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EFECTO ANTIBACTERIANO DE TRES CONCENTRACIONES DE LATEX DE
SANGRE DE GRADO (Croton Lechleri) SOBRE CEPAS DE Streptococcus
Mutans ATCC 25175, CHICLAYO 2019

ANTIBACTERIAL EFFECT OF THREE CONCENTRATIONS OF LATEX DE SANGRE
DEGRADO (Croton Lechleri) ON STRAINS OF Streptococcus Mutans ATCC 25175,
CHICLAYO 2019
Katia Medali Guevara Castro?
RESUMEN

Como se sabe por todas las investigaciones realizadas, el Streptococcus
Mutans es el principal causante y factor microbiologico para el crecimiento y
expansion de las lesiones cariosas. La enfermedad que es capaz de provocar
este microrganismo nos conlleva a estructurar medidas de prevenciéon para el
decrecimiento de este tipo de bacteria que implica un alto riesgo cariogénico en el
ser humano.

Debido al dificil acceso y carencias en la atencion de salud oral se examina la
posibilidad de encontrar un agente natural y de facil acceso que nos ayude a
menguar el crecimiento de esta bacteria y por ende disminuir la prevalencia de
patologias orales. El principal objetivo de estudio de esta investigacién es valorar
la eficacia antibacteriana de tres concentraciones de latex de (Croton Lechleri)
sangre de grado frente a cepas de Streptococcus Mutans ATCC 25175.

Se manejaron porcentajes de 100 % 75% y 50% de sangre de grado (Croton
Lechleri) en el cual se uso6 la clorhexidina 0,12% para control positivo y agua
destilada para verificacion de control negativo. Se realizé la comprobacion de
medidas para los halos de inhibiciébn procedentes de los discos empapados con
cada una de las concentraciones sobre Streptococcus Mutans sembradas en
agar Muller Hinton.

Por ende se concluyd que las concentraciones de latex de sangre de grado al
100% y 75% revelaron efecto de inhibiciéon frente a Streptococcus Mutans, a
diferencia de la concentracion al 50% fue poco sensible. En grupo control se
verifico que la Clorhexidina al 0.12% expuso mayor efecto de inhibiciéon que las
concentraciones de sangre de grado (Croton lechleri) en todas la
concentraciones evaluadas.

Palabras Clave: Efecto Antibacteriano, Sangre De Grado (Croton Lechleri),

Prevencion, Streptococcus Mutans.



ABSTRACT

As is known from all the research carried out, the Streptococcus Mutans is the
main cause and microbiological factor for the development of dental caries. The
disease that this microorganism is capable of causing leads us to structure
prevention measures for the decrease of this type of bacteria, which implies a high
cariogenic risk in humans.

Due to the difficult access and deficiencies in oral health care, the possibility of
finding a natural and easily accessible agent that helps us reduce the growth of
this bacterium and therefore reduce the prevalence of oral pathologies is being
examined. The main study objective of this research is to assess the antibacterial
efficacy of three concentrations of latex of grade blood (Croton Lechleri) on strains
of Streptococcus Mutans atcc 25175.

Concentrations of 100%, 75% and 50% of (Croton Lechleri) were used, in which
0.12% chlorhexidine was used for positive control and distilled water for
verification of negative control. Measurements were verified for the inhibition halos
from the discs soaked with each of the concentrations on Streptococcus Mutans
seeded on Muller Hinton agar.

Therefore, it was concluded that the concentrations of latex of grade blood at
100% and 75% revealed an inhibition effect against Streptococcus Mutans, unlike
the concentration at 50%, it was not very sensitive. In the control group, it was
verified that Chlorhexidine at 0.12% exhibited a greater inhibition effect than the
concentrations of sangre de Grado (Croton lechleri) in all the concentrations

evaluated.

KEY WORDS: Antibacterial Effect, Sangre Degrado (Croton Lechleri), Prevention,

Streptococcus Mutans.

1. Adscrito a la Escuela Profesional de Estomatologia, Pregrado, Universidad Sefior

de Sipan, Pimentel, Pert, email: gcastrokatia@crece.uss.edu.pe

2. Adscrito a la Escuela Profesional de Estomatologia, Pregrado, Universidad Sefior

de Sipan, Pimentel, Per(, email: @crece.uss.edu

Vi


mailto:gcastrokatia@crece.uss.edu.pe

INDICE

APROBACION DEL INFORME DE INVESTIGACION ........cccviiiiiiiiinn i
DE D I AT ORI A . e ii
AGRADECIMIENTO . ..ttt iv
RESUMEN. ... e %
AB S T R A T . Vi
IND I CE . .. e e vii
l. INTRODUGCCION. ... oouuiiiei e 10
1.1. Realidad problematica...............cooiiiii i 10
1.2. TrabajOS PreViOS. .. ... e 14
1.3. Teorias relacionadas altema..............cooiiiiiiiii i 17
SANGRE DE GRADO. ...t 17
1.1 Identidad De La ESPECIi€.........coiviiiiiiiiii e 18
1.1.1 Denominacién CientifiCa...........c.ooviiiiiiiiiiii e 18
1.1.2 Denominacion CoOmMUN..........oeiuiniiiriei e e neneas 18
1.1.3 Caracteristicas BOtANICAS.........o.vuiiiieiiiiiie e, 18
1.1.4 Ecogeografia........ccoiiiiiiiiiiii i 20
1.2 Distribucion y habitad ... 20
1.3 Localizacion en territorio Peruano.............ccoviiiiiiiiiiiciiaieen 20
1.4 PlantacCion. ........ouiuiiii i e 21
1.5 Compuesto Quimica: Principal parte Activa................cccooeiiiinn... 21
1.6 Dosis e indicaciones para tratamientos..............c.ccoeveeiiiiiiiiieenn.n. 22
1.6.1 Precauciones y Limitaciones de USO .........ccocvveeiiiiiniinannannnnnns 23
1.6.2 TOXICOIOGIA. ...t 23
2. ACCION FARMACOLOGICA. ......cciiiiiiiiieeeee e 24
2.1. FUNCION CiCatriZante........veeie e 24
2.2. Funcion Antiviral y antimicrobiotiCa............c.coovieveiiiiiiiiiiiieieens 26
2.3. Funcion Antiinflamatoria..............ooooiii 26
3. STREPTOCOCCUS MUTANS. ... e 27
1 0 I = 07 T 1. - T 27
3.2. Particularidad del Virus..........ooiiiii i 28
3.3 Formadel Mutans. ... ... 28

Vil



3.4 Elementos De VirulenCia. ..o 29

1.4. Formulacion del problema.............coooiiiiiiii 29
1.5. Justificacion e importancia del estudio..............ccocooeieiiieiennnnnn. 29
1.6, HIPOESIS. ... 30
1.7, ODJetiVOS. .. 30
1.7.1. Objetivos generales. .........ccooiiieiiiii e, 30
1.7.2. Objetivos eSpecCifiCOS. ... ..ouveii i 31
METODO ..., 31
2.1. Tipo y disefio de investigacion...............ccooiiiiiiici . 31
2.2. Poblacion y muestra..........ccoooiiiii e 31
2.3. Variables y OperacionalizaCion............cccocviiiiiiiiiiiiieea, 32

2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y

confiabilidad.........ooii 33
2.4, 0 TOCONICA. ...ttt 33
2.4.2 InStrumMENtO. ... 33

1. Obtencién de Sangre de drago (Croton lechleri)...............c.c.oce. 33

2. Mediode CUItiVO.......oeiuii e 34

3. Diluciones del lAteX........o.viieiiii e 34

4. Reactivacion de cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.....34

5. Inyecciondelalamina............cooiiiiii i 35

6. Procedimiento segun Kirby — Bauer (CLSI)...........cccooiiiiiinnn, 35

7. Disposicion de discos con (Croton lechleri)................................ 35

8. Incubaciondelaplaca..........cccooiiiiiiii 36

9. Lectura de halos de inhibicidn.............cccoiiii i 36
4.1 Validez. ... 37
3.4.2 Confiabilidad............coiii 37
2.5. Procedimientos de analisis de datos............c.cooviiiiiiiiiiiinnnnn. 37
2.6. Criterios tiCOS. .. .iviiii e 38
2.7. Criterios de rigor cientifiCo..........cooviiiiiiii 38
RESULTADOS. ... e 39
3.1. Resultados en Tablas y Figuras. .........ccoooiiiiiiiiiiiieeie e 39

3.2. Discusion de resultados. ... ....coovviiiiiiii 50

viii



V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES......ooiiiiiiiiiiin 52
4.1, CONCIUSIONES. ..o 52
4.2. RECOMENUACIONES. ...ttt e e e 52

REFERENCIAS . ... e, 53
Anexo 3: Fotografias Del Procedimiento..............ccooiiiiiiii, 55
Anexo 4: Certificado De Esterilizacion De InstrumentoS...........coveeeeee. ... 57
Anexo 5: Ficha De Recoleccion De DatOS.......ovveeeee e 58
Anexo 6: Certificacion Para La Realizacion De Pruebas
MICIODIOIOQICAS. ... e 59
Anexo 7: Autorizacion Para El Uso De Instalaciones De
[BISYo1=Yo] o [0 T 60
Anexo 8: Constancia De CalibraCion.........oovei i 61
Anexo 9: Constancia De Prestacion De Servicios Para Andalisis
| =10 1151 £ (o]0 P 62



l. INTRODUCCION
1.1. REALIDAD PROBLEMATICA.

En los estados avanzados por su gran desarrollo, las patologias bucodentales,
como la periodontitis, gingivitis, caries dental y los canceres orales, son un
inconveniente de salud de trascendencia universal que aqueja a una gran
cantidad de personas, cada vez con mayor incidencia en las naciones en
transcurso de desarrollo, en especifico entre las personas con menos recursos
econdémicos. La mayor organizacién de salud del mundo (OMS) ha emitido un
informe en donde se estima que un aproximado de millones de personas en todo

el mundo tienen o han tenido anteriormente caries dental.!

“Se considera en todos los paises que la perdida de dientes es producto del paso
del tiempo y del envejecimiento y desgaste natural de los mismos, pero que con
ayuda de técnicas y métodos se puede prevenir’ La Dra. Katherine, sub directora
de la OMS para el &rea de Salud Mental y Patologias no permutables, ha emitido
declaraciones en donde afirma que las localidades en paises desarrollados
mantiene una idea erronea acerca de la caries dental, ya que consideran que no
es un problema, no obstante se sabe que esta patologia aqueja entre un 59% y
89% de la poblacion infantil en la gran mayoria en su etapa escolar y también a la
poblacion adulta. Por estudios epidemiol6gicos se sabe que la caries dental es un

problema oral frecuente en paises latinoamericanos y asiaticos*

Los efectos que producen el tener presencia de caries dental vendrian a ser dolor,
inflamacion, limitacion funcional y por ende llegaria a disminuir la buena
disposicion de salud de las personas, por lo tanto se estima que para realizar un
tratamiento no es muy accesible ya que demanda de costos considerables que
representa el 6% y el 11% del consumo de salud en los paises desarrollados, y

estos valores estd muy por arriba de las naciones subdesarrollados!

Debido a los cambios de circunstancias y modo de vivir de las personas en paises
en aras de la prosperidad y el crecimiento en cuanto a economia. En el cual hay
un excesivo aumento de consumo de azucares y escaso utilizacion de flaor, es
muy factible que las caries dental sigan en aumento. Aunque tal parece que el

problema es menos grave en gran parte de los paises africanos!
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El Dr. Peterson Poul, quien es el encargado del proyecto de la OMS para la salud
bucal tiene el concepto de que el acceso de atencion para la salud bucal es
limitado en numerosos paises en proceso de desarrollo. En todo el continente
africano el numero de cirujanos dentistas por cada persona es alrededor de uno
por cada 160 000 individuos, a diferencia de los paises con mayor industria que
es 1 por cada 1800 individuos. Si bien es cierto habido algunos estudios en donde
determinan la disminucion de esta enfermedad en los nifios y jovenes de los
paises desarrollados. Por otro lado también hay muchas personas mayores
quienes padecen a consecuencia de la caries dental y llegan a considerarla

principal fuente de dolor y escasa salud. !

El 5% y el 15% son cifras que representan a la gran mayoria de poblacién
quienes vienen padeciendo enfermedades bucodentales tales como periodontitis
gue en sus estadios graves conllevan a la perdida dentaria. Se sabe que la
mayoria de nifios en el mundo pueden llegar a presentar algun signo y sintoma de
gingivitis (sangrado de encias), y en el caso de los adultos las periodontopatias en

sus fases iniciales son las que predominan-t

En el Peru, después del ultimo reporte de informaciéon que obtuvo el Ministerio de
Salud (MINSA) en el afio 2015. Obtuvieron como resultados que el 92% de caries
dental prevalece entre la poblacion en la edad de etapa escolar. Sin embargo
también se obtuvo resultados que la incidencia de caries en la zona urbana

completa el 89,7% y en la zona agraria o rural el 87,9%.

Segun los datos de varias investigaciones la cantidad de indice De CPOD en
denticion primaria y permanente fue de 5,84, y la cantidad de (DMF-D-12) en este
grupo de edad fue de 12 afios al inicio nivel nacional (DMF-D-12) fue de 3,67 (IC
95%: 3,37-3,97)?

Estos resultados fueron conseguidos de una minuciosa labor ejecutada con una
capacidad de muestra de 7229 alumnos en varias zonas Yy ciudades del pais. Los
investigadores fueron muy competentes y los datos medidos, segun los juicios y

criterios de la OMS.2

Se sabe que también hay otros reportes de prevalencia de caries dental que han

sido publicados, sin embargo, estas indagaciones no estan del todo concretas ya
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que han sido realizados con escaso uso de metodologia en la investigacion y
como muestran reportan solo a poblaciones especificas que por lo tanto no

representa a la poblacion total?

Cabe sefalar que la entidad que se encarga de la salud en el pais en el programa
de estrategia de salud publica ha realizado diferentes actividades promocionando
la salud bucal como eje principal de la prevenciéon y ha utilizado el reglamento de
utilizacion de fldor en un contenido que indica el uso de flior de 200ppm en su
composicion. Sin embargo existe un problema relevante ya que no hay ninguna
estrategia de seguimiento y control por lo cual se sabe que el producto que
repartian como medio de utilizacion de flior no ha sido llevado a todos las
jurisdicciones del pais y la estructura y elaboracién de los productos entregados
no respetan la normativa que dio el MINSA en cuanto a la concentracion y
composicién de flaor en el producto. Actualmente se esta realizando un trabajo en
equipo en el cual el fin del estudio se centra en los nifios de entre 5y 9 afios de
edad respectivamente, para iniciar la utilizacion del xilitol en la leche que es
repartida por precaucion para evitar la caries dental. Después de toda la
informacion epidemioldgica en cuanto a salud bucal y caries dental en el Perq, se
indica a las oficinas de vigilancia epidemioldgica la caracterizacion de medidas

preventivas infalibles en bienestar de la poblacién. 2

En el departamento de Lambayeque, ciudad de Chiclayo nueve de cada diez
residentes presentan caries dental y tienen dificultades dentales, todo esto detallo

el jefe del Departamento de Odontoestomatologia del Hospital Las Mercedes3

El Doctor encargado experto en el tema dio a conocer que la poblaciéon
Chiclayana tienen escasos conocimientos en cuanto a salud bucal, por lo tanto es
considerado un inconveniente ya que subsiguientemente al tener estos problemas
las enfermedades bucodentales va a llegar a deteriorar, incluso la salud general
del paciente. También afirmo que muchas personas hace mucho tiempo no

realizan una consulta o chequeo de rutina con un cirujano dentista.®

“Es asombroso y lamentable que segun investigaciones 9 de cada 10 personas,
padecen de caries, teniendo como ultima opcién su salud bucal, no se toma en

cuenta esto y finalmente por eso llegan muchas enfermedades”
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Se sabe también que la deficiencia en la técnica del cepillado en una constante
gue persiste en la mayor parte de poblacion adolescente, esto conlleva que en un
futuro la dentadura presente multiples problemas, la més frecuente caries dental
para lo cual se tendria que acondicionar el usos de prétesis ya sean totales o
removibles par ende el paciente logre alcanzar una vida con normalidad, en el

caso que haya perdido piezas dentales.?

Justamente este afio en el Hospital Las Mercedes se habilitado un programa
llamado “Volver a Sonreir” en el cual se confeccionaran 50 protesis dentales a un
grupo de pacientes con bajos recursos econdmicos a partir de los 60 afios y en

condiciones de extrema pobreza, para potenciar sus condiciones de vida®

Los cirujanos dentistas exhortan a la poblacién visitarlos por lo menos unas 3

veces al afio para regenerar su salud bucal.

A través de las enzimas fructosiltrasferasa y glucosiltransferasa (GTF) El
Streptococcus Mutans (S. Mutans) sintetiza polisacaridos extracelulares, estan
tienen la capacidad de generar fructano y glucano, lo cual proporcionan mayor

capacidad para poder adherirse, nutrirse.*

Teniendo en cuenta toda esta informacién obtenida acerca de la prevalencia de
caries dental en el mundo nos queda claro que la Unica soluciébn es estar
prevenidos, preparados y cuidar de la salud bucal antes de esperar que la
patologia ya esté presente. Lo mas conveniente es la implementacion de
cuidados provisorios en el grado uno de atenciones lo cual nos accedera reducir
en gran manera la incidencia de mencionada enfermedad. Es por eso que nos
vemos obligados y en la necesidad de crear antimicrobianos de uso local en base
a productos convencionales o naturales, que actien de forma eficaz inhibiendo la

proliferaciéon bacteriana.*

Croton lechleri (C. lechleri) es un arbol que tiene origen en la amazonia
sudamericana, esta planta llega a excretar y producir un liquido color sangre casi
similar al color rojo caracteristico de la sangre en los seres humanos. Diferentes
investigaciones han llegado a comprobar que tiene variedad de propiedades
medicinales y curativas para el tratamiento de varias afecciones. Sus efectos

cicatrizantes, antivirales, antimicoticos, lo vuelven objeto de diferentes estudios.
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Segun un autor llamado Cayo la sangre de grado presenta accién de inhibicion
sobre las cepas del microorganismo con mayor presencia en boca. En este
estudio, conjuntamente, interviene inhibiendo el desarrollo del Helicobacter pylori

en congregaciones elevadas+

Teniendo en cuenta estas referencias, esta investigacién busca evaluar si la
sangre de grado tiene efecto de inhibicion sobre el aumento y desarrollo in vitro
para el S. Mutans, averiguando promover el uso de esta planta medicinal nativa
del Pert, como un ayudante que actué de forma alterna de facil acceso para
promover la prevencion de la caries en las personas que tienen inconvenientes
para poder ser atendidos por un profesional de salud bucal en los establecimiento

de salud.*

1.2. TRABAJOS PREVIOS

Huapaya Y. Lima! (2020) Este proyecto tuvo como principal objetivo hacer un
examen microbiol6gico de latex de Croton lechleri que es repartido para su
comercializacibn comunmente conocido en el mercado como "Sangre de grado”,
procedentes de varias lugares del pais, para verificar la accion antimicrobiana de
esta planta milenaria. Como resultados se obtuvieron que de 47 muestras
resultantes de la Lima, el 18% dieron positivo para coliformes totales y un 9% a
coliformes fecales. De las muestras restantes obtenidas de San Martin y demas
departamentos se comprob6 una marcada accion antimicrobiana para
Staphylococcus en concentraciones de 50% y 100%. Se concluye evidenciando
que la sangre de grado vendido en la calle muestra mayor contaminacion a

diferencia de las muestras que se traen desde su origen.

Meza C. Truijillo? (2019) EIl presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo
comparar el efecto inhibitorio del latex de Croton lechleri (Sangre de Grado) y del
extracto acuoso de Cymbopogon Citratus (Hierba Luisa), sobre Streptococcus
Mutans ATCC 25175. Los resultados segun las medidas de halos de inhibicién
favorecieron a la sangre de grado con un halo de 16.86 en concentracion de
100% en cambio la hierba luisa Cymbopogon Citratus no presentd ninguna

14



medida. Se concluye demostrando que la Sangre de Grado (Croton lechleri) en
dilucion de 75% y 100% si muestra un efecto de inhibicion sobre Streptococcus
Mutans ATCC 25175 a comparacion con Cymbopogon citratus (hierba luisa)

utilizando las mismas concentraciones no mostro efecto inhibitorio.

Montalva E. Lima3 (2019) El objetivo de este proyecto tuvo lugar a determinar si
existe efecto antimicrobiano del extracto puro de Croton lechleri Mull. Arg frente a
Staphylococcus Aureus ATCC 43300. Se analizaron varias concentraciones del
extracto de sangre de grado obteniendo como resultado positivo al efecto de
inhibicion del Croton Lechleri frente al Staphylococcus aureus ATCC 43300 en
concentraciones ascendentes al 77% mostrando inhibicion total de hasta un 91y
100% respectivamente. De acuerdo a los datos analizados segun las lecturas de
halos de inhibicion se concluye que el Croton lechleri Mull. Arg. Tiene capacidad
bactericida frente al Staphylococcus aureus ATCC 43300, este se puede

comprobar si se utiliza en concentraciones no menor al 77%:

Espinoza C. Lima* (2018) El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el
efecto antibacteriano in vitro del latex de Croton lechleri Mill. Arg. (Sangre de
grado) frente a Staphylococcus aureus. Se logré6 demostrar por medio de los
resultados que la bacteria es sensible a concentraciones de 25, 50, 75y 100% en
cambio a las concentraciones de 75 y 100% es muy sensible. Se concluye
determinando que si hay efecto antibacteriano del latex de Croton lechleri Mull.
Arg. Frente a Staphylococcus aureus. Y que debido a sus componentes quimicos

que presenta es el grado de efecto antibacteriano.

Aviles A. Ecuador® (2018) El objetivo de esta investigacion fue determinar el
efecto inhibitorio de Sangre de drago (Croton lechleri) frente a cepas de
Streptococcus Mutans. Como resultado la concentracion de 50% no mostro efecto
inhibitorio frente al crecimiento y proliferacion bacteriana de Streptococcus
Mutans, solo las concentraciones del 75% y 100% de Sangre de Drago (Croton
lechleri) demostraron accion de inhibicion frentes al Streptococcus Mutans, sin
embargo la clorhexidina al 0, 12% mostro mayor accion de inhibicion que todas

las concentraciones de sangre de grado utilizada. Por ende se concluye
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demostrando que el Streptococcus Mutans es sensible a concentraciones de 75y

100% pero el microorganismo tiene mayor sensibilidad a la clorhexidina al 0,12%°*

Aguilar k. Perti® (2018).EI objetivo de este trabajo estuvo basado en determinar si
hay actividad antibacteriana frente al Streptococcus Mutans. Como resultado se
supo que los AE de C. citratus y P. Elongatum expusieron una poderosa accion
antibacteriana en concentraciones del 15 y 20%, individualmente, cuyos
diametros de los halos de inhibicion fueron 15, 67 y 10 mm, proporcionalmente.
En diferencia, los AE de M. Setosa y S. molle expusieron una disminuida accion
antibacteriana. Se concluye que por el pequefio tamafo de los halos de inhibicion
a partir de altas concentraciones de los AE, 40 y 75%, proporcionalmente. El AE
de L. chequen no mostrg actividad antimicrobiana sobre S. Mutans.

Moromi H. Ramos P. Per(’ (2018) Realizo una investigacion en el cual el objetivo
principal fue determinar el efecto antibacteriano in vitro de la oleorresina de
Copaifera Reticulata (C. Reticulata) “copaiba” y del aceite esencial de Oreganum
Majoricum (O. Majoricum) “orégano” frente a Streptococcus Mutans (S. Mutans) y
Enterococcus Maecalis (E. faecalis). Los resultados obtenidos con copaiba y
orégano marcaron que la concentracion al 100% produce mayor accion
antibacteriana con halos de 30,00 £ 0,00 mm. Frente a Streptococcus Mutans. El
estudio concluyo que el orégano y la copaiba siendo productos naturales

muestran efecto antibacteriano sobre S. Mutans:

Yakelin F. Arequipa® (2018) Hizo un estudio utilizando concentraciones de latex de
sangre de grado al 50, 75 y 100 % los objetivos fueron verificar efecto inhibitorio
sobre Lactobacillus Acidophilus, asi mismo realizar una comparacion con el
gluconato de Clorhexidina con una concentracién de 0,12%. En los resultados de
comparaciones se supo que el que tuvo mejor efecto fue la concentracion de
100%. También se observo que la comparacion de Gluconato de Clorhexidina al
0.12% con el Croton lechleri tuvo una mejor respuesta de inhibicion en 24 horas,
sin embargo al esperar las 48 horas el Croton lechleri tuvo igual respuesta de
inhibicion.se concluye que comparando las diferentes concentraciones del Croton

lechleri, podemos afirmar que tanto a las 24 como a las 48 horas, la concentracion
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al 100% fue la mejor.

Espinosa A. Ecuador® (2018) Realizo una investigacion y su principal objetivo fue
verificar el efecto inhibitorio de la sangre de grado frente a cepas de
Streptococcus Mutans ATCC® 25175TM y Porphyromona gingivalis ATCC®
33277TM. Segun los resultados obtenidos la concentracion de sangre de grado al
100% a las 24h dio un halo de inhibicion de 19.10mm sobre Streptococcus
Mutans, por otro lado a las 72h en una concentracion de 100% el halo de
inhibicion fue 14.30 mm para Porphyromona gingivalis. Sin embargo la
clorhexidina al 2 % lo supero ya que su halo tuvo una medida de 26.5mm para
Mutans y 30mm para Porphyromona gingivalis. Se llega a la conclusién de que la
sangre de grado tiene accién de inhibicibn mas potente para el Streptococcus

Mutans que para la Porphyromona gingivalis.

TEORIAS RELACIONADAS AL TEMA.

1. Sangre De Grado (Croton Lechleri):

Considerado como una planta medicinal por sus propiedades curativas gracias al
latex, tienen un color rojo sangre muy caracteristica de consistencia viscosa,
oriunda de la amazonia peruana, en los ultimos tiempos ha ido en crecimiento la

demanda para la adquisicién de este producto©.

Se sabe que tiene uso desde hace muchos afos atrds y es considerado una
planta milenaria y su uso para la medicina tradicional es muy comun ya que tiene
propiedades medicinales tales como producir un efecto cicatrizante de heridas
externas, también utilizado para el lavado de ulceras como un desinfectante

natural y en otras patologias. 1°

Los nativos de la region amazénica del Per( son aquellas personas quienes
hacen gque esta planta se use con mayor frecuencia.
La poblacion que se encuentra en la Amazonia ecuatoriana distingue al género

de la sangre de grado y le denominan “ian iqui” palabra en quechua y utilizan el
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producto como tratamiento de “los granitos” de la mucosa bucal o los que estan
presentes en la lengua y también como un excelente antiséptico para la limpieza

bucodental.1®

1.1 Identidad Del Género.

Dominio: Plantae: Magnoliophyta
Categoria: Magnoliopsida
Estructura: Euphorbiales

Grupo: Euphorbiaceae
Variedad: Croton

Género: Lechleri

1.1.1 Denominacion Cientifica:

Croton Lechleri Muell. Arg.

1.1.2 Denominaciéon Comun:

En varias regiones de nuestro pais es comunmente conocido como Sangre de
Dragén, palo de dragén, sangre de grado o también como le denominan en el

idioma (quechua) Yahuar huiqui.

En las regiones amazonicas de Bolivia, Colombia, Ecuador y Peru con mayor
frecuencia lo conocen los nativos como “sangre de grado”. Se sabe que pequeiias
variedades de tipo Croton que produce el liquido del color rojo caracteristico de la

sangre es la que se ha verificado con diferentes propiedades medicinales.!!

1.1.3 Caracteristicas Botanicas
Descripcion: Considerado un arbusto que tiene amplia copa que

aproximadamente obtiene entre por lo menos 12 a 20 m de altitud.?

Tallo: Con un amplio tallo en la que se puede observar las grandes cortezas

externas del arbol, desde su interior exuda un liquido viscoso de color rojo
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caracteristico semejante a la sangre humana, o color vino, también rojo oscuro en
diversas tonalidades, este es el latex utilizado por las grandes empresas

farmacéuticas.!?

Raiz: El raigon primordial tiene mayor desarrollo que las raices accesorias, tienen

una forma cilindrica conica. 12

Hojas: Tiene hojas tiernas que son de color blanco rojizo. Sus hojas son simples
y tienen glandulas en su base, miden un aproximado de 11 a 20 cm de extension

y de 6 a 16 cm de amplitud.'?

Inflorescencia: Posee flores que tiene un color ambar con varios estambres,

presente inflorescencia que tienen forma de racimos.*?

Frutos: Sus frutos tienen apariencia globosa, miden unos 4 mm de extension y

unos 3,5 mm de amplitud.*?

Semillas: Sus semillas con cardncula son lisas.1?

1.1.4 Ecogeografia

a. Peculiaridades edéficas:!3
Habitat: Bandas no mojadas y especialmente en las descendencias de las
quebradas.

Suelos: Arenoso, franco-arenoso, limo-arenoso, franco-limo arenoso.

b. Peculiaridades climaticas: 13
Nivel de Calentura (%): 14-34.8°
Clima: Tropical y himedo

Humedad atmosférica (%): 66-86

Precipitacion (mm): 148-498

c. Peculiaridades fitogeograficas:!3
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Reparticion latitudinal: 05°- 17° L.S
Reparticion altitudinal: 79-1000 m.s.n.m
Reparticion por Provincias: Chachapoyas, Moyobamba, Huanuco, Huancayo,

Ucayali, Puerto Maldonado, Cusco y Puno.

d. Clasificacion geografica:?

Brack (1986): Regidn ecoldgica de la Selva alta de la Amazonia.
Cols y Mostacero (1996): Amazonas

Pulgar (1967): Region ceja de selva, selva baja

Tosi (1960): Pluvisilva, jungla empapada con clima subtropical.

e. Particularidades fenolégicas:*®
Tiempo de florecimiento: abril a mayo
Periodo de produccién: Junio y agosto

Modos de expansion: Gérmenes.

1.2 Distribucién y Habitad

El Croton lechleri que con mayor frecuencia lo logra hallar en lugares como,
Quito, Bogota, Lima, Brasilia y la Paz es introducida a los mercados de otros

paises como especie nativa ornamental.!3

(Localizado principalmente en Peru) también tiene origen en zonas tropicales y
subtropicales de Sudamérica.?

La sangre de grado crece mayormente en bosques humedos, en zonas
silvestres montafiosas, en regiones selvaticas, en eco regiones tanto de selva
baja y selva alta, por esas zonas encontramos arboles de sangre de grado con
mayor facilidad.®

1.3 Localizaciéon En Territorio Peruano

Los podemos ubicar en diferentes ciudades capitales de algunos departamentos
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del pais distribuidos en la region amazdnica a un rango de altura de entre 704 y
1670 msnm; tales como Huanuco, Puerto Maldonado, Cusco, Ucayali. En el

departamento de Pasco.*®

1.4 Plantacioén

Se hace la propagacién de este arbol con semillas que deben ser sembrados al
inicio de temporadas de lluvias, para que su crecimiento sea mas efectivo, la
siembra debe ser es suelos franco arenoso bien hondo o medianamente hondo,
con excelente desecamiento rico en nutrientes, buena ventilacibn y con
moderados acidos o alcalinos. Para un efectivo desarrollo el clima debe ser
tropical o subtropical hasta con 2010msnm.*3

1.5 Compuestos Quimicos: Principal Parte Activa

Algunos cientificos del Peru y de Estados Unidos en 1988 estudiaron y analizaron
la composicion quimica del arbol de sangre de grado y descubrieron cual era la
sustancia activa del género, por lo tanto decidieron denominar con Taspina ya que
es un alcaloide con excelente actividad biolégica para tratamientos de lesiones en
la piel y demés en los seres humanos. Estos compuestos son sumamente

importantes para acelerar el proceso de cicatrizacion.'4

Corteza: se han identificado esteroides (latex), cumarina, alcaloides [isoquinolina
y taspin]. Y la sustancia quimica con mayor relevancia son los polifenoles, estas
son partes biactivas que se encuentran en las plantas con mayor porcentaje en la
corteza del Croton lechleri, se caracterizan por tener una molécula mas de fenol
en su grupo, se ha demostrado en diferentes investigaciones que esta sustancia
ayuda al organismo a contrarrestar diferentes afecciones ayudando a mejorar su

calidad de vida si se usa de la manera mas adecuada posible.

Hojas: alcaloides, apofina (taliporfina y acantina). Estas sustancias quimicas que
se encuentran en las hojas de este arbol milenario tienen orientaciones para su

tratamiento con una cantidad adecuada de uso segun indicaciones por varias vias
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de administracion (oral o tépico) incluso se da uso directamente en las lesiones de

la piel diluidas con un poco de agua estéril en forma de colutorio**

1.6 Dosis E Indicaciones Para Tratamiento

La sangre de grado con mayor indicacion y uso en forma topica, aplicada
directamente a la zona de la lesion, en heridas superficiales o profundas. Su uso
en forma de colutorios para la aplicacion topica.

También es indicada por consumo en via oral diluido con agua.*

Usos etnomedicinales: El uso de latex de sangre de grado es utilizado como
antiinflamatorio, antiviral, antibacteriano, anticancerigeno, antioxidante, vulnerario,
hipotensor. Empleado como agente cicatrizante tanto en lesiones internas como
en externas (muy bueno en ulceras intestinales y estomacales) diluido en 15
gotas del producto en una copa que lleve algun liquido por lo general agua
tomando una vez diariamente por un mes promedio. Del mismo modo utilizado en
heridas asi como también para duchas vaginales antes de dar a luz (50 gotas de

latex de sangre de grado diluidas en agua tibia) 14

Empleado con mayor frecuencia para la curacién de heridas por sus propiedades
cicatrizantes y homeostéticas. Cuando hay ulceras de garganta y amigdalitis se
puede realizar gargaras una vez al dia diluido el latex unas 5 o .6 gotas en un
vaso con agua tibia. También empleado para fracturas, leucorreas y reumatismo

en adultos mayores. 14

Anticonceptivo: Durante el inicio del periodo tomar 12 gotas en las mafianas por

aproximadamente 10 dias.*

El liquido viscoso producto de la extraccion de corteza del arbol de sangre de
grado tiene un uso particular como excelente hemostatico y cicatrizante de
lesiones en la piel.® La sangre de grado segln algunos estudios es eficiente para
diferentes males y afecciones como faringitis, hemorroides, paludismo, tumores,

anemia, diarrea, cancer, afecciones dérmicas, hinchazones, ulceras estomacales,
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ulceras intestinales.#
Luego de una extraccion dental considerado excelente antiséptico y cicatrizante,
se usa también como calmante después del parto, y muy buen antiséptico

vaginal.14

1.6.1 Precauciones Y Limitaciones De Uso

Cuando se usa de forma irracional y de manera excesiva puede causar ceguera,
trastornos circulatorios y estomacales. Por lo tanto se debe limitar el uso cuando
existe una lesion grande producto de una quemadura por ejemplo ya que
presenta accion citotoxica compuestos de los alcaloides de taspina. Del mismo
modo tener mucha precaucion en ulceras estomacales ya que el uso inadecuado

desencadena enfermedades hepaticas.®

1.6.2 Mecanismos De Efectos Téxicos

Segun articulos y diferentes investigaciones la taspina que contiene el latex de
sangre de grado ha demostrado no tener nada de toxicidad para los fibroblastos
de los humanos. Las pruebas que se realizaron in vitro en varios laboratorios
coincidieron con sus resultados quienes demostraron que no hay toxicidad en la

taspina de Croton Lechleri.

Pieters en 1992 realiz6 un estudio basado en cromatograficos y de RR. MM
nuclear, luego de su investigacion informo que la sangre de grado no tiene
suficientes proporciones que representen dafio o peligro en su uso en humanos,
ni cantidades de esteres diterpenicos causantes de varios tipos de tumores. Por lo
tanto su uso no amenaza con causar efectos adversos u ocasionar la
etiopatologia de alguna enfermedad en el organismo. Por ende hay una buena
justificacion para su uso y medicacion para algunos males y lesiones descritos en
varios estudios. Se sabe gue todos estos andlisis e indagaciones se realizaron

con sangre de grado extraidos de arboles en Per(.1®
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2. Accion Farmacoldégica

Se puede destacar como efectos mas importantes la actividad cicatrizante y la
actividad hemostética que tiene el latex de sangre de grado. Lo que puede tratar
con un elevado nivel de eficacia y agrado en los pacientes que lo utilizan en
diferentes tipos de lesiones en la piel y demas partes del cuerpo, incluso tratar
enfermedades en pacientes que presentas ulceras por decubito, escaras o
varices.

Como ya se ha venido mencionando anteriormente el latex de sangre de grado ha
demostrado gran eficacia por presentar componentes para su accion antimicotica,
antimicrobiana, antiviral, por lo cual es recomendado para tratar ciertas afecciones
como gastritis, cuadros de ulceras, enfermedades duodenales, tiene como Unica
finalidad hacer hemostasia en sangrados iniciales para luego reforzar el proceso
de cicatrizacion. Si existen afecciones el modo de usos es aplicar 3 0 4 gotas en
un vaso de agua tibia e ingerirlos por unos 5 a 7 dias todos los dias.

También importante sefialar su uso para cicatrizacion de heridas en la cavidad
oral y faringeo tales como, gingitis, amigdalitis, para estos casos se utiliza en
forma de colutorios orales para realizar gargaras por las mafianas, o en todo caso

si el paciente presenta otro tipo de lesién en la mucosa aplicar de forma tépica.*®

2.1Funcién Cicatrizante:

La sangre de grado actla inmediatamente en la zona de lesién ayudando a
generar colageno para la formacion de la costra y asi estimular la pronta
cicatrizacion de la herida. A toda esta accion se une la sustancia llamada taspina

presente en el latex de sangre de grado. *°

Su principal factor de accion de la taspina esta relacionado directamente con la
gran cantidad de alcaloides que hacen trabajo de quimiotaxis por lo que en una
concentracion suficiente de Croton lechleri se estd promoviendo constantemente

su efecto bactericida y bacteriostatico y su accion cicatrizante.
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Para el tratamiento de ulceras gastricas se han hecho investigaciones donde se
ha inducido indometacina en ratas para analizar el efecto de la taspina. Se
concluy6 que la taspina tiene el efecto para reducir los indices de ulceracion, y
también hacer la mucosa géstrica mas consistente aumentando su espesor para

la proteccidn de varias afecciones.

Al igual que la taspina la sangre de grado también tiene otros componentes
quimicos que ayudan en su eficacia como por ejemplo el lignano 3'-4-O-
dimetilcedrusina en proporcion minoritaria pero que también intervienen con sus

multiples beneficios.

La sangre de grado con una actividad cicatrizante, reduce la accion
mieloperoxidasa por la tanto facilita la cicatrizaciébn y por ende curar lesiones
como ulceras gastricas, u otro tipo de ulceras de diferentes tamafios. Un
componente llamado polifenoles tiene un rol muy importante que ayuda en el
trabajo de cicatrizacion. Unas sustancias llamadas proantocianidinas incitan la
creacion de células fibroblasticas en la zona de lesion, después del paso de varias
horas se da inicio a la creacién y formaciéon de una capa oscura que cubre la

herida, esta es llamada costra.®

2.2 Funcién Antiviral Y Antimicrobiotica:

Varios estudios relevantes han reconocido y comparado las actividades antiviral y
antimicrobiana de Sangre de Grado, especialmente SP-303. Se llega a la
conclusion que es muy importante su uso para combatir el virus de la gripe
AH1N1, también el virus de la hepatitis tipo A y B, asi como el virus del herpes

simple.1®

Grandes estudios in vitro han evidenciado el efecto positivo antimicrobiano que
posee el Croton lechleri para generar grandes medidas en los halos de inhibicién
frente a varias cepas de microorganismos causantes de varias patologias en
diferentes organos del cuerpo humano, facilitando asi que la mayoria de las

personas consuman este producto por sus grandes beneficios que ofrece, incluso
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para afecciones respiratorias también se estéa llevando a cabo estudios.?®

En otras investigaciones donde se realiz6 ensayos vaginales en raton, se verifico
que la labor de la sustancia del latex de sangre de grado reduce
significativamente la formacion de lesiones cuando su modo de uso es de forma

topica entre un 6 al 12%.%°

Se sabe que el SP 303 se forma en periodo clinico como parte del proceso como
procedimiento y terapia que presentan y padecen personas que tienen el virus del
VIH con multiples lesiones periddicas y quienes acuden al establecimiento de
salud con frecuentes lesiones producidas por herpes genital y con disenteria en
pacientes con comorbilidad por VIH.16

Diferentes combinaciones de polifenoles, flavonoides y diterpenoides de Sangre
de Grado (C. lechleri) muestran potentes efectos antibacterianos debido a sus
metabolitos tales como: coberinas, Ay B, 1, 3, 5 -Trimetoxibenceno y 2, 4,6-
trimetoxifenol son muy eficaz contra Bacillus subtilis, entre ellos més eficaz que la

penicilina y el cloranfenicol. 16

Los agregados fendlicos simples son los compuestos fotoquimicos mas simples
compuestos por anillos fendlicos sustituidos. La cantidad de asociacién de
hidroxilo (OH) en el aro aparenta tener afinidad con la toxicologia para los
microbios, por lo que una mayor hidroxilacion se asocia con una mayor
toxicidad-6

2.3 Funcién Antiinflamatoria:

Se ha comprobado que no solo la taspina presenta un componente comprometido
con la accion antiinflamatoria que tiene la sangre de grado. El latex total de por si
tienen efecto potente para ejercer actividad antinflamatoria, segun estudios
estadisticos significativos por via intraperitoneal, en el modelo suplantar de la rata.

17

El encargado de la accion antiinflamatoria tiene propiedades extensas, capaz de
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llega a regenerar una llaga, con su principio activo presente en la taspina de

sangre de grado.

Para verificar el efecto antiinflamatorio de la taspina, se realizaron tres modelos
farmacoldgicos bajo investigacion. En el primer modelo, los granulomas se
inocularon en hisopos de algoddn y la taspina de sangre de Grado impidio el
desarrollo de granulomas. En un modelo de rata de artritis adyuvante, la taspina
también suprimio la inflamacion. Taspin de Latex de sangre de Grado también
tiene accidén antiinflamatoria en un ejemplo de fascitis plantar estimulado por

carrageninas en ratas. 1’

3. STREPTOCOCCUS MUTANS

Esta bacteria se considera una bacteria anaerdbica facultativa Gram-positiva que
se ubica en la boca de los seres humanos como porcion de una biopelicula en los
dientes conjuntamente con sarro adherido a los dientes. Esta bacteria se asocia
con mayor frecuencia con el excesivo incremento y proceso de lesiones
producidas por caries en el esmalte dental. Se sabe que esta enfermedad de
deterioro de las piezas dentales ataca casi a la mayoria de personas casi llegando
a un grado universal. Considerado un microorganismo neutrofilico ya que tiende a
sobrevivir en un ambiente de pH neutro, también metaboliza cualquier derivado
del azlcar por lo que es acidogénico y acidurico ya que es capaz de sintetizar lo
contrario a los acidos en estas condiciones. Cumple otra importante funcion de
metabolizar compuestos de disacaridos de glucosa y fructuosa para elaborar
enzimas que ayuden en metabolizar polisacaridos (elemento de consistencia
blanda que favorece la afinidad de microorganismos a la cara libre de cada
diente) e intracelulares (metabolismo energético). Con buena salud bucal, el

namero de estas bacterias en la boca serd inferior a 100.000 UF 18

3.1 Clasificacion
Tipo: Bacilli
Estructura: Lactobacillales

Afinidad: Streptococcaceae
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Variedad: Streptococcus
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes

Especie: S. Mutans

3.2 Particulares Del Virus:

SE diferencian por ser microorganismo anaerobio facultativos, ya que tienen

capacidad de vivir en ausencia o presencia de oxigeno.

Demandan de por lo menos 4 a 10% de Dioxido de carbono para poder tener un

desarrollo adecuado en el laboratorio por lo que se nombran microerofilos.

De acuerdo a la hemolisis que desarrollen en un medio de cultivo de tipo agar

sangre se cataloga como gamma hemolitica o alfa

Tienden a ser microorganismos demasiado susceptibles por lo que al ser

expuestos a diferentes cambios ambientales y de temperatura no sobreviven.

Mantiene una postura nutritiva demasiado estricta cuando se tiene este tipo de

microorganismo en el laboratorio'®

3.3 Forma Del Virus

Streptococcus Mutans son células redondas, es por eso el origen del nombre en

la terminacién “cocos” Se pueden observar siempre formados en cadenas.

Cuando se utiliza la técnica de coloracion en el laboratorio, tienden a tefiir un color
morado caracteristicos para bacterias gram positivas. No son méviles y tampoco

forman esporas.

No contiene una capa de capsula, pero si estan bien protegidos por una gruesa

pared bacteriana, caracteristica de los gram positivos.
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Sujeta un peptidoglicano grueso de 79 Mm de grosor, en el que se halla aferrado
el acido teicoico, mientras que el acido lipoteicoico se encuentra unido a la

membrana celular.
En su pared celular no poseen carbohidratos. 18
3.4 Elementos De Virulencia

Se denomina factor de virulencia aquellos componentes 0 mecanismos con lo que
dispone un microorganismo para ser capaz de originar un patologia en cualquier

ser vivo. S. Mutans dispone de:

Desplazamiento para una efectiva adherencia 'y desarrollo de biopelicula.
Elaboracion de cantidades elevadas de acidos organicos (acidogenicidad).
Elaboracion de glucosiltransferasas.

Capacidad para sobrevivir a pH bajo (aciduricidad).

1.3. FORMULACION DEL PROBLEMA.

¢Tendra efecto antibacteriano significativo las concentraciones de latex de
sangre de grado (Croton Lechleri) sobre cepas de Streptococcus Mutans?

1.4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL ESTUDIO.

Diversos estudios e investigaciones realizadas en varios paises tienen sustentos
técnicos en relacién a las propiedades de esta especie vegetal; tales como
cicatrizantes, curativas, antiinflamatorias, antimicéticas, que tiene el uso de la

sangre de grado asi lo testifican en sus averiguaciones.

Dada a la gran relevancia que tiene la caries dental, que la mayoria de poblacién
a nivel de todo el mundo lo tiene sin discriminar raza, sexo o condicion social
producida por Streptococcus Mutans, microorganismo presente en la iniciacion de
caries en dentina. Por lo cual se compone como el microorganismo de mayor
relevancia a investigacion en todos los aspectos, especialmente en aquellos
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quienes tratan de prevenir, controlar o aminorar el porcentaje de incidencias de
caries dental en la poblacién mundial, buscando diferentes tacticas de prevencion
y control para la disminuir o eliminar esta bacteria presente en caries dental y en
grandes cantidades en la cavidad bucal. Se sabe por diferentes investigaciones
gue aun este microorganismo anaerobio facultativo no ha sido controlado en boca
y uno de los productos quimicos que con mayor frecuencia se utiliza para su

control tiene efectos adversos.

La sangre de grado ha demostrado ser un buen agente curativo y cicatrizante y
tener varias propiedades medicinales, sin embargo lo que me inclino a realizar
este estudio es el escaso énfasis en las propiedades antibacterianas que tiene la
sangre de grado frente al Streptococcus Mutans, por lo cual no reine muchas

referencias y es objeto de estudio.
1.5. HIPOTESIS.
H1: El efecto antibacteriano de las concentraciones de latex de sangre de grado

(Croton Lechleri) sobre cepas de Streptococcus Mutans ATCC 25175, producen

un efecto distinto y significativo.

HO: El efecto antibacteriano de las concentraciones de latex de sangre de grado
(Croton Lechleri) sobre cepas de Streptococcus Mutans ATCC 25175, no

producen un efecto distinto y significativo.

1.6. OBJETIVOS.

161 OBJETIVOS GENERAL

Evaluar el efecto antibacteriano de tres concentraciones de latex de sangre de
grado (Croton Lechleri) sobre cepas de Streptococcus Mutans ATCC 25175.

162. OBJETIVOS ESPECIFICOS
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Comparar el efecto antibacteriano del latex de sangre de grado (Croton Lechleri)

al 50%, 75% y 100% frente a las cepas de Streptococcus Mutans.

Comparar el efecto antibacteriano del latex de sangre de grado (Croton Lechleri)

con el efecto producido por la Clorhexidina, frente a las cepas de Streptococcus

Mutans.

METODO

2.1

2.2

TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION.
Conforme los investigadores, la interferencia es experimental.

Es prospectivo en base a la programacion calculada a partir de las
variables de estudio

Es longitudinal en funcién del nimero de veces que se valida la variable de

estudio en cuanto a la medicion.

Es analitico basado en la cantidad de variables de utilidad.

POBLACION Y MUESTRA.

La poblacion estara constituida por la cepa de Streptococcus Mutans con
referencia ATCC 25175.

La muestra estara constituida por 10 repeticiones para cada
concentracion de (Croton Lechleri) sangre de grado.

Criterios de inclusion:

Laminas de Petri sembradas con la cepa S. Mutans ATCC 25175
Proporcionar un entorno apropiado para el incremento y proliferacion.
El origen de la cepa tiene que estar con medios similares (mismo

ambiente)
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Criterios de exclusion:

de asepsia.

Otras cepas.

2.3 VARIABLES, OPERACIONALIZACION.

Dependiente: efecto antibacteriano sobre cepas de S. Mutans ATCC 25175

Laminas Petri sembradas con Cepa de S. Mutans que se evidencie sefial

DEFINICION
VARIABLE DEFINICION | OPERACION | INDICADO | VALO TIPO DE
CONCEPTUAL | AL RES R VARIABLE | ESCALA
FINAL
Fluido
mucilaginoso 100%
(croton de color | Se utilizara 3 | Concentra | 75%
lechlert) carmesi, este concentracio | ciones 50% Cualitativa | Ordinal
Sangre de | inhibe el | nes de latex
grado crecimiento de sangre de
bacteriano grado
pueden ser de
2 tipos
naturales o]
sintéticos
Susceptibilidad
gue tiene Se
un comprobara | Diametro
Efecto microorganismo | de acuerdo a | del halo de
antibacteria | a la accion la evaluacion | inhibicion mm | Cuantitativa | Nominal
no De un farmaco | segun la | en
o] a un | medida que | milimetros
preparado proporcione
natural. los
Halos
inhibitorios.

Independiente: (Croton Lechleri) Sangre de Grado.

32




24 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS,
VALIDEZ Y CONFIABILIDAD.

TECNICA: Se emple6 el procedimiento sistematico de contemplacion
observacional microbiologica experimental de forma indirecta para luego
almacenar informacion de las variables en cuanto a las respuestas, por ende se
valoré los halos de inhibicién de la (sangre de grado) Croton Lechleri sobre el S.
Mutans.
INSTRUMENTO:

e Papeleta de observacion.

¢ Papeleta de laboratorio de acumulacién de referencias.

¢ Regla milimetrada marca ISO.

Proceso Para Recaudacion de (Croton lechleri) Sangre de drago.

El fluido mucilaginoso se consiguio de las casas naturistas de la amazonia del
Peru, ubicado en Moyobamba, Rioja y en Juanjui, donde se distribuye hacia el
interior del Pais, ellos son los encargados de obtener el latex puro concisamente
de las sembradios de Croton Lechleri, donde para obtencion del latex realizan el
corte de una conjunto alargado de la corteza del arbol de sangre de grado,
realizando ese corte el arbol empieza a eliminar hacia el exterior el latex de

sangre de grado.

Luego de la obtencion del liquido directamente de la corteza del arbol, se tenia
gue comprobar que esta sea 100% pura, oriundo y no se haya sido mezclado con
ninguna otra sustancia que modifique sus propiedades y por ende los resultados
de nuestro experimento.

Por lo que para comprobar su efectividad se realizaron varias pruebas fisicas
guimicas tales como PH, viscosidad, densidad, en el laboratorio, estas pruebas

estan previamente documentadas en cuanto a la sangre de grado

Método Para EIl Cultivo:
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Se utilizé el medio mas competente para esta clase de procedimiento el cual es el
Agar M.H ya que es el adecuado para verificar la efectividad de una sustancia

mediante medios de sensibilidad.

Sus caracteristicas mas destacadas son la rapida proliferacion de
microorganismos capaces de causar enfermedades humanas, sobre todo
Streptococcus, y la amplia evidencia y seguridad cientifica que respaldan las
pruebas de susceptibilidad en este medio, la investigacion ha sido desarrollada en
el laboratorio de la universidad Pedro Ruiz Gallo Facultad de Ciencias Bioldgicas,

Universidad

Diluciones del latex:
Teniendo la cantidad adecuada para el experimento de 10 ml de sangre de grado

(Croton lechleri) se hizo el tratamiento para diluciones. Por tanto:

v 50% diluidos en 10 ml
v 75% diluidos en 10 ml
v 100% diluidos en 10 ml

Consecutivamente todas las concentraciones de diluciones seran expuestas a

radiacion utilizando lampara UV para impedir cualquier tipo de contaminacion.!

Reactivacion de cepas de S. Mutans ATCC 25175

Las cepas de S. Mutans ATCC 25175 fueron obtenidas mediante coordinacion
con el laboratorio de Ciencias Bioldgicas de la universidad P.R.G, almacenada en
refrigeracion a 8°C. La estimulacién de la cepa se hizo con toda la siguiendo

secuencia del reglamento sugerido por el microbiélogo.

El medio utilizado para la reactivaciéon de las cepas de S. Mutans ATCC 25175 fue
el caldo de infusion cerebro corazén (BHI), donde se tomaron porciones de la
bacteria para ser sembradas en tubos con caldo (BHI), incubandolas en

anaerobiosis por 24 horas a 37°C estableciéndose su viabilidad por la turbidez del
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caldo, luego fue sembrada en placas con Agar (BHI) por 24 horas a 37°C para la
identificacion mediante las caracteristicas macroscopicas que son representadas
por colonias puntiformes; y en la tincion Gram se observo cocos en cadenas gram

positivas que verificaron la pureza de las cepas.!

Inyeccion de la lamina.

La inoculacion de la bacteria se hizo en tres direcciones distintas para lograr que
esta sea dispersa en toda la superficie del agar, estos movimientos se hicieron
desde la parte superior dela placa. Cabe sefalar que la siembra de los
microorganismos se llevé a cabo durante 16 minutos luego de la hora estandar
con el hisopo completamente estéril. Todo este procedimiento fue realizado en el
ambiente de laboratorio de Biologia de la UNPRG. Donde en todo momento se

utilizé un mechero para evitar la contaminacion.

Procedimiento segun Kirby — Bauer (CLSI)

Existe un comité llamado Instituto de modelos Clinicos y de manejo en laboratorio
(CLSI) la cual es una institucibn delegada para propagar varias pautas de
laboratorio que son normalizadas a nivel internacional para su adecuado uso. En
una de sus guias con referencia M2 — A7 explica claramente el protocolo que se
debe seqguir y esta explicado por Kirby — Bauer como narracion para todos los

ensayos de sensibilidad que se realizan por difusién de disco.!

Disposicion de discos con (Croton lechleri).

Para efectuar el experimento de accion de la sangre de grado preparamos
desinfectando y esterilizando los rosetones de papel filtro para luego ser
empapados en las diluciones de sangre de grado (50, 75 y 100%). Se ubico
mediante una micropipeta de la marca BOECO- BRAND rango de (10- 100 ul) la

cantidad 10 microlitros en cada disco.

Con ayuda de una pinza estéril fueron empapados los discos de papel con
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diferentes cantidades, que son puestas en recipientes de Petri. Posterior a este
procedimiento teniendo en cuenta una temperatura ambiente se dejé durante 15
minutos para que los discos de papel absorban toda el agua posible del medio de
cultivo y asi se realice la propagacion de los microorganismos utilizados para la

investigacion. 1

Incubacién de la placa.

Después colocamos las cajas Petri en una jarra de tipo Gas Pack, esta jarra se
encarga de favorecer un ambiente de anaerobiosis para proliferacién bacteriana,
luego de colocados los recipientes petri se sella la tapa de la jarra
herméticamente, Se procedié a poner en una estufa a una temperatura maxima
de 35° C y CO2 al 7% por unas 19 horas, para poder lograr una adecuada

incubacién de esta bacteria.l

Lectura de halos de inhibicion.

Después de 19 horas de haberse realizado la incubacion, utilizamos el
instrumento para graduar los halos inhibitorios que corresponde a una escuadra
milimetrada de acero inoxidable con graduacion en milimetros y pulgadas marca
ISO.1

La recoleccion de la informacién se realiz6 mediante un cuadro elaborado en
Word. Debido a que los datos fueron medibles se tuvo que ejecutar el andlisis de
datos, que fue ubicado es escala de tipo nominal para descifrarlo en diferentes

categorias con un determinado valor numérico, para posteriormente.

Consecutivamente se dio lugar a efectuar la comparacion de datos, por lo que
fueron aportes graduables se coloc6 en una secuencia nominal, para luego
catalogarlos por la clase a la que pertenecen con un valor numérico, y por ultimo,
los resultados fueron constituidos en listas y representaciones

Para comprobar la validez de los resultados coleccionados. La totalidad de este

se manejo se llevo a cabo con la utilizacién de los programas de Microsoft Word y
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Excel.

Validez

En este estudio, se consideraran tablas de recoleccion de datos relacionadas con
el nimero de repeticiones para permitir la consistencia interna de los efectos
antibacterianos de tres concentraciones de latex sanguineo graduado (Croton
Lechleri) contra cepas de S. Mutans. ATCC 25175.

Confiabilidad

Se completd la exposicion de datos fidedignos recopilados y almacenados. La
veracidad y solidez de toda la informacién se efectla por la intervencion de
herramientas efectivas y de suma confianza. El producto que deje la investigacion

sera utilizado por otro estudio para cumplir con los principios de transferibilidad.

Concentraciones Mediciones
100% 10 Rep.
Sangre De Grado 75% 10 Rep.
50% 10 Rep.

2.5 PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS DE DATOS.

Para realizar un estudio estadistico se utilizan pruebas paramétricas y se deben
cumplir 3 requisitos. Primero, obligatoriamente debera presentar una tipica
variable segun el nimero de proporcion. En segundo lugar, debe satisfacer la
hipétesis de (homogeneidad de muestras), y al final, debe satisfacer la hipotesis

de (varianza homogénea).
Si el trabajo de investigacion cumple con la variable numérica, se aplican dos

tipos de prueba. Si la muestra es mayor a 30 se realiza la prueba de Kolmogorov-

Smirnov, y si la muestra es menor de 30 se realiza la prueba de Shapiro-Wills.
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Si se llega a demostrar la hipotesis de normalidad, se evidenciara muestras
paramétricas conjuntamente con la técnicas ANOVA. Si no se demuestra la

hipotesis de normalidad, se usara una prueba no paramétrica.

2.6 CRITERIOS ETICOS.

La Universidad Sefior De Sipan maneja un reglamento ético que todos los
estudiantes e investigadores deberan cumplir al momento de desarrollar sus
trabajos de investigacién, su Unico objetivo para la utilidad del mismo es proteger
varios derechos importantes del ser humano tales como, confianza,
supervivencia, fortaleza fisica, tranquilidad y honorabilidad, de todas las personas
implicadas que trabajan haciendo investigaciones cientificas de calidad, con
técnica formadora en favor de cumplir los reglamentos éticos que han sido

admitidos por la constituciéon del pais y del extranjero.

La eliminacién y manejo de los desechos generados durante y después de
realizar el procedimiento tuvo que ser de manera eficiente, para ello se usé una
camara de flujo lamiar de tipo 2, También se usé material estéril que fue aplicado
en el laboratorio. Después de haber desarrollado la etapa experimental de nuestra
investigacion se procedid a realizar la eliminacion de los desechos que se
produjeron. Todo este proceso se llevo a acabo teniendo en cuenta el protocolo y
las reglas establecidas en el laboratorio de la UNPRG.

2.7 CRITERIOS DE RIGOR CIENTIFICOS

Los métodos utilizados estan validados universalmente, ya que estos
procedimientos afirman que los resultados obtenidos son veraces objetivos y
oportunos. Teniendo en cuenta que la presentacion de la bibliografia utilizada
sigue el formato Vancouver, que se ha establecido internacionalmente para
estudios en el area de disciplinas médicas y de salud. Este estudio cumplié con
todos los estandares de rigor cientifico y, por lo tanto, es un estudio sin

precedentes y debe considerarse como tal.

38



Il. RESULTADOS

Después de haber realizado las pruebas en el laboratorio se utiliz6 este cuadro
para recoleccion de los mismos segun el nUmero de repeticiones para obtener la

medida de los halos inhibitorios.

En base a estos resultados se han desarrollado la parte estadistica, posterior a
ello tener conclusiones.
SANGRE DE GRADO

CLORHEXIDINA
HALOS DE INHIBICION

REPETICION (Control Positivo
50% 75% 100% 0, 12%
1 9 12 17 20
2 9 12 17 20
3 9 12 17 22
4 9 13 16 20
5 8 13 18 20
6 8 13 18 21
7 8 13 18 20
8 7 11 17 20
9 7 11 17 22
10 8 10 16 22

Fuente: Guevara Castro Katia Medali
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ANALISIS ESTADISTICO

Para la resolucién de saber si hay efecto de inhibicion de la sangre de grado
sobre las cepas de S. Mutans ATCC 25175 se agruparon de 3 maneras utilizando
diluciones en 3 concentraciones distintas al 50, 75 y 100%, estos se establecen
luego de haber medido los halos en milimetros. Se reiteraron 10 veces los
ensayos conjuntamente con el grupo control y se interpretaron las medidas segun

Duraffourd y Lapraz.

Objetivo General:
Evaluar el efecto antibacteriano de tres concentraciones de latex de sangre de
grado (Croton Lechleri) sobre cepas de Streptococcus Mutans ATCC 25175

Tabla 1
Andlisis descriptivo de las medidas de halos de inhibicion en mm.
Tratamientos N° | Rango | Minimo |Maximo | Media D?SV'
Estandar
Sangre de grado | 10 2 7 9 8,20 ,789
al 50%
Sangre de grado 10 3 10 13 12,00 1,054
al 75%
Sangre de grado 10 2 16 18 17,10 , 738
al 100%
Control (+) 10 2 20 22 20,70 ,949
Clorhexidina
Control (_) 10 0 6 6 6,00 ,000
Agua destilada
Total 50 6 22
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25

20
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Sangre de Sangre de Sangre de Control (+) Control (-) Agua
grado al 50% grado al 75% grado al 100% Clorhexidina destilada

GRUPOS DE TRATAMIENTO Y CONTROL

Diametro de los halos en mm.
[Wa}

H Sensible (+): Bal4dmm Muy sensible: 14 a 20mm

B Sumamente sensible (+++): mas de 20 mm Nula (-): menosde8 mm

Figura 1: Promedios de diametros (mm) en los Halos de inhibicion
para cada tratamiento y grupo control
Fuente: ING. Alexander Carrera. Salida Office Excel 2019

En la tabla 1 y Figura 1 se puede observar las medidas del didmetro medio para
los 5 grupos de concentraciones para el analisis, con base en 10 pruebas
realizadas, interpretadas segun las escalas de Duraffourd y Lapraz.
Posteriormente segun los resultados mostrados se ha logrado determinar si existe

o no efecto antibacteriano de la sangre de grado frente al S. Mutans ATCC 25175.

En cuanto al grupo 1y el grupo 2, la concentracion al 50% y 75% respectivamente
la sangre de grado (Croton Lechleri) tiene lecturas promedio para los halos de
inhibicibn de 8.2 mm y 12 mm para cada grupo; situdndose ambas
concentraciones en un rango sensible (+), entonces el Streptococcus Mutans

manifiesta ser sensible a dichas concentraciones como modo de tratamientos.

En cuento al grupo 3, la medidas que revelaron los halos de inhibicién fueron en
promedio de hasta 17.1mm, posicionandolas en un rango sumamente sensible
(++), de acuerdo a ello se interpreta que el microorganismos es bastante sensible

si es expuesto al porcentaje de dicha concentracion.

En cuanto a los grupos 4 y 5, definidos como los grupos Clorhexidina (+) y Agua

destilada (-) respectivamente, se observan resultados totalmente opuestos. En la
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agrupacion 4 se obtuvieron medidas de los halos hasta en un promedio de 20.7,
interpretando asi que el microorganismo es extremadamente sensible (+++) a la
clorhexidina al 0, 12% utilizado como control positivo. Por otro lado en el control
negativo se utilizé (agua estéril) y las lecturas de los halos mostraron un promedio
de 6mm en cuanto a su diametro, posicionandolas como respuesta de inhibicion

limitada o invalida.

Las hipétesis que se plantea para este disefio experimental de investigacion son

las siguientes:

HO: Use 50 = Usc 75% = HsG 100%

H1: psesom * Usc 75% F HsG 100%

La finalidad del disefio experimental es aceptar la hipétesis alterna. Es decir,
comprobar si hay una valiosa discrepancia en cuanto a los resultados obtenidos
de las medidas de halos inhibitorios de cada porcentaje de concentracién al 50,

75y 100% con una magnitud de seguridad de hasta un 95%

Para la determinacion de las tres dosis de sangre de grado sobre cepas de
Streptococcus Mutans tienen un efecto significativo, se procede a realizar una
prueba estadistica en base a la evidencia de la muestra. Siendo este el caso en
que los datos no cumplen con el criterio de distribucién normal y homogeneidad
de varianza (Anexo 9), se empleé la técnica no paramétrica segun Kruskal Wallis.

La técnica no paramétrica segun Kruskal Wallis compara la mediana de cada halo
de inhibicién tomado de los tres tratamientos de latex de sangre de grado en un
rango de fiabilidad de aproximadamente el 95%.Entonces, se demuestra que al
menos una de las dosis de sangre de grado (Croton Lechleri) al 50, 75 y 100%
produce un efecto distinto y significativo sobre las cepas de Streptococcus

Mutans.

Sin embargo, esta prueba no determina cual de las dosis aplicadas al

Streptococcus Mutans es la que mas aporta al disefio experimental. Es por ello
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que es sumamente necesario aplicar una prueba POST — HOC con el fin de

comparar individualmente los grupos de andlisis.

ANEXO 9. SUPUESTOS PARA EL ANALISIS DE VARIANZA DE LAS TRES
CONCENTRACIONES DE LATEX AL 50%, 75% Y 100%

SUPUESTO DE NORMALIDAD
Probabilidades:
HO: Reparticion normal que se ajustan a los datos
H1: No hay ajuste de los datos para una reparticion normal.

Rango De Connotacion:

a=0,05
Grafica de probabilidad de RESID
Mormal
a9 o
7 Media  213162BE-15
o Deswv.Est. 0.8408
95 - N 30
50 e R 0954
"y Valor p 0.050
-
80 // ‘
@ T - !
£ &0 e
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= -
(=] 40 ey
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~
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Fuente: ING. Carlos Carrera

Conclusion

Segun Ryan Joiner los datos no se llegan ajustar para una reparticion normal
utilizando la justificacion de normalidad ya que p viene a ser igual al rango de
evidencia a = 0.05, rechazando la probabilidad nula. Ademas los valores no se

ajustan a la recta.

SUPUESTO DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZA
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Hipotesis:
HO: Las varianzas entre las cantidades de sangre de grado son iguales.

H1: Las varianzas entre las cantidades de sangre de grado son diferentes.

Nivel de significancia:
a=0,05

Prueba de igualdad de varianzas: DIAMETRO DE HALOS MM vs. TRATAMIENTO
Muiltiples intervalos de comparacion para la desviaciéon estandar, a = 0.05

Comparaciones mdltiples
Valor p 0.573
SG (1008%4) I | Prusba de Levens
Valor p 04886

SG (50%) I

TRATAMIENTO

5G (75%) I

050 075 1.00 1.25 1.50 175 Z.00

5i los intervalos no se sobreponen, las Desv. Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Fuente: ING. Carlos Carrera

Conclusion

La justificacion de homogeneidad de diferencias de Levene concluye que las
diferencias entre las concentraciones de latex de sangre de grado son iguales
aceptando la hip6tesis nula con un valor p de 0.486, siendo este valor mayor al

nivel de significancia a = 0.05.

Objetivos Especificos:

Comparar el efecto antibacteriano del latex de sangre de grado (Croton Lechleri)

al 50%, 75% y 100% frente a las cepas de Streptococcus Mutans.

Se opto por unir todos los grupos de analisis del disefio experimental y asi poder
hacer una comparacién multiple segun el interés de la investigacion.

Todo esta en base a los porcentajes de didmetro de los halos inhibitorios para
luego comparar si existen diferencias entre ambos segun lo sefialado por la

prueba tukey. Sin embargo, para proceder con el analisis, este test se realiza en
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base a la reparticion de los datos de la muestra.

Se utilizd (ANOVA) para este tipo de situaciones esta técnica nos ayuda a
diferenciar estadisticamente una andlisis de diferencias que sean de relevancia
para las lecturas de los halos inhibitorios en todos los tratamientos utilizaos en el

estudio con un rango de validez de hasta un 95%.

Las hipotesis que se plantea para este disefio experimental de investigacion son
las siguientes:
HO: lse 500 = HsG75% = Hse100% = Hec+) = Kec(-)

H1: pse 500 F Use75% F Kse 100% F Hec+) F Hec(-)

Como en el anterior caso, la finalidad del disefio experimental es aceptar la
hipotesis alterna. Es decir, comprobar si existen diferencias significativas entre las
medidas de los halos de inhibicion de todos los grupos de analisis, con un nivel de

confianza del 95%.

Tabla 2
Analisis de varianza (ANOVA) entre las concentraciones de
todos los grupos de estudio sobre cepas de Streptococcus
Mutans
SC MC
Fuente GL | Ajustado Ajustado Valor F | Valor p
TRATAMIENTO 4 1489.40 372.350 585.87 | 0.000
S
Error 45 28.60 0.636
Total 49 | 1518.00

Fuente: ING. Alexander Carrera Salida de MINITAB 19.

La tabla 2 muestra que el valor p esta muy por debajo del nivel de significancia a
=0.05, esto quiere decir que se niega la probabilidad nula. Entonces, se
demuestra que por lo menos una de las dosis empleadas sobre el Streptococcus

Mutans produce un efecto distinto y significativo.

Comparar el efecto antibacteriano entre los grupos control y las concentraciones
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de latex de sangre de grado (Croton Lechleri) al 50%, 75% y 100% frente a las

cepas de Streptococcus Mutans.

Tabla 3
Comparacion de concentraciones en los grupos de control sobre cepas de
Streptococcus Mutans usando el método de Tukey
Diferenci EE de Valor T | Valo
Diferencia de niveles ade diferencia| IC de 95% rp
medias

SG 100% - CONTROL | 11.100 0.357 (10.09; 12.11) | 31.13 | 0.00
() 0

SG 50% - CONTROL (-)| 2.200 0.357 (1.19; 3.21) 6.17 | 0.00
0

SG 75% - CONTROL (-)| 6.000 0.357 (4.99; 7.01) 16.83 | 0.00
0

SG 100% - CONTROL -3.600 0.357 (-4.61; -2.59) | -10.10 | 0.00
(+) 0

SG 50% - CONTROL -12.500 0.357 (-13.51; - -35.06 | 0.00
(+) 11.49) 0

SG 75% - CONTROL -8.700 0.357 (-9.71; -7.69) | -24.40 | 0.00
() 0

SG 100% - SG 50% 8.900 0.357 (7.89; 9.91) 24.96 | 0.00
0

SG 100% - SG 75% 5.100 0.357 (4.09; 6.11) 14.30 | 0.00
0

SG 75% - SG 50% 3.800 0.357 (2.79; 4.81) 10.66 | 0.00
0

Fuente: ING. Alexander Carrera. Salida de MINITAB 19.

En la tabla 3, se contempla la comparacion entre las concentraciones de latex de
sangre de grado y los grupos control (+) y (-). Es evidente que la diferencia de
promedios entre las concentraciones de sangre de grado y el grupo de control (-)
de agua destilada son significativamente diferentes, con un valor p (0.000)

disminuido rango de validez (a = 0.05).

Respecto a la comparacion promedio de las concentraciones de sangre de

grado (Croton Lechleri) en los tres grupos de porcentajes evaluados
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conjuntamente con la Clorhexidina (+) como control, también son
significativamente diferentes con un valor p (0.000) menor rango de validez (a =
0.05), determinando que la clorhexidina al 0,12% produce una accion

antibacteriana mas elevado que el Croton Lechleri.

Para la comparacion promedio entre las propias concentraciones de sangre de
grado (Croton Lechleri). Se evidencia que son significativamente diferentes con
un valor p (0.000) menor al rango de validez (a = 0.05), paralelamente se puede
indicar que mientras mayor sea la concentracién de sangre de grado mejora el
efecto en cuestiones para su tratamiento y utilizacion frente al microrganismo.

Para que los halos obtengan medidas mayores a las que se demostraron.

5G (100%) - CONTROL (=) -
5G (50%) - CONTROL (-} i
SG (75%) - CONTROL (-) ——
$G (100%) - CONTROL (+) =
5G (50%) - CONTROL (<) ——
5G (T5%) - CONTROL (+) =
5G (100%)- 5G (50%) il
55 (100%) - 5G (75%)

55 [75%) - 5G (50%) ——

Figura 2: Intervalos de confianza simultaneos para la diferencia de medias
de halos en mm entre cada dosis empleada.

En cuanto a la figura 2 se muestra los intervalos de confianza de cada diferencia
de medias entre los grupos de analisis en estudio, esto se complementa con la

tabla anterior. Las hip6tesis que se quieren comprobar son:

HO: ELIC de la diferencia de medias contiene a cero

H1: ELIC de la diferencia de medias no contiene a cero

En este caso se evidencia que ningun intervalo pasa por la ordenada cero,
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concluyendo que las diferencias entre los promedios de halos de inhibicién (mm)

para cada tratamiento del disefio experimental son significativamente diferentes.
Las pruebas si cumplen con el criterio de distribucion normal y homogeneidad de
varianza (Anexo 10), por lo cual se hacen uso de la prueba POST HOC de

Tukey.

ANEXO 10. SUPUESTOS PARA EL ANALISIS DE VARIANZA DE LAS
CONCENTRACIONES DE SANGRE DE GRADO Y DE GRUPOS CONTROL EN
CONJUNTO

SUPUESTO DE NORMALIDAD

Probabilidades:

HO: Reparticibn normal que se ajustan a los datos

H1: No hay ajuste de los datos para una reparticiéon normal.

Rango De Connotacion:

a=0,05
Grafica de probabilidad de RESID
Mormal
a3 #
yd Media  -710543E-16
.// Dasv.Est. 0.7640
a5 v M 50
a0 RJ 0479
- Valor p 0.083
e
a0 rd '
& 70 .//
2 60 e
3
& 5o d
S o A4
o
/
oo
20 L
- ¥
-
10 ‘/
® /
yd ¢
. ~

RESID

Fuente: ING. Carlos Carrera
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Conclusion
Segun Ryan Joiner los datos si se llegan ajustar para una reparticibn normal
utilizando la justificacion de normalidad ya que p 0.083 viene a ser mayor al rango

de evidencia a = 0.05, aceptando la probabilidad nula.

SUPUESTO DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZA
Hipétesis:

HO: Las varianzas entre las cantidades de sangre grado y los grupos
control en conjunto son iguales.
H1: Las varianzas entre las cantidades de sangre grado y los grupos

control en conjunto son diferentes.

Nivel de significancia:
a=0,05

Prueba de igualdad de varianzas: DIAMETRO DE HALOS MM vs. TRATAMIENTO

Muiltiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, a = 0.05

Comparaciones multiples

COMTROL (+) | - Valorp 0732
Prueba de Levene
Valor p 0.781
O 500w } |
=
=
z
'_
|
g 5G (50%) |
5G [75%)

0.50 0.75 1.00 125 150 175 2.00

5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est, correspondientes son significativamente diferentes,

Fuente: ING. Carlos Carrera
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Conclusion

El examen de igualdad de diferencias de Levene concluye que las varianzas entre
las concentraciones de latex de sangre de grado y el grupo control Clorhexidina
(+) son iguales aceptando la hipétesis nula con un valor p de 0.781, siendo este
valor mayor al nivel de significancia a = 0.05. El grupo control (-) tiene varianza

cero.

3.1. DISCUSION DE RESULTADOS

La era de la modernidad llego a nuestras vidas con mas auge, y con mas impetu
en la rama de la odontologia, que cada vez se da mas prioridad a la utilizacién de
algun artefacto tecnolégico para dar un diagnostico eficaz y certero. Para los
profesionales de la salud esta ayuda es de vital importancia ya que con mayor
frecuencia se presentan diferentes patologias bucodentales en consulta
odontoldgica, con mayor incidencia universalmente destaca la caries seguido de
las enfermedades periodontales. Por tales razones se han realizado varios
estudios en donde se utilizan sustancias de tipo naturales para ayudar a
contrarrestar estas afecciones bucales por el principal microorganismo presente

en boca como el Streptococcus Mutans, tal es la razén de esta investigacion.

Corrales F. 2016, llego a efectuar y demostrar que la sangre de grado (Croton
Lechleri) presenta capacidad bacteriostatica frente a microorganismos gram
positivos de tipo anaerobios facultativos que con mayor frecuencia siempre estan
presentes en la boca, estos son S. Lactiae, S. Uberis, S. Sanguis y
Staphylococcus Aureus. Teniendo en cuenta que S. Mutans es una bacteria
microbiana, Gram positiva y anaerobia facultativa caracteristica de la cavidad oral,

esta encuesta clasifica los resultados mostrados.

En este estudio se manejo sangre de grado (Croton lechleri) en tres diferentes
concentraciones: 100, 75 y 50 % haciendo crecer halos inhibitorios en el
laboratorio de la UNPRG. Con maximos de 8mm, 10mm vy 16mm
proporcionalmente sobre las cepas de S Mutans. Estos deducciones corroboran

con los expuestos por Cayo C. en el 2014, cuya investigacion se llevo a cabo con
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diferentes porcentajes de sangre de grado (Croton lechleri), nativa de nuestra
pais, alcanzando como resultados efecto inhibitorio in vitro sobre las cepas del

Mutans.

Las concentraciones de sangre de grado fueron descifrados de acuerdo a la
graduacion de Duraffourd y Lapraz. Por los resultados mostrados se logro saber
que la sangre de grado si tiene accién bactericida frente a las cepas del Mutans
25175, la concentracion al 50% y 75% respectivamente tiene lecturas promedio
en los halos de inhibicion de 8.2 mm y 12 mm, situandose ambas concentraciones
en un grado aceptable de sensibilidad (+), para Streptococcus. Para la
concentracion de 100% se dio lectura a un diametro no menor de 17.1 mm
colocandola en un grado mas aceptable de susceptibilidad (++) para el Mutans.
Sin embargo el que produjo mayor efecto de inhibicion fue la Clorhexidina al
0,12%.

Las caracteristicas curativas de la corteza del arbol de este producto milenario
natural estan considerablemente argumentadas en la bibliografia de diferentes
investigaciones, pero a pesar de ello, preexiste un fuertemente un disminuido
convencimiento cientifico de su accion antimicrobiana en la cavidad bucal. Por lo
cual, cabe sefialar que hubieron restricciones de varias literaturas correspondiente
al desinterés por encontrar conviccion y certeza cientifica preexistentes en este
ambito, estando este estudio en uno de los primeros en llevarse a cabo en la

ciudad de Chiclayo para evaluar la accion de inhibicién de la sangre de grado.

VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

a. CONCLUSIONES

Segun las concentraciones de latex de sangre de grado se pudo comprobar
qgue la concentracion del 50% tuvo una medida de entre 8.2 mm de efecto
inhibitorio lo cual es considerada poco sensible a comparacion de las
concentraciones de 75 y 100% que presentaron medidas de entre 12 y 17.1

mm lo cual segun nuestro estudio estadistico es considerado sensible para
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accion inhibitoria frente a Streptococcus Mutans.

De acuerdo al analisis del grupo control utilizado en esta investigacion la
Clorhexidina 0,12% presenta diametros de 20.7 mm considerada sumamente
sensible a comparacion del agua estéril que no tiene efecto inhibitorio. Por
ende la Clorhexidina tiene mayor efecto de inhibicion frente al Mutans incluso

utilizando las concentraciones de latex de 75y 100%.

Al evaluar las tres concentraciones de latex de sangre de grado se pudo
verificar el efecto inhibitorio dé cada uno de ellas de acuerdo al porcentaje de
concentracion, siendo el mas efectivo el de 100%. Sin embargo la Clorhexidina
utilizado para prueba control sigue teniendo mayor medida en cuanto a los
halos de inhibicion.

4.2. RECOMENDACIONES

Analizar la accién inhibitoria de la sangre de grado con otro tipo de

microorganismos causantes de enfermedades periodontales.

Ejecutar investigaciones experimentales que aprecien el proceder de la sangre
de grado (Croton lechleri) y las posibles secuelas que puede dejar después de

su utilizacién, en los tejidos orales.

Averiguar la utilidad de este agente natural como medio antiviral y cicatrizante
para poder beneficiar a los pacientes que lo necesitan con esas propiedades
del latex en la cavidad oral.

Si se realizan estudios posteriores de sangre de grado evitar utilizar la
concentracion de 50 % ya que se ha demostrado que tiene muy poco efecto

inhibitorio frente al Streptococcus Mutans.

Realizar estudios in vitro utilizando este producto. Para verificar si tiene efecto
bactericida o bacteriostatico frente a otras cepas de microorganismos capaces
de generar un sinfin de afecciones de importancia clinica en la cavidad oral.

Realizar investigaciones para determinar el poder cicatrizante del Croton
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Lechleri cuando existe una lesion en los tejidos orales.
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ANEXO 3. FOTOGRAFIAS DEL PROCEDIMIENTOS
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ANEXO 4. CERTIFICADO DE ESTERILIZACION DE INSTRUMENTOS

Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Escuela Profesional de Microbiologia y Parasitologia

CERTIFICADO

El laboratorio de microbiologia de la facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional
Pedro Ruiz Gallo, certifica que todo el material utilizado para el estudio de tesis con el tema
EFECTO ANTIBACTERIANO DE TRES CONCENTRACIONES DE LATEX DE SANGRE DE
GRADO (croton lechleri) SOBRE CEPAS DE streptococcus mutans ATCC 25175, CHICLAYO

2019, es sometido a proceso de esterilizacion previo a su uso.

Chiclayo, 13 de junio del 2019
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ANEXO 5. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo

Facultad de Ciencias Biologicas
7 ¥ Escuela Profesional de Microbiologia y Parasitologia 'S

CLIENTE: KATIA MEDALI GUEVARA CASTRO
MUESTRA: SANGRE DE GRADO
FECHA DE ANALISIS: 13/06/2019

EFECTO ANTIBACTERIANO DE TRES CONCENTRACIONES DE
LATEX DE SANGRE DE GRADO (croton lechleri) SOBRE
CEPAS DE streptococcus mutans ATCC 25175, CHICLAYO
2019

CEPA DE ESTUDIO: STREPTOCOCCUS MUTANS

ATCC: 25175
LATEX DE SANGRE DE
GRADO CLORHEXIDINA AGUA
REPETICION HALOS DE INHIBICION (control positivo) | DESTILADA
(control
50% 75% 100% 0, 12% negativo)
1
2
3
4
5
6
0
8
9
10
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ANEXO 6. CERTIFICACION PARA LA REALIZACION DE PRUEBAS
MICROBIOLOGICAS

Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo
Facultad de Ciencias Bioldgicas

g Escuela Profesional de Microbiologia y Parasitologia

CERTIFICADO

Certifico que Dofla Katia Medali Guevara Castro identificado con DNI N° 72912243, realizo las
pruebas diagnésticas, bacteriologicas en el laboratorio de microbiologia de la facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, para el estudio de su tesis con el tema
EFECTO ANTIBACTERIANO DE TRES CONCENTRACIONES DE LATEX DE SANGRE DE
GRADO (croton lechleri) SOBRE CEPAS DE streptococcus mutans ATCC 25175, CHICLAYO

2019. Dicho estudio fue establecido con las normas de calidad establecidas.

La mencionada puede hacer uso de este documento como crea por conveniente a sus intereses.

Chiclayo, 13 de junio del 2019

Lic. Gdbriel Efyﬁm Zuriga Valdetg

EGRESADO DE LA unegg

GABRIEL ESTEBAN ZUNIGA VALDERA



ANEXO 7. AUTORIZACION PARA EL USO DE INSTALACIONES DE DESECHO.

Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo

# Facultad de Ciencias Bioldgicas
/ ¥ Escuela Profesional de Microbiologia y Parasitologia

AUTORIZACION

Se autorizd el uso de instalaciones del depdsito de desechos infecciosos del laboratorio de
microbiologia de la facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo,
para descartar material contaminado que fueron utilizados en el proyecto de investigacion
EFECTO ANTIBACTERIANO DE TRES CONCENTRACIONES DE LATEX DE SANGRE DE
GRADO (croton lechleri) SOBRE CEPAS DE streptococcus mutans ATCC 25175, CHICLAYO

2019. Realizado por dofia. Katia Medali Guevara Castro.

Chiclayo, 13 de junio del 2019

M}W@%m Valdem

EGRESADO DE WA UNPRG

GABRIEL ESTEBAN ZUNIGA VALDERA
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ANEXO 8. CONSTANCIA DE CALIBRACION

Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Escuela Profesional de Microbiologia y Parasitologia

CONSTANCIA DE CALIBRACION

Yo Lic. Gabriel Esteban Zuiiiga Valdera, doy fe y certeza de haber realizado la capacitacion a la
alumna Guevara Castro Katia Medali, calibrandonos con un indice de confiabilidad muy bueno, lo
cual servira para la recoleccion de datos mediante el uso el método Kirby-Bauer (meétodo de
difusion en agar) es empleado para determinar la sensibilidad de un agente microbiano, para la
realizacion de su investigacion que lleva como nombre “ Efecto antibacteriano del tres

concentraciones delatex (croton lechleri) sobre el Streptococos mutans ATCC 25175.

Chiclayo, 20 de junio del 2019.
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ANEXO 9. CONTANCIA DE PRESTACION DE SERVICIOS PARA ANALISIS
ESTADISTICO

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUIJILLO

FACULTAD DE CIENCIAS FISICAS Y MATEMATICA
ESCUELA PROFESIONAL DE ESTADISTICA

CONSTANCIA DE PRESTACION DE SERVICIOS

Hago constancia de que mi persona, Mostacero Carrera Carlos Alexander,
profesional en Estadistica de la Universidad Nacional de Trujillo, identificado con
DNI N® 72085394, presté mis servicios como estadistico a la Srta. Guevara Castro
Katia Mendali para el desarrollo de resultados concerniente a su proyecto de
investigacidn titulado “Efecto antibacteriano de tres concentraciones de latex de
sangre de grado (crotdn lechleri) sobre cepas de streptococcus mutans ATCC

25175,

Trujillo, 11 de noviembre del 2020

MM,

3
Carlos Adander Mostacero Carrera

Bach. Ciencias Estadisticas
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