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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto inhibitorio in vitro de la infusion del Eucalyptus globulus
vs Oreganum vulgare sobre cepas de Streptococcus mutans - Puno 2024. Metodologia:
El nivel de investigacion fue explicativo y disefio cuasiexperimental. Las cepas de
Streptococcus mutans se procesaron de acuerdo a la escala de McFarland (dilucién al 0.5
de turbidez). Las infusiones se obtuvieron por hervor en agua destilada y filtracion simple
en concentraciones de 100, 75, 50 y 25 % utilizando como solvente agua destilada, la
muestra estuvo dividida en 2 grupos experimentales tanto de Eucalyptus globulus y
Oregamun vulgare respectivamente con su grupo control positivo. La efectividad
inhibitoria se determiné por el método de Kirby Bauer, se cultivo 160 discos embebidos
de infusion Eucalyptus globulus y Oreganum vulgare al 100, 75, 50 y 25%
respectivamente y la CHX al 0.12% como grupo control (+) asi también agua destilada
como grupo control (-) siendo un total de144 discos; la “Técnica de Observacion Directa”
utilizada para la evaluacion de halos inhibitorios. Resultados: Se demostr6 que el mayor
efecto inhibidor lo registré la infusion de Eucalyptus globulus al 100% a las 48 hrs. con
29.91 mm de halo, en comparacion al 100% a las 24 horas de infusion de Eucalyptus
Globulus que tuvo un promedio de halo de 28.83 mm. Para la infusion de Oreganum
Vulgare, la mayor efectividad inhibitoria lo registr6 el 100% a las 48 hrs. con 20.90 mm.
en comparacion a las 24 hrs. con 19.83 mm, en ambos casos a mayor concentracion y
tiempo mayor efecto inhibitorio. Conclusiones: Se determiné al comparar ambas
infusiones, donde resulté mayor efecto inhibitorio la infusion de Eucalyptus Globulus
frente al Streptococcus mutans.

Palabras claves: Antimicrobiano, Eucalyptus globulus, In vitro, Oreganum vulgare,

Streptococcus mutans.
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ABSTRACT

Objective: Determine the in vitro inhibitory effect of the infusion of Eucalyptus globulus
vs Oreganum vulgare on strains of Streptococcus mutans - Puno 2024. Methodology: The
level of research was explanatory and quasi-experimental design. Streptococcus mutans
strains were processed according to the McFarland scale (dilution to 0.5 turbidity). The
infusions were obtained by boiling in distilled water and simple filtration at
concentrations of 100, 75, 50 and 25%, the sample was divided into 2 experimental groups
(Eucalyptus globulus and Oregamun vulgare), as well as both positive and negative
control groups. The inhibitory effectiveness was determined by Kirby Bauer, 24 Petri
dishes containing 6 discs soaked with infusion of Eucalyptus globulus and Oreganum
vulgare at 100, 75, 50 and 25% and CHX at 0.12% as a control group (+) as well as water
were cultured. distilled as a control group (-) with a total of 144 discs; the “Direct
Observation Technique” used for the evaluation of inhibitory halos. Results: It was
demonstrated that the greatest inhibitory effect was recorded by the infusion of 100%
Eucalyptus globulus at 48 hours. with 29.91 mm of halo, compared to 100% after 24
hours of infusion of Eucalyptus Globulus, which had an average halo of 28.83 mm. For
the Oreganum Vulgare infusion, the highest inhibitory effectiveness was recorded at
100% at 48 hours. with 20.90 mm. compared to 24 hours. with 19.83 mm, in both cases
the higher the concentration and the greater the inhibitory effect. Conclusions: It was
determined by comparing both infusions, where the infusion of Eucalyptus Globulus had
a greater inhibitory effect against Streptococcus mutans.

Keywords: Antimicrobial, Eucalyptus globulus, In vitro, Oreganum vulgare,

Streptococcus mutans.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Recientemente, un informe mundial sobre la salud bucodental de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) de 2022 estimd que aproximadamente 3,500 millones de
personas en todo el mundo padecen enfermedades bucodentales, y de estas, 3 de cada 4
residen en paises de ingresos medios. A nivel global, se calcula que 2,000 millones de
personas sufren de caries en dientes permanentes, mientras que 514 millones de nifios
enfrentan caries en sus dientes de leche. Esta situacion pone de relieve la importancia de
implementar estrategias efectivas de prevencion y tratamiento, especialmente en las
poblaciones vulnerables, para abordar esta crisis de salud publica. (1)

La salud bucal mundialmente no es precisamente prioridad en salud, lo que hace
un desafio casi imposible para los sistemas de salud, en América Latina estan enfocados
en la atencién clinica, individualizada, curativa y restaurativa, donde se puede observar
que la promocién de la salud y la participacion comunitaria siguen siendo estrategias
fundamentales por superar, la poca intervencion sanitaria en programas preventivo —
promocionales hace que la incidencia sea mayor, también existen considerables
desigualdades entre paises, problema que enfrentamos los latinoamericanos actualmente
(2).

Es sabido por la comunidad odontologica que el Streptococcus Mutans es la
principal causa del proceso cariogenico especialmente en la caries de la primera infancia
(ECC)(3); sin embargo, la biopelicula dental es compleja en su formacion y esta
constituida por diversas comunidades microbianas (4).

Las plantas han sido aprovechadas desde tiempos inmemoriales como tratamiento

para sus dolencias, consecuentemente como principio activo para la produccion de
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farmacos, que inhiben el crecimiento de ciertas bacterias como el Streptococcus Mutans
(5).

En el Per( la medicina alternativa/complementaria es una de las terapia mas
conocida y usada, un estudio indica que un 85.5 % de pacientes utilizé la medicina
alternativa en alguna oportunidad. Cada afio, el Seguro Social de Salud (EsSalud) atiende
aproximadamente a 50,000 pacientes, mientras que la medicina alternativa beneficia a
cerca de 500,000 pacientes anualmente. (6).

Es asi que el presente estudio de investigacion tuvo como objetivo principal
determinar el efecto inhibitorio in vitro de la infusion del Eucalyptus globulus y el
Oreganum vulgare sobre cepas de Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas y crear un
soporte cientifico como alternativa de prevencion, principalmente contra el Streptococcus
mutans con fines a futuro de un enjuague bucal, asi también, con accesibilidad para su
produccion. En tal razén, la aspiracion de la reciente tesis me impulsa a realizar la
comparacion in vitro del efecto antibacteriano in vitro de la infusion del Eucalyptus
globulus vs el Oreganum vulgare sobre cepas de Streptococcus mutans a fin de plantear

alternativas para una mejorar la salud bucal.

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun las estadisticas presentadas por la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS), 3.580 millones de personas en todo el planeta se ven afectadas por enfermedades
bucodentales, la mas comdn de las cuales es la caries dental, sequida de la enfermedad
periodontal, que también es la principal causa de dafio al tejido pulpar y a la pérdida de
organos dentarios. La caries dental es una enfermedad bacteriana humana frecuente,
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). (1)

En el Perd, segun el Ministerio de Salud (MINSA), indica que 90.4% de los

peruanos tiene caries dental, ademas, el 85% padece de enfermedades periodontales, y en

16

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

el ultimo afio 9 de cada 10 nifios lo padece, demostrando la inadecuada propension a la
limpieza bucal (7).

Asi también las regiones de Puno, Pasco y Apurimac tienen con un alto indice de
caries dental en nifios de 3 - 5 afios de edad, con cifras que superan un 98%, datos
obtenidos por el Ministerio de Salud (MINSA).

El Streptococcus mutans afecta aproximadamente al 90% de la poblacion mundial
y es el principal microorganismo asociado a esta patologia y es considerada la bacteria
mas comun en la placa dental.(8,9) Durante la aparicion y progresién de la caries dental,
se producen cambios significativos en la estructura de la biopelicula y la composicién
microbiana de la placa dental. Una caracteristica sorprendente de esta transformacion es
el predominio de cepas acidogénicas y tolerantes a los acidos como Streptococcus mutans
(10).

Investigaciones demuestran que el agente etioldgico de la caries dental humana es
la especie bacteriana Streptococcus mutans, y tiene un medio acidogénico — acidurico,
este cohabita especialmente en biopeliculas que se forman en las superficies de las piezas
dentarias, ademas segun investigaciones la especie bacteriana mas relevante en la cavidad
oral. En la actualidad el uso excesivo de medicamentos antibacterianos ha provocado que
las bacterias desarrollen resistencia. Para resolver este problema, existen estudios que
buscan descubrir los beneficios médicos de diversas plantas, con un efecto toxico infimo
o nulo. A la fecha, el 10% de las plantas a nivel mundial se usan con fines medicinales,
ademas segun la OMS estima que el 80% de la poblacion mundial depende de la medicina
tradicional para sus necesidades de atencion primaria en salud.(11,12) Las plantas
medicinales del Altiplano de Puno son uno de los recursos con propiedades medicinales

mas diversos y valiosos de la region.
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El Eucalyptus globulus es muy utilizado en la medicina tradicional por sus
maltiples propiedades farmacoldgicas ya que posee propiedades antibacterianas,
antiinflamatorias y astringentes, por otro lado, el Oreganum vulgare es utilizado por
diversas industrias farmacéuticas como agente antimicrobiano (13,14).

Es asi como se convirtié en un tema de estudio la valoracion de los efectos
inhibitorios de extractos etandlicos, infusiones, aceites esenciales del Eucalyptus globulus
y Origanum vulgare sobre la bacteria de streptococcus mutans, en nuestro medio.

El conocer los efectos inhibitorios in vitro de la infusion del Eucalyptus globulus
y Origanum vulgare sobre Streptococcus mutans, para incentivar a la elaboracion de
productos naturales y accesibles para la poblacion y asi colaborar con la disminucién de
la proliferacion del Streptococcus mutans en la cavidad bucal de esta manera reducir los
indices de caries dental en la poblacién.

Esta investigacion pretende establecer los efectos inhibitorios in vitro de la
infusién del Eucalyptus globulus y Origanum vulgare sobre cepas del Streptococcus
mutans, del mismo modo el desarrollo de estrategias preventivas e interceptivas, a favor

de nuestra poblacion.

1.2.  FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1. Problema general

¢ Cual es el efecto inhibitorio en las diferentes concentraciones in vitro de
la infusion del Eucalyptus globulus VS Oreganum vulgare sobre cepas de

Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas, Puno - 2024?
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1.3.

1.2.2. Problemas especificos

e ;Cual es la efectividad inhibitoria in vitro de la infusion del Eucalyptus
globulus a diferentes concentraciones, 25, 50, 75y 100% sobre cepas de

Streptococcus mutans a las 24 y 48 hrs?

e Cudl es la efectividad inhibitoria in vitro de la infusién del Oreganum
vulgare a diferentes concentraciones, 25, 50, 75 y 100% sobre cepas de

Streptococcus mutans a las 24 y 48 hrs?

e Cudl es la efectividad inhibitoria in vitro de las infusiones de Eucayptus

globulus y Oreganum vulgare comparado con su control positivo de

clorhexidina al 0,12%?

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

1.3.1. Justificacion teorica

Después de una revisién bibliogréafica, existen estudios semejantes como:
aceites esenciales, extractos etanolicos y extracto hidroalcoholico de Eucalyptus
globulus y Oreganum vulgare, dichos insumos son dificiles de adquirir y preparar,
en tanto la infusion de Eucalyptus globulus y Oreganum vulgare tiene
caracteristicas superiores a diferencia de los otros insumos en el sinergismo de
compuestos se conservar la matriz vegetal, permitiendo la interaccion sinérgica de
diversos compuestos bioactivos (fenoles, flavonoides, terpenos, etc.), potenciando
su efecto antimicrobiano. La matriz vegetal podria proteger a los compuestos
bioactivos de la degradacion enzimética, aumentando su biodisponibilidad y
prolongando su efecto.(15) De esta manera existe una menor toxicidad al ser

menos concentrada que los aceites esenciales y presentar un menor irritacion y
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toxicidad para las células epiteliales bucales, sin comprometer su eficacia

antimicrobiana (16)(17).

En cuanto al Costo-beneficio, la infusion es una opcién méas econémica y
accesible que otros productos comerciales, ademas se puede justificar la tala de
arboles para la produccién de infusiones de manera que minimice el impacto
ambiental y maximice los beneficios sociales y economicos lo que facilita su uso
a largo plazo en beneficio de poblacion peruana y punefia en especial de bajos

recursos econémicos.

Esta investigacion presenta un aporte tedrico ya que pone de conocimiento
la infusion del Eucalyptus globulus y el Oreganum vulgare sobre cepas de
Streptococcus mutans en diferentes concentraciones, con esto también el de
orientar e incentivar investigaciones relacionadas al tema con diversos recursos
similares y abundantes en nuestro pais y sea como base para una futura

elaboracion de productos aplicables en la practica odontoldgica.

1.3.2. Justificacién pragmatica

Esta investigacién presenta un fin practico donde nos ayudara a impulsar
estrategias preventivas para la preservacion de la salud bucal, ya que el
Streptococcus mutans es una bacteria asociada al inicio y desarrollo de la caries
dental y poder combatirla con insumos que se encuentran abundantes en nuestro
pais y region. El Eucalyptus globulus y el Oreganum Vulgare en la actualidad es
utilizado de manera cotidiana en los hogares de nuestra region, acceder a este
producto es sencillo ya que es una planta que abunda en la region. Este trabajo de

investigacion busca encontrar la efectividad inhibitoria de la infusién de
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Eucalyptus Globulus y el Oreganum Vulgare en sus diferentes concentraciones

(100%, 75%, 50% y 25%).

1.3.3. Justificacion metodologica

El presente estudio se justifica desde el punto de vista metodologico
multidisciplinario, con técnicas observacionales y analiticas, en el cual se realizo
métodos de comparacion entre el efecto inhibitorio in vitro de la infusién del
Eucalyptus globulus y el Oreganum vulgare sobre las Cepas de Streptococcus

mutans en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%.

Esta investigacion se considera viable ya que se cuenta con disponibilidad
de sustancias, muestras, tiempo, literatura existente, antecedentes, recursos

humanos, recursos financieros.

Esto me lleva a poder justificar el estudio de manera que pueda ser utilizada

tanto en casa o en la practica odontoldgica.

1.4. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

1.4.1. Hipotesis de investigacion (Hi)

e Existe efecto inhibitorio en las diferentes concentraciones in vitro de la
infusién del Eucalyptus globulus VS Oreganum vulgare sobre cepas de

Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas, Puno — 2024.

e Existe diferencia significativa en la efectividad inhibitoria in vitro de las
infusiones en diferentes concentraciones del Eucalyptus Globulus y

Oreganum vulgare, sobre las cepas de Streptococcus mutans, Puno —2024.

21

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



[

UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

1.5.

1.4.2. Hipotesis nula (HO)

e No existe efectividad inhibitoria in vitro de la infusién del Eucalyptus
globulus vs Oreganum vulgare sobre las cepas de Streptococcus mutans,

a las 24 y 48 horas, Puno - 2024.

e No existe diferencia significativa en la efectividad inhibitoria in vitro de
las infusiones en diferentes concentraciones del Eucalyptus Globulus y
Oreganum vulgare, sobre las cepas de Streptococcus mutans, 24 y 48

horas, Puno — 2024.

OBJETIVOS

1.5.1. Objetivo general

Determinar el efecto inhibitorio en las diferentes concentraciones in vitro
de la infusién del Eucalyptus globulus vs Oreganum vulgare sobre cepas de

Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas - Puno 2024.

1.5.2. Objetivos especificos

e  Comparar el efecto inhibitorio de la infusion del Eucalytptus Globulus a la
concentracion de 25%, 50%, 75% y 100% frente a cepas de Streptococcus

mutans a las 24 y 48 horas, Puno — 2024.

e Comparar el efecto inhibitorio de la infusién del Oreganum vulgarus, a las
concentraciones de 25%, 50%, 75%, 100% frente a cepas de Streptococcus

mutans a las 24 y 48 horas Puno — 2024.
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2.1.

CAPITULO 11
REVISION DE LITERATURA

ANTECEDENTES
2.1.1. Antecedentes internacionales

Yuan, Yue. y Col (2023) (China). Investigaron sobre la composicién de
dos aceites esenciales, uno con Origanum vulgare L. (OEOL1) y otro con Origanum
heracleoticum (OEQO2), determinando la susceptibilidad bacteriana mediante el
método de difusion en disco; se sembraron suspensiones bacterianas de
Streptococcus Mutans en placas de agar BHI, luego de 24 horas se midié los
didmetros de la zona de inhibicion, de forma paralela su control negativo y
positivo con el antibidtico Penicilina — Estreptomicina (P/S). En sus resultados se
encontraron en OEO1 una zona de inhibicion de >80mm, OEO2 con una zona de
inhibicion de 39.67 +/- 0.81mm, y el control positivo con una zona de inhibicién
de 34.13 +/- 0.85mm. Concluyendo que en comparacién con el control positivo
de P/S, las cepas de Origanum mostraron una mayor actividad antibacteriana con

halos méas grandes (p<0.05) (18).

LAVAEE, FATEMEH Y COL. (2022) (IRAN). En este estudio
experimental in vitro se recolectaron muestras de placa dental, de nifios de 3 a5
afios con caries dental de un consultorio odontolégico privado. Después de la
determinacion de las colonias bacterianas de Streptococcus sanguinis,
Streptococcus mutans y Streptococcus salivarius, se midieron la concentracion
minima inhibidora (MIC) y la concentracion minima bactericida (MBC) de los

extractos etandlicos y metandlicos de Pimpinella anisum y Orégano vulgare por
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medio de los métodos de macrodilucién y microdilucién, donde obtuvieron como
resultados que las medias de MIC y MBC del extracto de Pimpinella anisum y del
extracto de Orégano vulgare y su combinacion contra Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis y Streptococcus. La combinacion de estos extractos
mostro la MIC y MBC fueron mas bajas; en conclusion, los extractos
hidroalcohdlicos de Pimpinella anisum y Orégano Vulgare fueron agentes
antibacterianos eficaces contra Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius y
Streptococcus sanguinis por lo que la combinacion de estos dos extractos mostrd

las mayores propiedades antibacterianas sobre todas las bacterias evaluadas (19).

OLIVEIRA, I. Y COL (2020) (BRAZIL) Este estudio examind los
efectos antibacterianos y de antibiofilm de los aceites esenciales y pastas dentales
compuestas de hierbas con principios activos antibacterianos, principalmente a las
bacterias relacionadas con las enfermedades bucales, se evaluo la concentracion
minima inhibidora (MIC) y la actividad antibiopelicula de 13 aceites esenciales
contra Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Lactobacillus lactis y
Enterococcus faecalis. fueron determinados. Se formularon pastas dentales con
diferentes concentraciones de los aceites esenciales mas activos, solos y en
combinacion, y se evaluaron sus actividades antibacterianas y antibiopeliculas,
como resultados obtuvieron que los aceites esenciales extraidos de clavo, orégano,
tomillo y canela fueron eficaces para inhibir todas las cepas bacterianas. En el
ensayo de difusion en placa perforada, 17 de las 18 pastas dentales probadas
produjeron un halo de inhibicion de al menos la mitad del tamafio del control.
Conclusiones: Los resultados indican que los aceites esenciales de clavo, orégano,

tomillo y canela se pueden agregar a las pastas dentales sin fllor, de esta manera
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potenciar los efectos inhibitorios contra las bacterias asociadas a enfermedades

bucales (20).

SCHOVELIN, A Y COL. (2018) (CHILE) Este estudio tuvo como
objetivo evaluar el efecto antibacteriano de infusion a base de Origanum vulgare
(orégano) en distintas concentraciones sobre el crecimiento in vitro de
Streptococcus mutans, una bacteria asociada con la formacion de caries dental.
Este estudio utilizd cepas bacterianas de Streptococcus mutans ya aislados, se
realizd la inoculacién bacteriana en 24 placas Petri con agar mitis salivarius. luego
prepararon 8 concentraciones diferentes de infusion de orégano (1%, 5% y 10%,
20%, 40%, 60%, 80% y 100%) y colocaron en los agujeros previamente
perforados en la placa de agar (4 agujeros). Colocaron también en una incubadora
durante 48 horas y luego midieron la zona de inhibitoria. Las infusiones de
orégano al 1%, 5% y 10% dieron resultados negativos porque no presentaban halo
bacteriostatico; en tanto, los resultados fueron positivos para las infusiones del
20%, 40%, 60%, 80% y 100%. Como resultados se obtuvieron las propiedades
antibacterianas del orégano en infusiones superiores al 20%. Esta propiedad
antibacteriana es directamente proporcional a la concentracién de la infusion; en
conclusion, se ha comprobado que el orégano tiene un efecto antibacteriano sobre

el crecimiento in vitro de Streptococcus mutans. (21).

2.1.2. Antecedentes nacionales

LANDEO-VILLANUEVA, G. E. (2023) (LIMA) La finalidad de esta
investigacion fue evaluar la actividad inhibidora de los aceites (AE) disponibles
comercialmente como la Mentha spicata (menta verde) y Eucalyptus globulus

(eucalipto) sobre biopeliculas que contienen cepas de Streptococcus mutans,

25

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamen

e esta tesls



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬂ. UNIVERSIDAD

simulando las condiciones del biofilm dental. Los halos de inhibicion fueron 18,3
mm y 27,0 mm, para los AE de Mentha spicata y Eucalyptus globulus,
respectivamente. Los efectos del AE no fueron drasticamente distintos entre si,
mostraron actividad antimicrobiana contra cultivos plancténicos y de biopeliculas
de Streptococcus mutans. Por tanto, los AE tienen un gran potencial para el

desarrollo de productivo de farmacéuticos y sanitarios para la salud bucal (22).

VELA, N. (TRUJILLO) (2017) Se llevé a cabo un estudio en Peru para
analizar el efecto antibacteriano del extracto etanolico de eucalipto en
comparacion con el gluconato de clorhexidina al 2% sobre cepas de Streptococcus
mutans. Los discos utilizados tenian concentraciones del 50%, 75% y 100%, y se
midieron los halos de inhibicion con un vernier, resultando en una sensibilidad
media. De las 10 repeticiones realizadas con el gluconato de clorhexidina al 2%,
4 mostraron sensibilidad media y 6 una sensibilidad alta. Los promedios de los
halos de inhibicion fueron: 16.7 mm para el extracto al 50%, 18.0 mm para el al
75%, y 19.1 mm para el al 100%; mientras que el gluconato de clorhexidina al 2%
presentd un promedio de 20.3 mm, y el agua destilada no mostré halos de
inhibicion. En conclusién, tanto el extracto etandlico de eucalipto como el
gluconato de clorhexidina al 2% demostraron un efecto antibacteriano comparable

contra cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.(23)

MARTINEZ, C. (LIMA) (2022) Este estudio determind el efecto
antibacteriano in vitro del extracto hidroalcoholico de Origanum Vulgare sobre la
cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175. La poblacion total utilizada consistio
en 10 kilos de hojas de orégano, mientras que la muestra se compuso de 2 kilos
de hojas secas. Para el andlisis microbiologico, se emplearon 10 placas de Petri

como muestra bioldgica. Se utilizo el método microbioldgico de difusion en agar,
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conocido como Kirby-Bauer, que requirié 10 repeticiones y comprendié grupos
experimentales con concentraciones del 5%, 25%, 50% y 90%, ademés de un
grupo de control con Amoxicilina a 25 pg y Dimetilsulféxido (DMSO). Los
resultados mostraron diferencias significativas entre los grupos experimentales del
25%, 50% y 90% en comparacion con el grupo control de DMSO frente a
Streptococcus mutans. En conclusidn, el extracto hidroalcoholico de Origanum
vulgare L. presenta una notable actividad antibacteriana sobre las cepas de

Streptococcus mutans. (7)

CARRANZA, L. (TRUJILLO) (2023) Este estudio evalud el impacto
inhibitorio de las diferentes concentraciones de extractos de, Eucalyptus globulus,
Plantago major y Matricaria chamomilla sobre el crecimiento in vitro de cepas
de Streptococcus mutans (ATCC 25175). El tamafio de la muestra estuvo
determinado segun las normas del CLSI, con 10 discos por extracto, cada uno
empapado con 50 uL del extracto, colocados sobre placas de agar Mueller Hinton
inoculadas con Streptococcus mutans (ATCC 25175). Los halos obtenidos fueron
medidos a las 24 horas. Resultados: El halo inhibitorio promedio que se observo
de la clorhexidina al 0,12% fue 12,76 mm (p = 0,006) y al 100 % presento un halo
inhibitorio promedio de 8,4 mm siendo sensible segln la escala de Duraffourd.
Conclusiones: El extracto hidroalcohdlico de Eucalyptus globulus al 100 %
presento efecto inhibitorio frente al Streptococcus mutans (ATCC 25175) in vitro

(24).

CHAMORRO, M (2023) (LIMA). Este estudio analizo la actividad
antibacteriana del extracto etanolico de Eucalyptus globulus contra cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 en un entorno de laboratorio. Se utilizaron 10

placas de Petri y se evaluaron cuatro concentraciones del extracto: 25%, 50%,
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75% y 100%, comparandolas con un control positivo de clorhexidina al 0.12%
durante periodos de 24 y 48 horas. Para medir la efectividad antibacteriana, se
aplicé el método de Kirby-Bauer. Los resultados mostraron que, tanto a las 24
como a las 48 horas, el extracto etandlico de eucalipto al 100% produjo los
mayores halos de inhibicién, con medidas de 21.67 mm y 20.12 mm,
respectivamente. En contraste, la clorhexidina al 0.12% present6 promedios de
7.50 mm y 17.04 mm en los mismos intervalos. El extracto etanolico al 100%
mostré un halo inhibidor significativamente mayor (p<0.05). En conclusion, el
extracto etandlico de eucalipto al 100% demostré un valor medio mas alto y
significativo en comparacion con los otros grupos tanto a las 24 como a las 48

horas.(25)

2.1.3. Antecedes locales

CAHUANA, L. M. (2017) (PUNO). Esta investigacion tuvo como
objetivo evaluar la capacidad del extracto etandlico de Eucalyptus globulus para
inhibir cepas bacterianas de Streptococcus mutans y el hongo Candida albicans.
Se analizaron cuatro concentraciones diferentes: 25%, 50%, 75% y 100%. Los
resultados mostraron que el extracto etandlico de Eucalyptus globulus tenia
actividad inhibitoria contra Streptococcus Mutans, con un promedio de halo de
inhibicion de 11.85 mm a la concentracién del 25%, 13.3 mm a la del 50%, 13.97
mm a la del 75% y 15.54 mm a la del 100%. Se observé que la zona de inhibicion
fue significativamente mayor con la concentracion del 100%. Esto indica que, a
mayor concentracion, se presenta un efecto inhibitorio mas eficaz sobre la cepa de
Streptococcus mutans, sugiriendo que el extracto podria ser utilizado como un

agente en el control de la caries dental.(26)
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2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Medicina tradicional

La utilizacion de remedios elaborados a partir de plantas medicinales
podria haber representado la Unica opcion disponible para el tratamiento de
dolencias y enfermedades en tiempos antiguos. Esto se debia a la carencia de
conocimientos y tecnologia que permitieran evaluar los resultados quimicos de
estas sustancias, como se realiza en la actualidad. Debido a la gran utilidad incluso

efectividad de estas, se sigue dando al uso alternativo de plantas medicinales.

En los dltimos afios, universidades, instituciones técnicas, centros de
investigacion, laboratorios y empresas farmacéuticas han estado Ilevando a cabo
una constante investigacion sobre los principios activos de las plantas

medicinales. (27)

La medicina tradicional ahora descrita como fitoterapia, se fundamenta en
el uso de plantas silvestres y cultivadas con fines de usos terapéuticos, estas
practicas han sido utilizadas desde tiempos inmemoriales. Se tiene registro de
técnica milenaria basadas desde hace mas de 500 afios y fueron probablemente el
anico recurso disponible.(28) El programa de medicina tradicional de la OMS,
establecido en 1976, mediante su Unidad de Medicina Tradicional,
Complementaria e Integradora, colaboré con diversos paises para desarrollar
normas y criterios que guiaran la capacitacion y la practica de distintos sistemas
de medicina tradicional. Lo que busca no solo reconocer y validar el uso de estas
practicas, sino también integrarlas de manera segura y efectiva en los sistemas de
salud contemporaneos. Al promover un enfoque holistico de la salud que respete
y valore las tradiciones culturales, la OMS también aspira a mejorar el acceso a
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tratamientos y cuidados de salud para comunidades en todo el mundo.
Aproximadamente el 40% de los farmacos y tratamientos actuales se derivan de
productos naturales, y la medicina tradicional ha sido fundamental en el desarrollo

de medicamentos que se utilizan ampliamente en la practica médica. (29).

2.2.2. Formas de administracion de las plantas medicinales

e Infusion: Se preparan utilizando flores, hojas, semillas o raices, ya
sean frescas o secas. Para obtener una infusién de una planta, se
vierte agua hirviendo sobre el material vegetal y se deja reposar
durante unos minutos. Este proceso permite extraer compuestos
beneficiosos, como polifenoles, proantocianidinas, taninos,
cumarinas, fitoesteroles, alcaloides, carotenoides y derivados de
clorofila, asi como vitaminas E y C. La duracion de este proceso
suele ser de 5 a 10 minutos. Las infusiones son valoradas no solo

por sus propiedades organolépticas. (30).

e Extracto: Son obtenidos mediante la extraccion de diversas partes
de plantas crudas, por ejemplo, utilizando un disolvente elegido
apropiadamente, como agua, alcohol etilico, glicerina, glicoles o
aceite vegetal. Los extractos vegetales se obtienen de plantas
enteras o de partes de plantas (frutos, hojas, raices, cortezas, tallos,

ramas, semillas o flores) (31).

e Aceites: Los aceites esenciales (aceites volatiles, aceites etéreos)
son sustancias secundarias de origen vegetal, son los responsables
de la fragancia que caracteriza a las plantas. Estos se obtienen de
diversas partes de la planta mediante destilacion. Otras técnicas se
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prensan mecanicamente a partir de tejidos vegetales o también
pueden ser extraidos con un disolvente como hexano o didxido de

carbono supercritico (32).

2.2.3. Eucalyptus globulus (Eucalipto)

El Eucaliptus globulus conocido cominmente como Eucalipto, es
originaria de Australia y de Tasmania, se pueden encontrar alrededor de 700
especies de este género, el eucalipto tiene una capacidad agresiva de absorber el

agua, lo que genera un problema para el medio ambiente (33).

Es una planta lefiosa, esta crece en terrenos arcillosos profundos, fértiles,
bien drenados y con humedad adecuada, se adaptan facilmente y son de répido
crecimiento, son capaces de resistir fuertes vientos y climas muy frios, son muy
faciles de reconocer por el fuerte olor a alcanfor que desprenden las hojas al
estrujarlas, de esta manera los pobladores que viven alrededor de esta plata se ven
beneficiados directa e indirectamente, ademas es muy utilizado en la medicina

tradicional por sus versatiles y excelentes propiedades farmacoldgicas (13).

2.2.3.1. Clasificacion Taxonémica

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Geénero: Eucalyptus

Especie: Eucalyptus globulus Labill.(34)
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2.2.3.2. Propiedades medicinales del Eucalyptus globulus

El eucalipto ha sido empleado popularmente mediante sus hojas,
tanto por via oral como inhalatoria, que tratan afecciones respiratorias y
resfriados, asma, faringitis, gripe, neumonia, sinusitis, etc. asi también

para disminuir la pirexia y en casos de mialgia, neuralgias, etc. (35).

El Eucalyptus globulus cuenta con una actividad magnifica en el
sistema respiratorio. (24) utilizado para tratamientos contra la bronquitis,
gripe, faringitis, rinitis, sinusitis, asma, es usado en la preparacion de
infusione, jarabes, inhalaciones de vapor, también productos asépticos,
fueron practicados en la pandemia mundial por coronavirus SARS-CoV-2

(covid19) (36).

Tépicamente se han utilizado en heridas y Ulceras. Se ha visto
también en medicina tradicional la utilizacion para el tratamiento de la

diabetes en América del Sur, Africa 'y en Iran (37).

En odontologia, el aceite de naranja y el eucaliptol cumple una
actividad solvente de la gutapercha, la eucaliptona también es usada como
un componente cariostatico y antibacteriano contra la pseudomona
gingivalis y el streptococcus mutans que tan relacionadas a enfermedades

bucales, tales como la periodontitis y la caries (24).
2.2.3.3. Compuestos activos

El perfil cromatografico del Eucaliptus Globulus, obtenido por
CGAR-FID, contienen tres componentes similares a los monoterpenos:

1,8-cineol, limoneno, pineno, piperitone. siendo el 1,8-cineol, el
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componente de mayor concentracion seguido del a-pineno, limoneno, a-
copaeno y Guaiol. (38). El 1,8- cineol es un terpeno aromatico que sera
observado en diferentes variedades de cannabis, que serén distinguidos por
sus agradables olores, este componente ofrece propiedades

anticancerigenas, antiinflamatorias y antibacterianas. (39)

2.2.4. Oreganum vulgare (Oregano)

El orégano tiene como origen el continente Europeo, Mediterraneo
(incluidas las Islas Britanicas) y del sur y centro de Asia, y se siembra en otros
lugares del mundo, es una planta aromética, de base lefiosa, que crece alrededor
de 20-90 cm de altura, las propiedades del orégano detalla algunas propiedades
biologicas del orégano, estas son: antioxidante, antimicrobiana, estrogenica,
antigenotdxica, ademéas este es servido como té o como ungliento para
complicaciones gastrointestinales, del tracto respiratorio y del sistema nervioso

(19,21).

El orégano es una especie comin de Origanum, familia de la menta
(Lamiaceae). Estudios aseguran que es originario de las zonas templadas y calidas
del oeste y suroeste de Eurasia en la region mediterranea. Es utilizado como una
hierba culinaria, que pueden ser mas sabrosas cuando estan secas que cuando estan
frescas, en buena calidad puede ser lo suficientemente fuerte como para adormecer
la lengua, el clima de las estaciones, asi como la composicion del suelo pueden

alterar su composicién. (40)

33

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

2.2.4.1. Clasificacion Taxonémica

Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Origanum L.

Especie: Origanum vulgare L.(41)

2.2.4.2. Propiedades medicinales del Oreganum Vulgare

El orégano es utilizado para tratar trastornos renales, digestivos,
nerviosos y respiratorios, diabetes, menstruacioén escasa, hipertension,
infecciones del tracto urinario, resfriado, insomnio, dolor de muelas,

espasmos, dolor de garganta, dolor de cabeza, epilepsia, etc. (41).

El aceite esencial de Origanum vulgare L. tiene un potencial
cosmeceéutico debido a la presencia de timol y carvacrol, es sabido que las
infecciones de la piel poseen potente resistencia bacteriana a los
antibidticos, ademas, los investigadores han evaluado la actividad
antiinflamatoria del oregano, lo que nos lleva a concluir su potencial
terapéutico en remodelacion tisular, cicatrizacién, trastornos de la piel,

como el acné, las heridas o el envejecimiento. (14)

2.2.4.3. Compuestos activos

El Origanum vulgare presenta potentes bioactivos como los

fenoles; el carvacrol (70 %) y el timol (20%), flavoides derivados del
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apigenol, kenferol, luteolol y diosmetol. Ademas, se describen otros
compuestos también estan presentes tales como estragol, eugenol y

taninos, etc. (21,41)

El contenido total de fenoles en el orégano es de 12,500 mg/L
(equivalente a acido galico, GAE), mientras que los flavonoides se
encuentran en una concentracion de 9,000 mg/L (GAE). Ademas, las
catequinas tienen un nivel de 50 mg/L, y las antocianinas alcanzan los

2,600 mg/L. (42)

2.2.5. Comunidades microbianas

El ser humano convive en armonia con varios microorganismos como;

comensales, simbiontes y patobiontes.

Los microorganismos, junto con sus bioproductos y material genético,
cohabitan tanto en la superficie como en el interior del cuerpo humano, formando
un organo funcional Unico denominado microbioma humano, el cual es crucial
para nuestra salud y funcionamiento fisioldgico. Sin embargo, en ciertas
condiciones, el equilibrio entre las especies beneficiosas (comensales) y las
potencialmente patogenas (patobiontes) puede verse alterado, lo que resulta en un
estado de desequilibrio microbiano conocido como disbiosis. Este fendmeno
puede contribuir al desarrollo de diversas enfermedades. Ademas, la disbiosis no
solo afecta la salud fisica, sino que también puede influir en la salud mental y el
bienestar general, ya que se ha demostrado que el microbioma interactta con el
sistema nervioso y el sistema inmunolégico, subrayando la importancia de

mantener un microbioma equilibrado para una salud 6ptima. (8)
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Es ampliamente conocido que la cavidad bucal alberga el segundo
microbioma més abundante, posterior al del tracto gastrointestinal. Este entorno
esta revestido por una extensa variedad de bacterias que constituyen la biopelicula
bacteriana o biofilm dental. Se ha observado que los taxones bacterianos
especificos que colonizan la boca (también conocidos como microbiota bacteriana
0 bacterioma) se relacionan y/o asocian con diferentes enfermedades locales y
sistémicas.(43,44) esta pelicula de esmalte adquirida, que se deriva de fuentes
microbianas y del huésped, como proteinas salivales y exoenzimas bacterianas.
Est& formado por un grupo de bacterias principalmente como los estreptococos y
Actinomyces spp., de la gran cantidad de bacterias que se encuentran en la cavidad
bucal, dentro del género Streptococcus, esta presente las especies mutans (con sus

serotipos ¢, e y f, sanguis, sobrinus y cricetus) (10,44).

2.2.6. Streptococcus Mutans

Los "Streptococcus" es un género de bacterias esféricas que son
grampositivas y aparecen en cadenas o0 pares. Son un grupo diverso de bacterias
con diferentes especies que se pueden encontrar en diversos entornos, incluido el
cuerpo humano. Establecen el biofilm y el grupo méas considerable de la cavidad

bucal, representando del 20 al 30% del total de las bacterias.

Los Estreptococcus pueden clasificarse en tres subgrupos principales

segun su patron de hemolisis en agar sangre:

e Alfa hemoliticos: Son aquellas que lisan parcialmente los gl6bulos
rojos y reducen la hemoglobina a metahemoglobina, lo que da
como resultado una decoloracion verde o marron alrededor de sus

colonias en agar sangre.
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e Beta hemoliticos: Producen hemolisis completa, generando una

zona clara alrededor de las colonias en el medio de cultivo.

e Gamma hemoliticos: No producen hemolisis.(44)

Los Streptococcus mutans adoptan una morfologia de coco y se organizan
en cadenas o pares, carecen de movilidad, no generan esporas y tienden a mostrar
una reaccion positiva a la tincion de Gram. S Mutans poseen varios factores de
virulencia, los que ayudan a un mecanismo de adhesién dependiente de sacarosa
responsable de la colonizacion de las superficies de las estructuras dentales. Este
modelo de adherencia desempefia un papel significativo en la formacién de
biopeliculas cariogénica. y por ende en la cariogenicidad. EI Streptococcus
mutans es conocido principalmente por su papel en la formacion de caries dental,
pero su impacto no se limita solo a esta enfermedad, sino también en la
enfermedad periodontal y aungue no es la causa principal también es encontrada

en la endocarditis infecciosa (45,46).
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2.2.6.1. Clasificacion taxonémica

Dominio: Bacteria

Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Lactobacillales
Familia: Streptococcaceae
Género: Streptococcus

Especie: S. mutans (47)

2.2.7. Caries dental

Se caracteriza como una afeccién cronica y dindmica, que se manifiesta en
la superficie dental, esta entra en contacto con depositos de microorganismos, y
su etiologia radica en la disparidad entre la composicién de la sustancia dental y
el entrono fluido de la placa circundante. Esto da como resultado la pérdida de

minerales que recubre la superficie dental (26,48).

2.2.7.1. Etiologia de la caries dental

Las cepas bacterianas con caracteristicas acidogénicas y aciduricas
mas relevantes en la cavidad bucal, vinculada a la caries dental es el
Streptococcus mutans, este participa como el agente iniciador;
Bifidobacterium spp, y Lactobacill acidophilus estas potencian el progreso
de la enfermedad. Aunque Streptococcus mutans no es el Unico agente
responsable, modifica el entorno, creando un ambiente rico en

polisacaridos extracelulares a un pH bajo. Esto provoca la produccion de
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acidos a partir de azlcares fermentables, lo que resulta en la

desmineralizacion del esmalte dental. (8,49).

2.2.7.2. Desarrollo de la caries dental

e Formacion de Placa Dental: La caries comienza con la formacion
de placa dental, una pelicula pegajosa de bacterias que se adhiere a
los dientes. Streptococcus mutans es una de las bacterias

principales involucradas en este proceso.

e Metabolismo de Carbohidratos: Las bacterias en la placa
metabolizan los carbohidratos (azlcares) de los alimentos vy

bebidas, produciendo acidos como &cido lactico.

e Desmineralizacién del Esmalte: Los acidos producidos por las
bacterias disminuyen el pH en la boca, lo que provoca la
desmineralizacion del esmalte dental. Esta desmineralizacion
inicial puede llevar a la formacion de pequefias areas de erosién en

el esmalte.

e Progresion de la Caries: Si no se trata, la desmineralizacion avanza
y la caries puede penetrar en las capas méas profundas del diente,
incluyendo la dentina y la pulpa dental, provocando dolor y

complicaciones (50,51).

2.2.8. Clorhexidina

En la actualidad, la clorhexidina es uno de los antisépticos mas usados en
la practica odontoldgica, en concentraciones altas, tiene una accidn bactericida ya

gue provoca cambios en su estructura superficial, lo que hace que se pierda el
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equilibrio osmotico, produciendo una ruptura de la membrana citoplasmatica, los
Estreptococos del grupo mutans son mas susceptibles a la accion de la

clorhexidina.

La clorhexidina en concentraciones bajas muestra una accién

bacteriostatica y una accién bactericida en concentraciones altas (52).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION GEOGRAFICA DE LA INVESTIGACION
3.1.1. Ambito general

Figural

Mapa del Peru

Lambayeque
Cajamarca

LaLibertad” “Ancash
Ny Huédnuco

Madre de Dios

Cuzco

Huancavelica N Y 1 Puno
: o=tz N\

Apurimac

Okm 200km Moquegua
Tacna

Nota: https://www.viajaraperu.com/mapa-de-peru/

Esta investigacion se realizd en la Universidad Nacional del Altiplano de
la ciudad de Puno, Provincia de Puno y Region de Puno, a la ribera del lago
Titicaca, se ubica en la parte sureste del territorio peruano y se encuentra 70° 14'de
latitud sur y 15° 49'35" del meridiano de Greenwich, de longitud oeste 48'46" y
una superficie de 71.999,0 km?, es la quinta regién administrativa mas extenso del
pais, en un territorio de aproximadamente 72,000 km2, a 3.827 msnm. En el norte

se localiza el departamento de Madre de Dios, y al sur la region de Tacna y el pais
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de Bolivia. Al oeste se localizan los departamentos de Cusco, Arequipa y

Moquegua.
3.1.2. Ambito especifico

La investigacion se efectud en la Facultad de Medicina Humana (FMH),
especificamente en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la
Universidad Nacional del Altiplano — Puno (UNAP) ubicado entre los 15°49'35"

de latitud sur y entre los 70°'3" de longitud oeste del meridiano de Greenwich.

Figura 2

Laboratorio de microbiologia y parasitologia

3.2. PERIODO DE DURACION

El estudio se realiz6 en un periodo de cuatro meses.

3.3. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

e Segun el nivel de investigacion: El estudio es explicativo, ya que van mas alla
de la descripcién de conceptos o acontecimientos, tampoco describe la relacién
entre conceptos. El interés estd centrado en explicar por qué ocurre un fenémeno
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3.4.

y las condiciones en que se da, asi también explica la relacion entre dos 0 mas
variables (53).

Segun el disefio de estudio: Es experimental de tipo cuasiexperimental porque
incluye elementos de un experimento, aunque no se asignan aleatoriamente los
sujetos a los grupos, de esta manera se manipulara la variable independiente para
tener un resultado sobre la variable dependiente (53).

Segun la cronologia de las observaciones: Prospectivo ya que se recolectaran
datos del presente hacia adelante, con dos grupos controles, longitudinal y
comparativo, orientada hacia la valoracion del comportamiento del
Estreptoccocus Mutans en diferentes concentraciones del 100%, 75%, 50%, y
25% respectivamente de la infusion de Eucaliptus globulus y del Oreganum
vulgarus. Empleando un tipo de muestreo no probabilistico por conveniencia.
Segun el numero de mediciones: Longitudinal debido a que la respuesta es

observada en determinadas ocasiones de tiempo (53).

POBLACION

Constituida por cepas aisladas de Streptococcus mutans (CEPA ATCC 25175),

importado por importadas por Genlab del Perd SAC del laboratorio de Microbiologics,

Minnesota, USA, Microbiologia, de la FMH — UNAP, los que fueron conformados en

placas Petri por cultivos.

3.5.

MUESTRA

El tipo de muestreo es no probabilistico y por conveniencia, de acuerdo a criterios

de inclusion y exclusion, se procedio a cultivar la cepa de Streptococcus mutans, los que

seran divididos en 2 grupos experimentales, que a su vez estaran divididos en subgrupos

de acue

rdo a las concentraciones de 100, 75, 50, 25 %, también se plante6 1 grupo control.
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3.5.1. Grupo experimental 1 (GE1)

e SUBGRUPO EXPERIMENTAL “A”: Infusion de eucalipto

(Eucalyptus Globulus) al 100%, dispuestos en 20 discos.

e SUBGRUPO EXPERIMENTAL “B”: Infusion de eucalipto

(Eucalyptus Globulus) al 75%, dispuestos en 20 discos.

e SUBGRUPO EXPERIMENTAL “C”: Infusion de eucalipto

(Eucalyptus Globulus) al 50%, dispuestos en 20 discos.

e SUBGRUPO EXPERIMENTAL “D”: Infusion de eucalipto

(Eucalyptus Globulus) al 25%, dispuestos en 20 discos.

3.5.2. Grupo experimental 2 (GE2)

SUBGRUPO EXPERIMENTAL “A”: Infusion de Orégano

(Oreganum Vulgarus) al 100%, dispuestos en 20 discos.

e SUBGRUPO EXPERIMENTAL “B”: Infusion de Orégano

(Oreganum Vulgarus) al 75%, dispuestos en 20 discos.

e SUBGRUPO EXPERIMENTAL “C”: Infusion de Orégano

(Oreganum Vulgarus) al 50%, dispuestos en 20 discos.

e SUBGRUPO EXPERIMENTAL “D”: Infusion de Orégano

(Oreganum Vulgarus) al 25%, dispuestos en 20 discos.

3.5.3. Grupo control (GC)

e SUBGRUPO CONTROL POSITIVO (GC+): Clorhexidina al

0.12%.
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e SUBGRUPO CONTROL NEGATIVO (GC-): Agua destilada

3.6. CARACTERIZACION DE LA MUESTRA

3.6.1. Criterios de inclusién

e Medio de cultivo en Placas Petri con un sembrado por

agotamiento de Streptoccus Mutans. Debidamente verificadas.

e Placas Petri con medio de cultivo no contaminadas y en base al

control de calidad posterior a la incubacion.

e Infusién de hojas de Eucaliptus globulus seco distribuidos en
concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25% completamente

esterilizado.

e Infusién de hojas de Oreganun vulgare seco distribuidos en
concentraciones al 100%, 75%, 50% y 25% completamente

esterilizado.

3.6.2. Criterios de exclusién

e Medios de cultivo en Placas Petri con siembra de Streptococcus

Mutans, que pudieron sufrir contaminacion por multiples causas.

e Infusiones de Eucaliptus Globulus seco y/o fresco también
Oreganun vulgare seco y/o fresco en concentraciones alteradas a

las especificadas.
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3.7. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla 1

Operacionalizacion de las variables

VARIABLE DEFINICION INDICADOR SUBINDICADOR ESCALA

Comunmente
corlocido como 2504
orégano, tiene
Oreganum actividad 50%
antibacteriana, Concentracion Ordinal
Vulgare antiparacitica, 75%
estrogénica y
capacidad
antigenotodxica.

100%

ComuUnmente
conocido como
Eucalipto Eucalipto, tiene 50%
actividad Concentracién Ordinal
Globolus antibacteriana, 75%
antiviral y
antioxidante.

INDEPENDIENTE

25%

100%

Se considera el
microorganismo que
se asocia
principalmente con la
formacion de caries Halo Halo
Streptococcus ~ dentales, debido a su de de
Mutans notable habilidad
para colonizar las inhibicion inhibicion
superficies dentales,
es el que se considera
el més relevante en
este contexto.

De razon

DEPENDIENTE

Intervalo
transcurrido desde la
. ., Horas Intervalo
Tiempo administracion del 24y 48 hrs
tratamiento.

INTERVINIENTE
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3.8. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

3.8.1. Técnicas

El estudio se llevo a cabo utilizando la técnica de observacion directa, se
calibro los halos inhibitorios en métodos de difusion en disco, generados por la
infusion de Eucalyptus globulus y Oreganum vulgarus al 100%, 75%, 50% y 25%
frente al Streptococcus mutans durante las 24 hrs. y 48 hrs; La medicion del halo
se realiz6 mediante el equipo contador de colonias y vernier digital, estos datos se
registraron en los periodos mencionados, que luego fueron recolectados en una

ficha de observacion y registrados en una base de datos.

3.8.2. Materiales

e Equipos de Laboratorio:

- Autoclave (horno a presion de calor humedo).

- Incubadora bacteriana.

- Estufa esterilizada de 5°C a 220°C.

- Balanza Electronica.

- Cocina eléctrica.

- Mechero Bunsen

- Incubadora de CO2

- Contador de colonias.

e Reactivos
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- Caldos (Tripticasa de soya).

- Medios de cultivo (Agar Nutritivo).

- Agua destilada y suero fisioldgico.

- Alcohol al 96%.

- 01 frasco de Clorhexidina al 0.12%.

e Materiales de vidrio:

Placas de Petri.

Tubos de ensayo.

Pipeta Calibrada.

Matraz Erlenmeyer de 250ml, 300ml y 500ml

e Materiales de Laboratorio:

Vernier digital Jeringas desables de 5ml, 10ml y tuberculina.

- Papel craf.

- Papel aluminio.

- Papel filtro.

- Hisopos estériles.

- Algodon.

e Elementos de Bioseguridad:

- Guantes quirdrgicos estériles.
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3.8.3.

- Mascarilla desechable.

- Escobilla para lavado de manos.

- Mandil descartable.

- Gorra descartable.

- Anteojos transparentes.

- Detergente, desinfectantes y jabon carbolico.

Infraestructura:

- Laboratorio de Microbiologia de la Facultad De Medicina Humana de

la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

Elementos Auxiliares de registro

- Céamara fotogréafica digital 108 megapixeles y computadora

- Papel, lapiz y lapiceros

Procedimientos

3.8.3.1. Obtencidn del Eucaliptus Globulus y Oregano Vulgare

El Eucaliptus Globulus y Oregano Vulgare se adquirio del distrito
Ollachea, provincia de Carabaya, region de Puno, en una cantidad de 3 kg.
Fue transportado, en bolsas de estériles para el muestreo y seleccion en al

Laboratorio de Microbiologia de la F.M.H. de la UNA-Puno.
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3.8.3.2. Seleccion de Eucaliptus Globulus y Oreganum Vulgarus

e Eucaliptus Globulus: Se selecciond las hojas de Eucaliptus
Globulus que tengan su morfoldgicas laminar en estado optimo,
que fueron pesados en una balanza de precision calibrada un total
de 400 g, las hojas seleccionadas fueron enjuagadas primero con
agua corriente y luego con agua destilada. Posteriormente, se
colocaron en una estufa a 60 °C durante 24 horas para eliminar la
humedad, luego fueron reservadas en papel aluminio.

e Oreganum vulgare: Se selecciond las hojas de Oreganum
Vulgare que tengan su morfologicas laminar en estado optimo,
que fueron pesadas en una balanza calibrada un total de 400 g, las
hojas seleccionadas fueron enjuagadas primero con agua
corriente y luego con agua destilada. Posteriormente, se colocaron
en una estufa a 60°C durante 24 horas, finalmente fueron

reservadas en papel aluminio.

3.8.3.3. Obtencidn de la infusion de Eucalyptus Globulus y Oreganum

Vulgare

e Infusion de Eucaliptus Globulus: Los 400 gr de Eucalyptus
Globulus que fueron reservados en papel aluminio tuvieron que
ser esterilizados a calor seco en 150°C por 15 min. Paso seguido,
se machacaron usando un mortero, consiguiendo 200 gr. de
Eucalyptus Globulus seco en polvo; se dispuso en papel aluminio
que volvieron a ser esterilizados por 5 minutos, en una probeta se

midié 20 ml de agua destilada y junto con el Eucalyptus Globulus
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seco en polvo que fueron depositados y disueltos en el matraz de
Erlenmeyer, posteriormente se dejé hervir (punto de ebullicion)
por un lapso de 3min. Se hizo la filtracion con papel filtro,
finalmente se aislo en tubos de ensayo estériles.

e Infusion de Oreganum Vulgare: Los 400 gr de Oreganum
Vulgare que fueron reservados en papel aluminio tuvieron que ser
esterilizados a calor seco en 150°C por 15 min. Paso seguido, se
machacaron usando un mortero, consiguiendo 200 gr. de
Oreganum Vulgare seco en polvo; se dispuso en papel aluminio
que volvieron a ser esterilizados por 5 minutos, en una probeta se
midié 20 ml de agua destilada y junto con el Oreganum Vulgare
seco en polvo que fueron depositados y disueltos en el matraz de
Erlenmeyer, posteriormente se dejo hervir (punto de ebullicion)
por un lapso de 3min. Se realizo la filtracion con papel filtro,

finalmente se aisl6 en tubos de ensayo estériles.

3.8.3.4. Elaboracion de las concentraciones con la infusion de

Eucaliptus Globulus y Oreganum Vulgare

Las diferentes concentraciones de las infusiones se disolvieron en

agua destilada.

e Eucaliptus Globulus en concentraciones de 100%, 75%, 50% y

25%

- Para lograr el 100% de concentracion se uso la pureza de la

infusién en un volumen de 2 ml.
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- Para el 75% de concentracion solo se utiliz6 1.5ml de la
infusion junto a 0.5ml de agua destilada.

- Para el 50% de concentracion solo se utilizd 1ml de la
infusion junto a 0.5ml de agua destilada.

- Para el 25% de concentracion solo se utilizd 0.5ml de la

infusion junto a 1.5ml de agua destilada.

e Oreganum Vulgare en concentraciones de 100%, 75%, 50% y

25%

Para lograr el 100% de concentracion se usé la pureza de la

infusion en un volumen de 2 ml.

- Para el 75% de concentracion solo se utilizd 1.5ml de la
infusion junto a 0.5ml de agua destilada.

- Para el 50% de concentracion solo se utilizdé 1ml de la
infusion junto a 0.5ml de agua destilada.

- Para el 25% de concentracion solo se utilizd 0.5ml de la

infusion junto a 1.5ml de agua destilada.

3.8.3.5. Preparacion del medio de cultivo para aislamiento de

Streptococcus mutans

e La investigacion conto con la obtencién de la cepa bacteriana del
laboratorio GenLab del Perd SAC, quienes fueron los
proveedores e importadores de las bacterias, procedente de
cultivos estandarizados (CEPA ATCC 25175) del que se dio las

especificaciones de Streptococcus mutans, para recibir las cepas
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(Microbiologics, Minnesota, USA, importadas por Genlab del
Per( SAC) (54)

e Como primer paso al recibirlas a — 2°C fueron reservadas antes de
su activacion por sugerencia del laboratorio. La bacteria se activo
metabolicamente a partir del método de conservacion, realizando
el sembrado en un medio rico con 5% de sangre humana, se uso
agar sangre para el primer sembrado, el cual se aislé en agar
tripticasa de soya, el segundo sembrado, se realizé de acuerdo con
los requerimientos nutricionales de la bacteria en agar sangre; se
incubaron durante 24 hrs. a 37 °C y algunas de ellas en atmdsfera
de COz al 5 %.

e Como segundo paso, se siguid el protocolo de bioseguridad para
evitar la contaminacion bacteriana, se afiadié la cepa (CEPA
ATCC 25175) de la bacteria Streptococcus mutans al contenido
de los tubos que contenian una solucién tampon proporcionada
por el laboratorio Microbiologics, Minnesota, EE.UU., con la

finalidad de activar las bacterias.

- Preparacién del caldo nutritivo para la replicacion: Se
prepard para su crecimiento bacteriano un caldo nutritivo de
tripticasa de soya, y se almacend la cepa previamente
observada y dispuesta a las caracteristicas morfoldgicas de
Streptococcus mutans. Dicha preparacion se realizo segln las
indicaciones de la empresa para ser cultivados en agar

tripticasa de soya, que finalmente fueron aislados e incubados
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en tubos de ensayo a 37°C con un periodo de tiempo de 24 hrs.

con solucién nutritiva para la inoculacion en el agar Nutritivo.

e Para la obtencion de resultados de McFarland se empleo:

La escala de McFarland nos muestra niveles de turbidez
que se basan en suspension de la cepa bacteriana dichos patrones
deberén llegar al 0,5 de turbidez. Para estimar este concepto se
comparé visualmente para determinar su turbidez, utilizando un

fondo de contraste (55).

Figura 3
Esquema de McFarland

Esquema de Mc Farland
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Nota: Imagen disefiada por la investigadora.

3.8.3.6. Preparacion del agar Nutritivo para la prueba de

sensibilidad antibacteriana

Se prepard segun las concentraciones del soluto con el solvente del
agar Nutrivo por medio de las sugerencias del fabricante que es de 23g por
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1000ml de agua destilada estéril, donde se puso a hervir hasta conseguir su
ebullicion de la solucidn, para la esterilizacion durante 15 min a 121 °C en
autoclave, a temperatura ambiente se dejo enfriar y se plaquearon en 24
cajas de Petri, para su gelacion se dejé por 10 min. a temperatura
ambiente. Luego de la gelacidn, las cepas se cultivaron utilizando el
método de agotamiento de esta manera se logro una distribucién uniforme
extendiéndose en tres direcciones; seguidamente de la siembra bacteriana

se esperd 10min, para después utilizar el método de Kirby Bauer.

Como primer paso se hizo los pozos en una distribucién
equidistante, se alojo el disco de sensibilidad (papel filtro estéril) en los
pozos, un total de 6 discos por Placa de Petri; la distancia minima entre los

agujeros fue de 20mm (didmetro del disco 6 mm segin normas INS).

Como segundo paso se aplico la infusion Eucalyptus glubulus y
Oregano Vulgarus respectivamente, en un volumen de 10 pl, lo mismo se
efectud con CHX al 0,12% para el control positivo (+) y agua destilada

para el control negativo (-).

e Maétodo de difusion en disco de Kirby-Bauer

Para microorganismos con proliferacion acelerado, es

conveniente el método de difusion de disco “Kirby-Bauer”.

- Se comenzo rotulando las placas separandolas para cada planta y
concentraciones (100%,75%, 50% y 25%)

- Se realiz6 seis pozos distribuidos  equitativamente,
posteriormente se colocaron los discos de papel filtro,

(previamente esterilizados) con la ayuda de una pinza estéril. i
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concentraciones (100%,75%, 50% y 25%) y 5ul del Oreganum
Vulgarus en sus concentraciones (100%,75%, 50% y 25%) dentro
de las perforaciones con papel filtro en 3 placas Petri para cada
concentracion e infusion de planta.

- Se dejo en reposo de 10 minutos en todas las placas.

- Luego de los 10 min pasados, se colocaron las placas de Petri con

sentido invertido a 37°C en la incubadora de CO2.

Figura 4

Esquema de Kirby Bauer

ESQUEMA DE KIRBY BAUER

INOCULO INFUSION DE
- EUCALIPTO Y OREGANO

MEDIO DE CULTIVO

2 — e — —
INOCULO COLOCACION DE DISCOS MEDIDAS DE HALO

Nota: Imagen disefiada por la investigadora

3.9. RECOLECCION DE DATOS

Pasadas las 24 horas y 48 horas respectivamente se registro los datos obtenidos en
una ficha de recoleccion de datos utilizando un vernier digital, observando los halos en
un lugar con buena iluminacién artificial.

El efecto antibacteriano fue considerado en base al radio inhibitorio de la escala

de Durafford:

e Nula< 8mm.
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e Sensible > 9mm-14mm.
e Muy sensible > 15- 19mm.

e Sumamente sensible > 20mm.

Para el procesamiento y analisis de datos se empled el programa Excel 15 (Excel

2013) y el paquete estadistico SPSS version 22 para el procesamiento y comparacion.

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

Se empleo la prueba de t, que determind la diferencia entre la media de los
promedios de halo de inhibicion de la infusion de eucalipto y orégano y la media
hipotética, considerando la variabilidad de los halos de inhibicién. Prueba estadistica de
t para observar la distribucion de los datos, si son homogéneos o0 heterogéneos para validar
el experimento, la prueba estadistica de analisis de varianza (ANDEVA) para ver si existe
diferencias significativas entre las aplicaciones y las concentraciones y la prueba
estadistica de contraste de TUKEY, donde se observo si existe diferencia significativa

entre las medias de las aplicaciones y las concentraciones.

3.11. CONSIDERACIONESETICAS

e Solicitud dirigida al Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la UNAP.
(Anexo B)

e Constancia de ejecucion del proyecto de investigacion. (Anexo D)

e |dentificacion de especie - constancia. (Anexo C)

e Certificado de la cepa. (Anexo E).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS

Figura 5
Efecto inhibitorio de la infusion de Oreganum Vulgare en concentracion de 100%,
75%, 50% y 25% frente a cepas de Streptococcus Mutans a las 24 horas

Aplicacion de Oreganum Vulgare a las 24 horas

24,0 mm

22.0 mm

a
20.9 mm
e 1@
Q
@
17.8 mnv
1
16.9 mm—— 16.8 mm
16.1 mm

15.09 mmXx

14,0 mm

13.7 mm

Mutans

18.0 mm

16.0 mm

Halos de Inhicién en mm de la Bacteria Streptococcus

12.0 mm
Concentracién 100% Concentracion 75% Concentracidon 50% Concentracién 25%

Nota: Prueba de contraste de Tukey.

INTERPRETACION: Los halos de inhibicion del Streptococcus Mutans con la
aplicacion  Oreganum Vulgare en concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%
respectivamente a las 24 horas, sometido a la prueba estadistica de analisis de varianza
(ANDEVA), donde los resultados fueron que Fcaiculado €5 Mayor que la Frapuar, por lo tanto
hay una diferencia notable entre las concentraciones de las aplicaciones Oreganum
Vulgare, siendo su CV =4.59 una probabilidad alfa 0.05, por lo que se someti6 a la prueba
de contraste de promedios de Tukey donde se observa en el grafico de caja y bigotes, alfa

= 0.05, DMS=0.67442 y gl=76, teniendo como resultado lo siguiente, que el Oreganum
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Vulgare (oregano) a una concentracion del 100% dentro de las 24 horas guarda un mayor
efecto inhibitorio frente a la cepas de Streptococcos Mutans con un promedio de 19.83
mm siendo su desviacion estandar de + 0.85 seguido de las demés concentraciones, cabe

precisar que la diferencia entre el mayor y menor halo de inhibicién es de 4.74 mm.

Figura 6
Efecto inhibitorio de la infusion de Oreganum Vulgare en concentracion de 100%,

75%, 50% y 25% frente a cepas de Streptococcus Mutans a las 48 horas

Aplicacién de Oreganum Vulgare a las 48 horas
25.0mm

240 mm
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Nota: Prueba de contraste de Tukey.

INTERPRETACION: Los halo de inhibicion del Streptococcus Mutans con la
aplicacion Oreganum Vulgare (Oregano) en concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25%
respectivamente a las 48 horas, sometido a la prueba estadistica de andlisis de varianza
(ANDEVA), los resultados fueron que Fcaiculado €S Mayor que la Feapuiar, Por lo tanto, se
observa una diferencia significativa entre las concentraciones aplicadas de Oreganum
Vulgare (Oregano), siendo su CV = 4.25 una probabilidad alfa 0.05, donde se observa en
el gréafico de cajay bigotes, alfa = 0.05, DMS= 0.66713y gl=76, teniendo como resultado

que el Oreganum Vulgare a una concentracion del 100% a las 48 horas tiene un mayor
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efecto inhibitorio frente a la bacteria Streptococcos Mutans con un promedio de 20.9 mm
siendo desviacion estandar de + 0.75 en relacion al promedio, seguido de las demas
concentraciones inferiores de 75%, 50% y 25%, cabe precisar que la diferencia entre el

mayor y menor halo de inhibicion es de 4.32 mm.

Figura 7
Efecto inhibitorio de la infusion de Eucalyptus Globulus en concentracion de 100%,
75%, 50% y 25% frente a cepas de Streptococcus Mutans a las 24 horas

Aplicacion de Eucalyptus globulus a las 24 horas
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Nota: Prueba de contraste de Tukey.

INTERPRETACION: Los halos de inhibicion de las bacteria Streptococcus
Mutans con la aplicacién Eucalyptus Globulus en concentraciones de 100%, 75%, 50%
y 25% respectivamente a las 48 horas, sometido a la prueba estadistica de anélisis de
varianza (ANDEVA), los resultados fueron que Fcaiculado €5 Mayor que la Frapular, por lo
tanto existe una diferencia significativa entre las concentraciones de las aplicaciones
Eucalyptus Globulus al 100%, 75%, 50% y 25% frente a las bacteria Streptococcus

Mutans respectivamente a las 48 horas, siendo su CV = 2.41 una probabilidad alfa 0.05,
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por lo que se sometio a la prueba de contraste de promedios de Tukey donde se observa

el grafico de caja y bogotes, alfa = 0.05, DMS= 0.44846 y gl=76, teniendo como resultado

que el Eucalyptus Globulus a una concentracion del 100% a las 24 horas tiene un mayor

efecto inhibidor frente a la bacteria Streptococcos mutans con un promedio de 28.83 mm

siendo su desviacién estandar de + 0.86 en relacion al promedio, seguido de los demas

concentraciones de 75%, 50% y 25%, cabe precisar que la diferencia entre el mayor y

menor halo de inhibicion es de 11.62mm.

Figura 8

Efecto inhibitorio de la infusion de Eucalyptus Globulus en concentracion de 100%,

75%, 50% y 25% frente a cepas de Streptococcus Mutans a las 48 horas

Aplicacion de Eucalyptus globulus a las 48 horas
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Los halos de inhibicion de las bacteria Streptococcus

Mutans con la aplicacion Eucalyptus Globulus (eucalipto) en concentraciones de 100%,

75%, 50% y 25% respectivamente a las 48 horas, sometido a la prueba estadistica de

analisis de varianza (ANDEVA), los resultados fueron que Fcaiculado €5 mMayor que la
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Fabular, pOr lo tanto existe una diferencia significativa entre las concentraciones de las
aplicaciones Eucalyptus Globulus (eucalipto) al 100%, 75%, 50% y 25% frente a las
bacteria Streptococcus Mutans respectivamente a las 48 horas, siendo su CV = 2.28 una
probabilidad alfa 0.05, por lo que se sometié a la prueba de contraste de promedios de
Tukey donde se observa el grafico de caja y bigotes, alfa = 0.05, DMS= 0.45084 y gl=76,
teniendo como resultando que el Eucalyptus Globulus a una concentracién del 100% a
las 48 horas tiene un mayor efecto inhibidor frente a la bacteria Streptococcos mutans
con un promedio de 29.91 mm siendo su desviacion estandar de + 0.82 en relacion al
promedio, seguido de las demas concentraciones de 75%, 50% y 25%, cabe mencionar

que la diferencia entre el mayor y menor halo de inhibicion es de 11.05 mm.
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Tabla 2
Efecto inhibitorio de la infusién en la concentracion de 100%, 75%, 50% y 25% a la
aplicaion de Eucalyptus Globulus, Oreganum Vulgare y control positivo con

Clorhexidina sobre la bacteria Streptococcus Mutans a las 24 horas y 48 horas

APLICACION TIEMPO CONCENTRACION PROMEDIO PORCENTAJE

100% 19.83 mm 66.29%

Oreganum 75% 18.64 mm 62.32%
Vulgarus 24 horas

(Oregano) 50% 17.15 mm 57.33%

25% 15.09 mm 50.45%

100% 28.83 mm 96.38%

Eucalyptus 75% 24.49 mm 81.87%
Globulus 24 horas

25% 17.21 mm 57.53%

100% 20.90 mm 69.87%

Oreganum 75% 19.92 mm 66.59%
Vulgarus 48 horas

(Oregano) 50% 18.21 mm 60.88%

25% 16.58 mm 55.43%

100% 29.91 mm 100.00%

Eucalyptus 75% 25.24 mm 84.38%
Globulus 48 horas

(Eucalipto) 50% 21.18 mm 70.81%

25% 18.86 mm 63.05%

Clorhexidina al
0.12% 24 horas 100% 16.34 mm 54.63%

Control Positivo

Clorhexidina al
0.12% 48 horas 100% 16.18 mm 54.09%

Control Positivo

INTERPRETACION. Los resultados de los datos fueron sometidos al anélisis
del halo de inhibicion con la aplicacién del Oreganum Vulgare (Oregano) y Eucalyptus

Globulus (Eucalipto) en concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25% a las 24 y 48 horas,
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con la prueba estadistica de analisis de varianza (ANDEVA), los resultados fueron que
Fealculado €S Mayor que la Febuiar, por lo tanto existe una diferencia significativa entre la
aplicacion Oreganum Vulgarus (Oregano) y Eucalyptus Globulus (Eucalipto) en las
concentraciones y tiempo de incubacion, siendo su CV = 3.32 una probabilidad alfa 0.05,
por lo que se sometio a la prueba de contraste de Tukey donde se observa en el grafico de
caja y bigotes, alfa = 0.05, DMS= 0.74669 y gl=304, teniendo como resultado que la
concentracion més eficaz es la aplicacion del Eucalyptus Globulus (Eucalipto) al 100%
a las 48 horas siendo diferente y significativo en relacion a la aplicacion Eucalyptus
Globulus (Eucalipto) a una concentracion de 100% a las 24horas, en relacion a la
aplicacion de Oreganum Vulgare (Oregano) en concentracion del 100% a las 24 y 48
horas, el que tiene menor actividad inhibidor se daen la aplicacion al 25% de Oreganum
Vulgare (Oregano) frente a la bacteria Streptococcus Mutans, en lo que se refiere a la
aplicacion del control positivo con clorhexidina al 0.12% es de menor actividad
inhibitoria siendo diferente y significativo con las demas aplicaciones, de esta manera
superior solo con la aplicacién de Oreganum Vulgarus (Oregano) a las 24 horas en su
porcentaje de 25%. Se concluye que a mayor concentracion y a mayor tiempo de

incubacidn tiene mejor efecto inhibidor.
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4.2. DISCUSION

El objetivo principal de esta investigacion fue determinar el efecto inhibitorio in
vitro de la infusion del Eucalyptus globulus vs el Oreganum vulgare sobre cepas de
streptococcus mutans, a concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25% a las 24 y 48 horas,
determinandose que todas las infusiones tienen efecto inhibitorio in vitro. Encontrandose
con el Eucalytus Globulus a una concentracion de 100% un halo de inhibicion de
28.83mm a las 24 horas y 29.91mm a las 48 horas; y con una concentracion de un 25%
un halo de 17.21mm a las 24 horas y 18.86mm a las 48 horas; asi mismo con la especie
de Oreganum Vulgare a una concentracion de 100% un halo de inhibicién de 19.83mm a
las 24 horas y 20.90mm a las 48 horas; y con una concentracion de 25% un halo de
15.09mm a las 24 horas y 16.58mm a las 48 horas, incidiendo que a mayor concentracion
y a mayor tiempo de exposicién tiene mejor halo de inhibicion, por lo tanto, la infusion
de Eucalyptus globulus presenté mayor efecto inhibitorio que la infusion de Oreganum
Vulgarus en sus diferentes concentraciones. Sin embargo, no se encuentran antecedentes

que vinculen ambas variables.

En la investigacion de Yuan, Yue. Y Col (2023) (China).(18) Ellos encontraron
un halo de inhibicion de 80mm en la especie de Oreganum vulgarus y 39.67mm
Oreganum heracleoticum en comparacion con el control positivo P/S de 34.13mm, el
aceite esencial exhibié una actividad antibacteriana evidente, comparado a nuestros
hallazgos de 19.83 a las 24 horas en u 100% lo que muestras diferencias significativas,
esta diferencia podria deberse al tipo de concentracion aceite esencial al 100%,también a
la inoculacion de 10 pL el efecto inhibitorio supera a los grupos control. Por otra parte,
Lavaee, Fatemeh Y Col. (2022) (IRAN)(19)), Indica que los extractos hidroalcoholicos
de O. Vulgare y P. Anisium fueron agentes antibacterianos, todos los extractos mostraron

actividad antibacteriana contra Streptococcus mutans exhibiendo propiedades
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antibacterianas, superando su grupo control por lo que coincide con los resultados
concluidos en este estudio; sin embargo, no pueden ser diferenciaos respecto a sus datos
ya que tiene otra escala de medicion. Finalmente, Schovelin, A Y Col. (2018)
(CHILE).(21) Como resultado de la infusion de Oreganum Vulgare obtuvieron un
promedio de halos de 25.75mm en una concentracion de 100% a las 48 horas, existiendo
una diferencia de 4.85mm respecto al presente trabajo explica que a mayor concentracion
y expocion, mayor efecto antibacteriano, en cuanto al control positivo con clorhexidina

al 0.12% concluye también que su halo inhibitorio es mayor en todas las concentraciones.

Con respecto a la comparacion de la infusion de Eucaliptus Globulus en sus
diferentes concentraciones, se encontrd diferencia con la investigacion de Landeo
Villanueva, G. y Col(2023) (LIMA)(22) Determino6 que los halos de inhibicion fueron
de 27,0 mm de aceite esencial de Eucalyptus globulus al 100% a las 24 horas superando
su control positivo, mostrando coincidencias con nuestros hallazgos de 28.83 a las 24
horas en su 100% a pesar de que el experimento fue conformado por AE, respecto a los
grupos de controles positivos de clorhexidina al 0.12% siendo superado. Vela, N, (2017)
(TRUJILLO)(23) cuyo estudio determiné que el promedio de los halos de inhibicién de
crecimiento de Streptococcus mutans fue mayor con el extracto etandlico de eucalipto al
100% con un halo de inhibicién de 19.1mm a las 24 horas, existiendo una diferencia
significativa con los resultados obtenidos a las 24 horas de infusion de Eucaliptus
globulus en su 100% dentro de las 24 horas con un halo de 28.83mm. No se coincidio
resultados frente al control positivo con Carranza, C Y Col (2023) (TRUJILLO)(24) En
este estudio, se analizd el efecto del extracto de eucalipto sobre el crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 horas en 10 placas, utilizando analisis
microbioldgicos con discos. Los resultados mostraron que el halo inhibitorio promedio

de la clorhexidina al 0.12% super6 al del extracto puro de eucalipto al 100%. Esta
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diferencia podria atribuirse a la utilizacion de métodos de analisis microbioldgicos
diferentes en ambos estudios. Chamorro, M (2023) (LIMA). El estudio reveld que, a las
24 y 48 horas, el extracto etanolico de eucalipto al 100% presenta mayor halo inhibitorio
de 21.67 mmy 20.12 mm respectivamente de esta manera al comparar con la clorhexidina
al 0.12% se tuvo un promedio de 7.50 mm, compartiendo similitud en superar a los
controles positivos, pero difiriendo en que a mayor tiempo de exposicion mayor promedio
de halo inhibitorio. Finalmente Cahuana, L. M. (2017) (PUNO).(26) Tuvo como resultado
que el extracto etandlico Eucalyptus globulus posee una actividad inhibitoria frente a la
cepa de Streptococcus mutans con un rango inhibitorio medido en halo un méximo de
15.54 mm para la concentracién del 100% en 24 horas, lo que demostraria que el halo
superior inhibitorio se da a mayor concentracion y tiempo; sin embargo, lo que confirma
su potencial efecto inhibitorio, sin embargo no cuenta con un control positivo, lo que

hace aun maés veridico el estudio.

No se han reportado estudios en cuanto a infusion de ambas plantas, ni
comparativos entre las infusiones de Eucalyptus glubulus y Oreganum Vulgarus para
evaluar su efecto antibacteriano ni inhibitorio, sin embargo, en este estudio realizado se
encontré que la mayor efectividad inhibitoria de la infusién de Eucalyptus glubulus se
da en la concentracion del 100% con un halo de 29.91 mm del Eucalyptus Globulus
(Eucalipto) frente a la bacteria Streptococcus Mutans a las 48 horas, seguido por la
concentracion 100% con un halo de 28.83 mm de Eucalyptus Globulus (Eucalipto), frente
a la bacteria Streptococcus Mutans a las 24 horas, el menor efecto inhibitorio lo tiene la
concentracion a los 25% con un halo de 15.09 mm del Oreganum Vulgarus (Oregano)
frente a la bacteria Streptococcus Mutans a las 24 horas. También se observé que su
mayor efectividad inhibitoria se encuentra en las concentraciones mas altas. Sin embargo,

podemos indicar que los resultados son especificos para cada organismo patdgeno, y la
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aplicacion practica de estos hallazgos dependeré de la naturaleza de los microorganismos
a tratar. Estos estudios ofrecen una vision valiosa sobre el potencial inhibitorio de las
infusiones de Eucalyptus globulus y Oreganum Vulgarus, de esta manera abren la puerta

a investigaciones mas profundas.
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V. CONCLUSIONES

PRIMERA: Existe diferencias significativas al comparar los resultados del efecto
inhibitorio de la infusion de Eucalyptus Globulus y Oreganum Vulgarus.
Demostrando que el Eucalyptus Globulus present6 mayor efecto

inhibitorio en relacién a la infusion Oreganum Vulgarus.

SEGUNDA: La infusion de Eucalyptus Globulus al 100% exhibe gran efecto inhibidor
frente a las cepas de la bacteria Streptococcus Mutans tanto a las 24 como

a las 48 horas, con un efecto superior a las 48 horas.

TERCERA: Lainfusion de Oreganum Vulgarus al 100% tiene efecto inhibitorio frente
a las cepas bacterianas de Streptococcus Mutans a las 24 como a las 48

horas, mostrando mejor efecto a las 48 horas.
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V1. RECOMENDACIONES

PRIMERA: Recomiendo realizar el estudio comparativo del Eucalytus Globulus y
Oreganum Vulgarus en presentaciones como; el aceite esencial y extracto

etanolico frente al S. mutans para su analisis antimicrobiano.

SEGUNDA: Serecomienda a los futuros investigadores que puedan realizar estudios de
Eucalytus Globulus y Oreganum Vulgarus frente a otras cepas patdgenas

del medio bucal.

TERCERA: A docentes e investigadores que puedan realizar estudios in vivo de

Eucalytus Globulus y Oreganum Vulgarus frente al Streptococcus Mutans.

CUARTA: La idea de industrializar plantas medicinales tales como Eucalytus
Globulus y Oreganum Vulgarus, para su aplicacion en productos de
cuidado oral es prometedora y podria ofrecer varios beneficios tanto para
la salud publica como para la industria de productos odontoldgicos y

cosméticos.
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ANEXO 1. Ficha de recoleccion de datos

Eucalyptus Globulus (Eucalipto)

% 100% 75% 50% 25%
- 24 48 24 48 24 48 24 48
HORAS HORAS HORAS HORAS HORAS HORAS HORAS HORAS

i 287 30.8 24.5 25.4 19.1 21 17.2 18.5
B2y 232 29.8 24.1 24.9 18.9 20.5 17.5 18.7
3 276 28.9 24.2 25.1 19.4 21.2 17.4 18.6
DAl 2938 30.1 24.5 24.9 18.8 22 17.8 18.8
s 279 29.7 24.6 255 19.1 21 17.6 18.7
e 277 28.8 24.1 24.9 18.5 21 16.7 18.5
N7 285 29.8 24.2 25 19.3 21.2 16.9 19.1
el 292 31.2 24.4 25.3 18.7 22 16.8 19.2
9 289 30.2 24.6 253 19.5 20.9 16.9 19.3
110 289 29.9 24.7 25 18.8 21.4 16.6 19.1
fir 307 31.9 25.2 26 19.7 21.4 16.8 19.4
B2y 296 30 25.7 26.5 18.6 21 17.3 19.5
1130 304 31 24.6 25.5 19.1 21.7 17.1 18.8
fia 289 30 24.9 25.6 18.8 20 17.2 18.9
isn 277 295 24.1 24.8 19.2 21.5 17.1 18.5
N6 294 30 24.7 25.5 19.6 20.9 17.2 18.6
fiz 28 295 24.4 25.2 19.1 21 17.6 18.8
118 2838 29 24.1 24.9 18.7 21.4 17.5 18.6
119 | 289 29.1 24 24.8 18.6 21.3 17.6 18.8
200 287 29 24.2 24.7 18.7 21.2 17.4 18.7

orqio'Pa
1: 0122
ADMNISTRATVG
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Oreganum Vulgarus (Oregano)

% 100% 75% 50% 25%
- 24 48 24 48 24 48 24 48
HORAS HORAS HORAS HORAS HORAS HORAS HORAS HORAS

1 181 204 19.1 20.2 17.8 18.8 16.5 17.5
2 207 21.6 19.3 20.4 17.3 18.2 15.1 16.8
3 201 21.9 18.7 19.8 17.1 20.2 14.8 16.4
4 188 21.2 18.3 19.1 17 17.5 16.3 17.5
5 201 204 19.9 20.9 16.9 17.4 15.8 17.2
6| 216 225 18.7 20.1 17.8 17.9 16.8 17.9
7 207 211 18.2 19.8 17 18.1 16.7 17.4
8 209 213 16.3 19.4 17.5 18.6 15.1 16.7
9 189 19.8 18.8 19.7 16.1 17.6 14.9 17.8
110 183 19.2 18 19.2 16.9 17.7 14.8 17.1
11 194 204 17.7 18.6 17.2 18.6 14.9 16.5
1120 201 20.7 16.9 18.1 16.9 17.2 15.1 16.4
13| 202 211 18.4 19.6 16.8 17.6 14.8 15.1
114 202 22 18.2 19.9 17.6 19.2 13.9 14.8
115 1938 20.6 19.3 211 17.6 18.6 14.3 15.2
16 196 20.8 19.5 203 16.9 17.6 14.6 16.2
117 1938 20.6 19.4 19.9 17.6 18.8 14.3 16.2
118 199 20.7 19.6 20.1 17.4 19 13.7 15.7
119 1938 20.8 19.1 213 16.5 17.3 13.8 16.8
20| 196 20.9 19.4 20.8 17.1 18.3 15.6 16.3
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ANEXO 2. Solicitud de laboratorio de la FMH

“Afio del Bicentenario, de la consolidacidn de nuestra Independencio, y de la conmemoracién de las
heroicas batallos de Junin y Ayacucho”

SOLICITO: Solicito laboratorio de la facultad de medicina humana

para ejecucién trabajo de investigacién.

DECANO DE LA FACULTAD DE MEDICINA HUMANA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL
ALTIPLANO Dr. JULIAN SAMS!ORTOQRRERO

AT SN Y BT TR YD (4

- M MENIC TR HLNANA Yo, Sulsy Sally Maque Mamani con Cédigo de
R e | estudiante 131186, DNI N°70762393, con
domicilio real en jr. 9 de octubre Nro® 225del
distrito de Juliaca, Provincia de San Romaén, del
Departamento de Puno, Mediante la siguiente

exponemos.

} [N 1"‘I.‘-'i——.'..-_-

(S ]

Que siendo autoras del Proyect;;ae esis que lleva como titulo “EFECTIVIDAD INHIBITORIA IN VITRO
DE LA INFUSION DEL EUCALYPTUS GLOBULUS VS OREGANUM VULGARUS SOBRE CEPAS DE
STREPTOCOCCUS MUTANS — PUNO- 2024”, proyecto que estd en proceso para ejecucion con
acta de aprobacién 2023 - 5157, recurro al despacho de su cargo con la finalidad que acepte la
ejecucion de dicho trabajo de investigacion.

POR LO EXPUESTO:
Ruego a usted acceder a lo solicitado.

//ﬁxj
Sulsy Sally Maque Mamani
DNI* 70762393
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UNIVERCIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

CONSTANCIA DE IDENTIFICACION DE ESPECIE

El que suscribe coordinador del laboratorio de Microbiologla y Parasitologla de la Facultad de Medicina
Humana de la Universidad Nacional del Altiplano Puno, hace constar que: A solicitud presentada por las
Srta. Sulsy Sally Maque Mamani, cuyo asunto es la IDENTIFICACION TAXONOMICA A NIVEL DE ESPECIE DE
UNA PLANTA para futuro uso experimental.

RESULTADO DE ANALISIS

ASUNTO: IDENTIFICACION DE LA ESPECIE HOJA DE EUCALIPTO (Eucalyptus Globulus)

REFERENCIAS GENERALES:

El eucalipto (Eucalyptus globulus) es una especie originaria del sureste de Australia y de Tasmania; llegaron
al continente europeo hacia finales del siglo XVIIl traidos por las expediciones cientifico naturalistas y
cultivindose como arbol medicinal. Su distribucién en distintas dreas templadas se dio entre los afios 1800
y 1850. Dentro de América Latina se pueden encontrar grandes plantaciones en Paraguay, Argentina, Chile
y Peru. Se trata de un drbol de hoja perenne, que puede alcanzar generalmente entre 40-55 metros de
altura; tronco erguido y robusto, esta recubierto de una corteza caediza, plateada, a veces gris cenizay en
algunas ocasiones blanquecina. Ademds, contienen tres componentes comunes a los monoterpenos: 1,8-
dineol, limoneno y pineno. siendo el 1,8-cineol, el componente de mayor concentracién seguido del a-
pineno, limoneno, a-copaeno y Guaiol.

PROCEDENCIA:
Provindia de Carabaya del distrito de Ollachea
IDENTIFICACION TAXONOMIA

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Eucalyptus
Especie: Eucalyptus globulus Labill

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LA MUESTRA:
ASPECTO: Hojas ovalado-lanceoladas

COLOR: Verde claro
CANTIDAD: Skg
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UNIVERCIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

CONSTANCIA DE IDENTIFICACION DE ESPECIE

El que suscribe coordinador del laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina
Humana de la Universidad Nacional del Altiplano Puno, hace constar que: A solicitud presentada por las
Srta. Sulsy Sally Maque Mamani, cuyo asunto es la IDENTIFICACION TAXONOMICA A NIVEL DE ESPECIE DE
UNA PLANTA para futuro uso experimental.

RESULTADO DE ANALISIS

ASUNTO: IDENTIFICACION DE LA ESPECIE HOJA DE OREGANO (Oreganum Vulgarus )

REFERENCIAS GENERALES:

El orégano, (Origanum vulgare), es una herbacea perenne aromatica del género Origanum, especie de la
familia Lamiaceae (antes llamada Labiaceae), nativa del oeste o suroeste de Eurasia y la regién
mediterrdnea. Se usa como condimento y en la preparacion de infusiones herbales. Las partes utilizadas
son las bracteas de la inflorescencia, tanto frescas como secas, aunque secas poseen mucho mas sabor y
aroma muy utilizada. Ademds, la esencia aromética, de color amarillo limén, estd compuesta por un
esteardpteno y dos tipos de fenoles, principalmente carvacrol y timol en menor proporcion, se encuentra
en glandulas repartidas por toda la planta. Las raices contienen estaquiosa y los tallos sustancias tanicas.

PROCEDENCIA:
Provincia de Carabaya del distrito de Ollachea
IDENTIFICACION TAXONOMIA

Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden:Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Origanum L.
Especie: Origanum vulgare L

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LA MUESTRA:
ASPECTO: Hojas ovaladas

COLOR: Verde pasto
CANTIDAD: 5kg

orylo Palisciis Prisoncho
NI 01220054
ARDVUSTIATE C b 1 5A PUAL
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UNIVERCIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE, ENCARGADO DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DE LA
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

HACE CONSTAR:

Que, el bachiller SULSY SALLY MAQUE MAMANI, con cédigo de matricula 131186, egresada de la facultad
Ciencias de la Salud, escuela profesional de Odontologia de la Universidad Nacional del Altiplano Puno, ha
ejecutado su proyecto de investigacion titulado “EFECTIVIDAD INHIBITORIA IN VITRO DE LA INFUSION DEL
Eucalyptus globulus VS Oreganum vulgarus SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans - PUNO 2024

en el laboratorio de microbiologia y parasitologia de la escuela profesional de Medicina Humana, en los
meses de mayo, junio y julio del afio 2024.

Se emite la presente constancia a solicitud del interesado para fines que considere conveniente.

Puno, 26 de agosto de 2024,

v
teal Bsi io Potacios Frisancho
";9) 5 Zom:g’mzsw

¢ TARCIIASTRATIID FNH ANA PUAT
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ANEXO 5. Certificado de la cepa bacteriana

UNIVERCIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

CERTIFICADO DE LA CEPA BACTERIANA

EL QUE SUSCRIBE:
Certifica que la pureza de Streptococcus mutans se ha obtenido tomando en cuenta el siguiente
procedimiento:
1. El medio de cultivo que se utilizé para el aislamiento es el agar sangre para observar la actividad
hemolitica, y los complejos antigeno-anticuerpo.
2. Caracteristicas ambientales.
a) Meséfilo, crece a temperatura entre 18 a 40°C
b) Acidéfilo, vive en medio de PH bajo.
c) Anaerobio facultativo.
3. Parala identificacién del Streptococcus mutans, se tomé en cuenta los criterios fenotipicos.
a) Morfologia macroscopica, borde irregular, elevacién concava, color blanquecino, forma
irregular.
b) Morfologia microscépica, bacteria coco Gram positivo, dispuesta en cadena.
c) Resistenciay sensibilidad a los antibiéticos; resistencia a la amoxicilina y bacitracina, sensible
a los betalactamicos
d) Propiedades bioquimicas, oxidasa y catalasa negativa, fermentacién positiva de rafinosa,
manitol, melobiosa, trebalosa e insulina; hidrolisis negativa de la esculina en la presencia de

bilis e hidrolisis positiva de la esculina en ausencia de bilis, ureasa negativa de la arginina.

Nota: Para la obtencién de la cepa pura de Streptococcus mutans se sigui6 los métodos estandar
propuesto por el Instituto Nacional de |a Salud (INS)

vrglo felucios Frisanchs
DNI: 01225064
SEPLOAUETA ADUARSTRATIO FMbe 10 Ny
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ANEXO 6. Pruebas estadisticas

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipdtesis mmla: 0

Variable n Media DE LI(95) L5(95) T p(Bilateral)
100% 24H 20 15.83 0.85 19.43 20.23 103.90 <0.0001
100% 48 H 20 20.90 0.75 20.55 21.25 124.43 <0.0001
75% 24H 20 18.64 0.92 18.21 15.07 90.5%9 <0.0001
75% 48H 20 15.92 0.80 19.54 20.29 110.94 <0.0001
50% 24 H 20 17.15 0.44 16.%5 17.35 175.9¢& <0.0001
50% 48H 20 18.21 0.77 17.85 18.57 105.98 <0.0001
25% 24H 20 15.09 0.93 14.&5 15.53 72.29 <0.0001
25% 48H 20 16.58 0.88 16.16 16.99 B83.88 <0.0001

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipdtesis nula: 0

Variable n Media DE LI(25) L5(23) T piBilateral)
100% 24 H 20 28.83 0.8 28.42 25.23 1l495.44 <0.0001
100% 48H 20 25.91 0.82 29.53 30.29 l1le3.4% <0.0001
75% 249 H 20 24.4%9 0.42 24.2% 24.689 259.75 <0.0001
75% 48 H 20 25.24 0.45 25.03 25.45 252.13 <0.0001
S0% 249 H 20 15.01 0.3 18.84 15.18 239.30 <0.0001
S0% 48 H 20 21.18 0.4 20.%9¢ 21.40 205.11 <0.0001
25% 249 H 20 17.21 0.34 17.05 17.37 224.2¢6 <0.0001
25% 48 H 20 18.86 0.31 18.71 15.00 273.24 <0.0001
Analisis de la varianza

Variable N E= ER® Aj CW

HaLO DE INHIBICICH 380 0.95% 0.99 2.41

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

F.WV. 5C gl CHM F p-valor
Modelo 1681.52 3 5&0.51 1%23.05 <0.0001
APLICACION 1681.52 3 560.51 1523.05 <«<0.0001
Error 22.15 Te 0.2%9
Total 1703.67 79

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.44846
Error: 0.2815 gl: 7&

APLICACICH Medias n E.E.

100%24H 28.83 20 0.12 &

T5%24H 24.49 20 0.12 B
S50%24H 15.01 20 0.12 C
25%24H 17.21 20 0.12 D

Medias cor una letra comin no son significativamentes difersentes (p > 0.05)
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Analisis de la varianza

Variable ) E* ER* Aj LCW
HALD DE INHIBICIOCM 48H 80 O0.82 O.81 4.25

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

F.V. 5C gl CM F p—-valor
Modelo 218.24 3 72.75 112.78 «<0.0001
APLICACICH 218.24 3 72.75 112.78 <0.0001
Error 48,02 Te 0.65
Total 267.26 79

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.66713
Error: 0.&6450 gl: 76
APLICACICH Medias n E.E.

100%48H Z20.50 20 0.18 &4

T5%48H 13.52 20 0.18 B
=0%48H 18.21 20 0.18 C
Z25%48H le.58 20 0.18 D

Msdias con una lstra comin no son significativamentse difercntes (p > 0.0E5)

Anali=sis de la varianza

Variable N E= E* &3 CW
HaLL DE INHIBICICH 80 0.83 ©0.83 4.5%

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

F.V. 5C gl CM F p—-valor
Modelo 250.66 3 83.55 126.75 <0.0001
APLICACICN CREGANC 250.66 3 83.55 126.75 <0.0001
Error 50.10 76 0O.66
Total 300.76 79

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.6T7442
Error: 0.6592 gl: 7&
APLICACICHN CREGANC Medias n E.E.

100%24H 15.83 20 0.18 &

T5%24H 18.64 20 0.13 B
S50%24H 17.15 20 0.138 C
25%24H 15.08 20 0.138 D

Msdias con una letra comin no son sigrificativamente diferentes (p = 0.05)
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Analisis de la varianza

Variable ) E* ER* Aj LCW
halo de inhibicionm 48 h 80 O0.5%8 O0.8%8 2.28

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

F.V. 5C gl CM F p—-valor
Modelo 1414.46 3 471.45 1e00.58 <0.0001
aplicacion 48 h 1414.46 3 471.45% 1600.58 «<0.0001
Error 22.359 Te 0.2%8
Total 1436.85 79

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.45084
Error: 0.2584¢ gl: 76
aplicacion 48 h Medias n E.E.

100%48H Z29.51 20 0.12 4

T5%48H £25.249 20 0.12 B
=0%48H Z21.18 20 0.12 C
Z25%48H 1l8.86 20 0.12 D

Msdias con una lstra comin no son significativamentse difercntes (p > 0.0E5)

Anali=sis de la varianza

Variable N E= E* &3 CW
HaLL DE INHIBICICH 24¥Y48H 160 0.834 0.83 4.42

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

F.V. 5C gl CM F p—-valor
Modelo 528 .68 7 75.53 115.82 <0.0001
APLICACICH 24 ¥ 48 H 528.&%8 7 75.53 115.82 <0.0001
Exrroxr 99,12 152 0O.e5
Total 627.80 1595

Test:Duncan Alfa=0.05
Error: 0.6521 gl: 152

APLICACICHN 24 ¥ 485 H Medias n E.E.

100%48H 20.80 20 0.18 &

T5%48H 15.82 20 0.138 B

100%24H 15.83 20 0.138 B

T5%24H 18.64 20 0.13 C

50%48H 18.21 20 0.138 C

S50%24H 17.15 20 0.1%8 D
25%48H l6.58 20 0.138 E
25%24H 15.08 20 0.138 F

Msdias con una letra comiin no son sigrificativamente diferentes (p = 0.05)
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Analisis de la varianza

Variable N E* E*® &3 CW
HaLO DE INHIBICICN 160 O0.59% 0.55 2,34

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

F.V. 5C gl CM F p—-valor
Modelo 3175.7%9 7 453.68 1548.30 <0.0001
APLICACICH 3175.7%9 7 453.68 1548.30 <0.0001
Exrroxr 44 .54 152 0.25
Total 3220.32 1595

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.51953
Error: 0.2830 gl: 152

APLICACION Medias n E.E.

100%48H Z25.581 20 0.12 4

100%24H 28.83 20 0.12 B

T5%48H Z25.24 20 0.12 C

T5%24H Z24.49 20 0.12 D

20%48H Z21.18% 20 0.12 E
20%24H 15.01 20 0.12 F
Z5%48H l3.8¢ 20 0.12 F
Z5%24H 17.21 20 0.12 G

Msdias con una letra comin no son significativamentse difercntes (p > 0.0E5)

Analisis de la varianza

Variable H R= R &j CW
HALO DE INHIBICION 24%¥48H 160 0.834 0.83 4.42

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

F.V. = gl CH F p—-valor
Modelo S528.68 7 T75.53 115.82 <0.0001
APLICACICH 24 ¥ 48 H S528.68 7 T75.53 115.82 <0.0001
Error 98,12 152 0,65
Total 627.80 159

Test:Duncan Alfa=0.05
Error: 0.6521 gl: 152

APLICACTON 24 ¥ 45 H Medias n E.E.

100%48H 20.80 20 0.18 &

T5%48H 15.582 20 0.138 B

100%24H 1%.83 20 0.118 B

T5%24H 13.64 20 0.13 C

20%48H 18.21 20 0.138 C

20%24H 17.15 20 0.138 D
Z25%48H l6.58 20 0.13 E
25%24H 15.08% 20 0.13 F

Medias con upa letra comin no son significativaments difersnites (p » 0.05)
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Anali=sis de la varianza

Variable N E= E* &3 CW
HaLL DE INHIBICICHN 320 0.587 0.57 3.32

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

F.WV. 5C gl CHM F p-valor
Modelo £5548.63 15 369.91 782.78 <0.0001
APLICACION 5548.63 15 369.91 782.78 <0.0001
Exrror 143.66 304 0.47
Total S56592.28 319

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.T4669
Error: 0.4726 gl: 304

APLICACICH Medias n E.E.

100%48HE 259.581 20 0.15 &

100%24HE 28.83 20 0.15 B

T5%45HE 25.24 20 0.15 C

T5%24HE 24.4% 20 0.15 D

S50%45HE 21.13 20 0.15 E

100%48HO 20.80 20 0.15 E

T5%48HO 15.82 20 0.15 F
100%24HO 15.83 20 0.15 F

S0%24HE 15.01 20 0.15 =
25%45HE 18.88 20 0.15 z H
T5%24HO 18.e84 20 0.15 z H
S50%43HO 18.21 20 0.15 H
25%24HE 17.21 20 0.15 I
S0%24HO 17.15 20 0.15 I
25%438HO le.58 20 0.15 I
25%24HO 15.08 20 0.15 J

Medias cor una letra comin no son significativamentes diferentes (p > 0.05)
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ANEXO 7. Evidencias fotogréaficas

Identificacion de Eucaliptus Globulus Identificacion de Oreganum Vulgarus
(Eucalipto) en el distrito de Ollachea (Orégano) en el distrito de Ollachea

Obtencién de Eucaliptus Globulus Obtencién de Oreganum Vulgarus
(Eucalipto) del distrito de Ollachea (Orégano) del distrito de Ollachea
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Eucaliptus Globulus (Eucalipto) Oreganum Vulgarus (Orégano)

Molido manual en mortero de Eucalipto Molido manual en mortero de Orégano

Dilucion de la materia de Eucalipto en Dilucion de la materia de Orégano en
agua destilada agua destilada
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Filtracion de la materia de Eucalipto en Filtracion de la materia de Orégano en
agua destilada agua destilada
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Infusion de Eucalipto en diferentes Infusién de Eucalipto en diferentes
concentraciones concentraciones

: .‘"i
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Obtencidn de la bacteria Streptococcus Cultivo de la bacteria Streptococcus
Mutans Mutans
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Agar nutritivo Dilucion de agar nutritivo

Autoclave en proceso de esterilizacion Dilucion del agar nutritivo con sangre
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Empaquetado de las cajas de Petriy Plaqueado del agar en las placas Petri
matraces con agares para su esterilizacién

Elaboracién de pozos en las placas petri Colocacién de papel filtro en los pozos
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Pipeta digital calibrada a 10ul Placas Petri rotuladas segun porcentajes

Halo de inhibicion a las 24 horas Halo de inhibicion a las 48 horas
Eucalipto Eucalipto
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Halo de inhibicion a las 24 horas de Halo de inhibicion a las 48 horas de
Orégano Orégano
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ANEXO 8. Declaracion jurada de autenticidad de tesis

Universidad Nacional
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[XEscuela Profesional, O Programa de Segunda Especialidad, O Programa de Maestria o Doctorado
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Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de investigacién (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académicas, profesionales, de
investigacion o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omisién en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracién, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Cédigo Civil y Normas Legales conexas por el
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ANEXO 9. Autorizacion para el depdsito de tesis en el Repositorio Institucional

Universidad Nacional
A l del Altiplano Puno

AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE
INVESTIGACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Por el presente documento, Yo___ Sulsy _ Salby Yagve Homam »
identificado con DNI_2036¢23 93 en mi condicién de egresado de:

[ Escuela Profesional, 0 Programa de Segunda Especialidad, O Programa de Maestria o Doctorado
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de Investigacién wm | Institucional
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para la obtencién de OGrado, d'ﬂulo Profesional o 0 Segunda Especialidad.

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, iinico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos, los
productos y/o las creaciones en general (en adelante, los “Contenidos™) que serén incluidos en el repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy seguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contraseiia,
restriccién o medida tecnolégica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacién alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en ¢l Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacién de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacién con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracién de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendrd la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacién alguna y sin derecho a pago de contraprestacién, remuneracién ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Repiblica del Perit
determinen, a nivel mundial, sin restriccién geogrifica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extracr los metadatos sobre los Contenidos, ¢ incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion.

Autorizo que los Contenidos scan puestos a disposicion del piblico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

En sefial de conformidad, suscribo el presente documento.
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