control Technologist: Alexandra D Quevi
Lot Number: 266-32** Release Date: 2020/9/8

Reference Number: ATCC® 25175™*
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Two colony lrpe;s: small, circular, dome shaped, entire edge, white and the SBAP
other is small, circular and translucent.

Microscopic Features: Method:

Small gram positive cocci to ovoid cells ocourring singly, in pairs and Gram Stain (1)
predominately in chains

1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

Amanda Kuperus

Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

*“*Disclaimer: The last digit(s) of the kot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

g%:agagl;h% #Ilgtlmlr v'ﬂi‘ﬁlﬁ?ﬁ'&fﬁm"&’nﬂlﬁﬂﬁ"ﬁﬁﬂﬁa l.é}; unique environment of the card, combined with the short incubation pericd, may

iy Refer to the enclosed product insert for ir fions, il use and ha y infoe i
Indi prod are ble to a culture

ACCREDITED

REFERENCE HATERIAL PRODUCER
CERT £ 283%.02

ATCC Licensed Y O fofemara oPAESE. RECHBIshies, e & Fodfsed fo 5os These Watimatks o 1o 281 proaiis dei et Hom ATCES
\ Derivative J L

&

(1) These tests are accredited to ISOMIEC 17025.

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01




Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results m

Bwﬂ

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
200~ g_OD (++¥) green
© veton
0.00-1.69 () red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

(A) High consistency: The best match is a hligp-cumﬂdence identification. The second-best match is (1) a high-
confidence identification in which the species is identical to the best malch, (2) a low-confidence identification in which
the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence
|dentificalé}t13n.'l' g semnﬂ-be match is (1)a high- or low-confidence identification in which genus is identical to the
best match or (E)anun-n entification.

{C) Mo consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time: 2020-09-02T11:47:04.268 ads
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
B10 (+++) (A) 266-32 Streptococcus mutans

Comments:

nla




ANEXO 5

CERTIFICADO DE ELIMINACION DE RESIDUO

.?F Scientific
Por® Quality

W e ey e

CONSTANCIA

la empres SOENTIFIC [HIALITY 58,0 hace constar gue s& e ebminado sdecssdamonie s
risiduen biokigices dil brabajo de Tesls “ACTRADAD ANTIRACTERIAN A DL COLLITORIO & BASE D
LATEE DE CROTOM LECHLERI ¥ EL STREFTODOCCLS MLTANS ATCC 25175 somes infich fiiiidling:
Inwtrustive de Bossgundsd v eimiracin de residuos Diokdgioos del Laboratorio de= microbiologh
101-FI0-GL, al cpal indica qua los saleraks &6 engapo Bocontamnadss se dividivin en meteriales
e widkrin ¥ descarabies. Ambas serdn colntadns, pov separadn, e boba g6 rHSES Biokigion §
akacarin e h:mlri:fr-'l wE prneEsa a 1219 por B0 misbos

dal proceso dis ke Frataiaales o i e Lvanih y pakes b costrales de cafldad
saf reuriizadas. al matarial descartable, &l haber side minissitado, trateds,

n:rdnllﬁqu:ﬂﬁ_ﬁ- s realiza su disposiiia final como rfdun sdlde musicpel
mnmmu!n.mﬁﬂummm.mummmz?.mml.ﬂuldu.-

2273 Lo grestocidn deSEracics de residons edides pov pequeiios ¥ miomempresss esfand
mnﬂﬂnhmﬁmﬂm*hﬂmmmamm
gl il gue o sfacic s ditden pore promoer = pefiopeaiin™

Lirrua, 3 de Sctubra dil 2801
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ANEXO 5

Constancia de ejecucion emitido por el laboratorio

CONSTANCIA
Dra. Brenda Vergara Pinto
Directora
E.A.P. Odontologia — Universidad Norbert Wiener
Presente.

Estimada Doctora:

Es grato dirigirme a usted para comunicarie que el sefior Robert Benjamin Astudillo Aguino con
DNl 47570408, bachiller en Odontologia de la EAP. que usted dirige, realizd las pruebas
LT microbiologicas del estudio experimental in vitre titulada: “"ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
Y ;‘;;n;om'mmc A BASE DE LATEX DE CROTON LECHLERI ¥ EL STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 251757,
:"_ _I‘liﬁdm estudio corresponde a su tesis para obtener el titulo de Cirujane dentista.

Toda la experimentacion ¥ recoleccidn de datos fue realizada entre los dias 14 al 22 de octubre
del presente afic y fue supervisado en su totalidad por mi persona, cumpliendo con todos los
protocoles de bipetica, bioseguridad y control de infecciones requeridos.

Sin otro particular.

Atentamente

Lima, 2% de octubre del 2021
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Anexo 7
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Anexo 8

Tabla de recoleccion de datos

Instrumento / tabla de recoleccion de datos

ANTIBIOGRAMA

Halo e inhibitionfrente Streptococcusmu/ans ATCC25175( )en

milimetros(mm)enagar BHI

Réplicas
de ¥1: Sangre de CONTROL | CONTROL -
Drago +Digluconato [Aqua destilada

Anfibiogra| 100% Dilucién 75°% [Dilucién 50% de Clorhexidina

ma 0.12%

24 48 - 24 48 24 48 24h 48h 24 48
h h h h h h h h
1 9. 0] ¢-2]{6.3|CM[GS5]|266(2¢8] O | ©
: 39 |8.0|6C.3[6.5(C.olChvi A |20 o | o
¥ ha Balealtsity [SvaXg ©
* 16 6600 C.T 16D (22l v | ©
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y 33 1806|0606l |USINAB 0 | 6
b 1625 66| Gt [6-2] C3 (3026826} 0 | o
7 AMIGRIOR G 161U 3 8 | O
B 13 jgelfn CY |60 TR IES |
s 828 296|102 UY 0 | ©
2 1eM |6-SIGOICA ) [6112aM2E] o | o
B B ICM{CS 166 |16-01C) 8 1A o |»
4163 3O CA|Y.0[Y.0 V2|25 VA| o | ©
B G362 CH|GC-O|6 O™\ o | ©
% 1%.0[3) 184160 G-2|CA|25p|252 & | O

XV




Anexo 9

ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS - SPSS Version 22

Distribucion de los grupos de estudio experimental y control de las sustancias de prueba in

vitro a las 24 y 48 horas

Grupo de estudio 22 hora:recuenu; = Porcentaje
i iy 1 16 20%
o DT 1 16 20
igﬁﬂfﬁﬂ:ﬁ?ﬁﬂ; : 16 16 20%
e ce e 19 16 20%
Al T %
Total 80 20 200%

Distribucién de grupos Distribucidon de grupos experimental
experimental y control en las y control en las sustancias de
sustancias de prueba a las 24 horas prueba a las 48 horas

20% 20%

20%
20%.

*Cada grupo de estudio y control presentan la misma cantidad de datos. El numero de réplicas de los
halos de inhibicién de Sangre de Drago a 100% a las 24 y 48 horas representa el 20 % de los datos
totales. De igual manera, las réplicas de los halos de inhibicion de la sangre de Drago 75%, sangre de
Drago 75%, sangre de Drago 50%, digluconato de clorhexidina al 0.12% y del agua destilada, cada uno
de esos grupos representa el 20% del total en ambos periodos de tiempo: 24 y 48 horas.
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Comparacion de estadisticos descriptivos de las mediciones en réplicas de los halos de inhibicion
frente Streptococcus mutans ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas de sangre de

drago 100%, sangre de Drago 75%, sangre de Drago 50% y digluconato de clorhexidina 0.12%.

hs.mr o

| Hacka sRlandar T Waaimin
Samgre_Drago_100_485 16 TA12% T4EZ22 .40 Q.00
Sangie_Drago_75_48~ 16 65125 JBE30 6.00 880
Sargre_Drago_50_48h 16 §,3563 JITTER 6,00 7.20
Clatheadria_i.12_40h 16 | Z54000 154113 M0 3640
Samgre_Drago_100_234% 18 7.2000 TASES 6,30 =R=1i]
Sangre_Drago_T5_24h 18 4063 AT 5,90 B.70
Sangre_Drago_%0_24h 18 6, 2663 ot e 1] 6,00 7.00
Clorheadina_0.13_24h 16 25,2083 249732 1,60 a0

*Se puede observar que los valores minimos, maximo y media de los conjuntos de resultados de las
sustancias de prueba son mayores y difieren de cero, por lo cual, se puede decir que las tres sustancias
de prueba y el control positivo tienen efecto antibacteriano frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Por otro lado, se puede concluir que, segtin los valores de desviacion estandar obtenido de cada grupo
de resultados, el conjunto de resultados que tiene mayor dispersion con respecto a la media es el
digluconato de clorhexidina a 0.12% a las 48 horas y el conjunto de resultados que presenta la menor
dispersion con respecto a la media es la sangre de Drago a 50% a las 24 horas.
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ANALISIS DE NORMALIDAD DE RESULTADOS

Andlisis de Normalidad de las diferencias de los halos de inhibicion frente
Streptococcus mutans ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 24 y 48 horas de sangre
de drago 100%, sangre de Drago 75%, sangre de Drago 50% y digluconato de
clorhexidina 0.12%.

Il g Crnirnes® Shapire-Wilk
Estadistico | gl ~ Bip | Estadistee | gl [ Sig
EE,::;??{L%I{' AH 518 16 oon 388 16 oo
e it FEY 18 000 13 T 500
EII.FEH%EIFJ-:?jiEBaE HH_S 375 18 oom &7 L] oo

*Se infiere que el conjunto de resultados de los diferencias de los halos de inhibicion de las sustancias
de prueba a las 24 y 48 horas frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 no presentan una distribucion
normal, puesto que los p-valor (sig.) obtenidos para sangre de Drago a 100% (sig: 0,00), sangre de
Drago a 75% (sig: 0.00), sangre de Drago a 50% (sig: 0,00) y digluconato de clorhexidina 0.12% (sig:
0,03) son menores a el nivel de significancia (0,05) en la prueba de normalidad de Shapiro Wilk. Se
considerd para este de normalidad la prueba de Shapiro Wilk puesto que los datos analizados son
menores a 50. La prueba de Kolmogorov- Smirnov es para datos mayores a 50. Se puede concluir que
como se presentan grupos de datos con distribucion no normal, se recomienda usar Estadisticos no
paramétricos para analizar los datos.
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PRUEBA DE RANGO CON SIGNO DE WILCOXON

Prueba de rango con signo de Wilcoxon (p=0.05) para las diferencias de los halos de
inhibicion frente Streptococcus mutans ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 24 y
48 horas en agar BHI de sangre de drago 100%, sangre de Drago 75%, sangre de

Drago 50% y digluconato de clorhexidina 0.12%.

Sangre_Drag | Sangre_Drag | Sangre_Drag | Clorhexidina_
0_100_24h- 0_75_24h- 0_50_24h- 012_24h-
Sangre_Drag | Sangre_Drag | Sangre_Drag | Clorhexidina_
o_100_48h 0_T5_4Bh o_50_48h DA12_48h
i -3819" 3,600" .3,557" .3,508"
S1g. asintdtica (bilateral) i} Jilili] 0o a0g

*Existen diferencias significativas entre las lecturas de los halos de inhibicion analizando con la prueba
de rango con signo de Wilcoxon a las 24 y 48 horas para cada sustancia de prueba, puesto que el p-
valor (sig.) se han obtenido menores del nivel de significancia (0.05).

PRUEBA DE U MANN WHITNEY

Prueba de prueba de U Mann Whitney (p=0.05) para las diferencias de los halos de
inhibicion frente Streptococcus mutans ATCC 25175 en milimetros (mm) a las 24 y
48 horas en agar BHI de sangre de drago 100%, sangre de Drago 75%, sangre de
Drago 50% y digluconato de clorhexidina 0.12%.

Sangra_Drg |

o 100_24h_ | o Y00dBn_ | Sangref00_ | Sangreld_H

Sange 143 | Bange_T44 | 4n_Sangredl | h_Cornaain A
i i _Hin i h

pe] ]

aang_brag ann_lrag

(RERL

sangre Uy | bange_Urg | Clomemding_
Sange_ T4 | 030 Hn C1 f o 0 46h S | 4n_Sangre_ | 46 Sangre_
in_Sangre_ | omeidng_2 | oeding 4 | Cragn_100_2 | Cragn_1004
§0_4gh i th i i
23400 1w 10250 o 0 L) il
168,300 168500 13,000 136,000 153500 10 138000 | 136000 136,000 136,000
1 i 157 10T 4% i 195 i i T A i 483
3, asintotia oiateral il 0o | 0 il kil 000 ] i o 0 [ L)

e ana_

Sanqra00_4

fin_Sangrafi
A

Sanga T
Bh_Clorhanidl
ma_4th

i Man Wiy 150 13500

.....

Wi de Wicgmon

*Existen diferencias significativas entre las lecturas de los halos de inhibicion analizando con la prueba
de U de Mann Whitney para las sustancias de prueba de sangre de Drago 100% y sangre de Drago 75%
(sig: 0.00), sangre de Drago 100% y sangre de Drago 50% (sig: 0.000), sangre de Drago 100% y
digluconato de clorhexidina a 0.12% (sig: 0.000), sangre de Drago 75% y digluconato de clorhexidina
a 0.12% (sig: 0.000), sangre de Drago 50% y digluconato de clorhexidina a 0.12% (sig: 0.000) a las 24
y 48 horas. No hubo diferencia significativa en la comparacion de pares del sangre de Drago 75% y
sangre de Drago 50% a las 24 (sig: 0.330), ni a las 48 horas (sig: 0.329). Cabe recordar que si el p-valor
(sig.) es menor a 0.05 (nivel de significancia) quiere decir que existe diferencia significativa entre los
conjuntos de datos. Si el valor de p es mayor al nivel de significancia, significa que no existen
diferencias en los conjuntos de datos.
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Anexo 10

Fotos de equipo y materiales

AUTOCLAVE

INCUBADORA

REGLA VERNIER MICROPIPETA
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CONTADOR DE COLONIAS
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MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

AGAR BHI CALDO BHI

Fluconazol Sangre de Drago
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Digluconato de Clorhexidina 0.12% . Aguadestilada.

Empaques de bioseguridad de la cepa streptococcus mutans atcc25175
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Discos antibiograma de 6mm Estandar de turbidez de McFarland N°0.5

|REF| 80400 1

McFARLAND 05
BARIUM SULPHATE STANDARD

Per uss professionale | For professiond use

hemsn  wwwliofichem.com
e - Roseto d. Abruzzi (TE) - ITALY

B o
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2. PREPARACION DEL AGAR BHI:

PESAJE DEL AGAR BHI

Reactivacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 en esterilidad

frente a mechero bunsen en caldo BHI:
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6.

Colocacion de los discos en las placas cultivadas con Streptococcus

mutans ATCC 25175 con pinza estéril

Procedimiento de inoculacion de 15uL de las sustancias de prueba con Sangre
de Drago (Aceite esencial de Crofon lechleri), Digluconato de Clorhexidina
0.12% y agua destilada con micropipeta, en esterilidad, frente al mechero de

bunsen

Inoculacion de Sangre de Drago concentracion de 100% (latex de Croton

lechleri
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Inoculacion de Digluconato de Clorhexidina 0.12¢

1. Homogenizando con Vortex las diluciones de sangre de

grado

2. Inoculando, con micropipeta, en los discos antibiograma
control de agua destilada

3. Colocacion de las placas Petri con agar BHI inoculadas con
Streptococcus mutans ATCC 25175 y con los discos
antibiograma conteniendo las sustancias de prueba en las

jarras de anaerobiosis antes de proceder con la incubacion
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Jarra de anaerobiosis: Se observa la generacion de CO2, por combustion de una
vela, para generar anaerobiosis en el ambiente interno de la jarra.

Cuando el ambiente interno de jarra sea anaerobio y termina la

combustion de la vela, se procede a incubar.
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Incubacion de las jarras de anaerobiosis en la incubadora de 37°C durante 24 y 48 horas

RESULTADOS

Después del tiempo de incubacion, las placas Petri se sacan de las jarras de
anaerobiosis y se miden con una regla Vernier y una lupa de 4 aumentos de un
contador de colonias de fondo oscuro que dara contraste para observar
detalladamente los halos de inhibicion de las sustancias de prueba frente a

Streptococcus mutans ATCC 25175
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Medicion de halos de inhibicién con Regla vernier v en contador de colonias

de fondo oscuro con lupa de 4 aumentos

Conjunto de las placas cultivadas con Sangre de Drago a diferentes concentraciones

100%, 75%. 50% frente Streptococcus mutans ATCC 25175
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Fotos de placas Petri con 16 discos antibiograma inoculados 15ul. con

angr Dra ncentracion 1009
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Fotos de placas Petri con 16 discos antibiograma inoculados 15ul. con

Sangre de Drago de concentracion 75%
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Fotos de placas Petri con 16 discos antibiograma inoculados 15ul. con Sangre de

Dra ncentracion 509

Fotos de placas Petri con 16 discos antibiograma inoculades 15ul. con

Digluconatoe de Clorhexidina al 0.12%
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Fotos de placas Petri con 16 discos antibiograma inoculados 15ull con Agua

destilada
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Concentracion minina inhibitoria

Primera Fase: Inoculacién de Streptococcus mutans (100ul.) a las
concentraciones de prueba de sangre de Drago e incubados en

anaerobiosis a 37°C por 24 horas

Sangre de grado 75% vs S. mutans Sangre de grado 50% vs S. mutans
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Segunda Fase: Inoculacién de los cultivos (10ul.) de 24 horas de

¥ mutans AT 25175 in a n la ncentracion

rueba de sangre de Drago en anaerobiosis a 37°C en caldo BHI estéril.

Control positivo: S. mutans (turbidez)

Concentracion de 12.5%, 25% ,50% ,75% S. mutans (turbidez)

Concentracion de 100% S. mutans (Sin turbidez)

Turbidez: Crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175 en caldo BHI.

Sin turbidez: No se evidencia crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175 en

caldo BHI.
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ncentracion minina bacteriostatica iferent ncentracion

sangre de Drago frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

Control positive

Concentracién 75%

Control negativo Concentracion 100%
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Concentracion al 50% Concentraciéon al 12.5%

ELIMINACION DE LOS RESIDUOS BIOLOGICOS DEL ENSAYO.

XXXiX



Las placas Petri y otros residuos bioldgicos se colocaron en bolsas rojas y se

autoclavaron seglin procedimiento.

Kolmogaorov-Smirnoy® Shapiro-Wilk
Estadistico ql Sig. Estadistico ql Sig.
g&ggﬁ?&'ﬂ%&zm- A1 16 000 ,388 16 000
Er[fgs.éf‘;?_ilé?Hﬁ_EdH_S 43 16 000 612 16 000
ES&;EE?_%E?U_NH_S 375 16 000 6a7 16 000
BTEECIJ_SEEEBIEJT_A;;: 287 16 .0m 807 16 003
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