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PRESENTACION

La presente tesis lleva como titulo “Efecto antibacteriano in vitro del
extracto alcohdlico de Prosopis pallida (ALGARROBO) sobre

Enterococcus faecalis ATCC 29212” ha sido estructurado en 7 capitulos.

En el primer capitulo de esta investigacion presenta la introduccion,
donde se da a conocer la realidad problematica que da origen al
desarrollo de este estudio, se exponen los trabajos previos relacionados
con el tema, también se da a conocer el marco teorico en relacion a las
variables de estudio, se presenta la justificacion del trabajo y se plantean
los objetivos con el planteamiento del problema general.

Posteriormente se detall6 el disefio de la investigacion y se dieron a

conocer los resultados y su respectiva interpretacion.

Finalmente se dieron a conocer las conclusiones y recomendaciones del

estudio.
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RESUMEN

La presente investigacion fue de tipo experimental y de corte transversal, evalud
el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico de Prosopis pallida (algarrobo)
sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212, para ello se utilizaron diversas
concentraciones del extracto desde 10 mg/mL hasta 100 mg/mL; como control
positivo glutanato de clorhexidina al 2% y como control negativo alcohol al 80%.

Para evaluar el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico de Prosopis pallida se
uso6 el método de difusién en discos donde previamente se inoculo la bacteria de
Enterococcus faecaalis sobre la superficie de una placa Petri que contenia agar
Muller Hinton, después se colocaron los discos embebidos con las
concentraciones del extracto, incubandolas por 24 horas a 37°. Para determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida

(CMB) se obtuvo mediante el método de microdilucién en caldo.

Las concentraciones del extracto que presentaron mayor inhibicion fueron 80
mg/ml y 90 mg/ml obteniendo halos de 16.00 y 16.09 mm respectivamente, y el
control positivo que fue Glutanato de Clorhexidina al 2% dio un halo de inhibicién
de 16.9 mm. La concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima

bactericida (CMB) fue menor a 10 mg/mL para ambos.

En esta investigacion se concluye que el extracto alcohdlico de Prosopis pallida
sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212 tiene efecto antibacteriano en 80 mg/ml
y 90 mg/ml similar a la clorhexidina al 2% formando un halo de inhibicién de 16.9

mm

Palabras clave: Antibacteriano, Prosopis, Extracto, Enterococcus



ABSTRAC

The present study was of an experimental and cross-sectional study, evaluated
the antibacterial effect of the alcohol extract of Prosopis pallida (Carob) on
Enterococcus faecalis ATCC 29212, using various concentrations of the extract
from 10 mg / mL to 100 mg / mL; As a positive control 2% chlorhexidine glutanate
and as a negative control 80% alcohol.

To evaluate the antibacterial effect of the alcoholic extract of Prosopis pallida, the
disc diffusion method was used where the bacteria of Enterococcus faecaalis were
previously inoculated on the surface of a Petri dish containing Muller Hinton agar,
then the discs were embedded with the concentrations Of the extract, incubating
for 24 hours at 37 °. To determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (BMC) was obtained by the broth microdilution
method.

The concentrations of the extract that showed the highest inhibition were 80 mg /
ml and 90 mg / ml, obtaining halos of 16.00 and 16.09 mm respectively, and the
positive control that was 2% Chlorhexidine Glutanate gave a inhibition halo of 16.9
mm. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal

concentration (BMC) were less than 10 mg / mL for both.

In this investigation it is concluded that the alcoholic extract of Prosopis pallida on
Enterococcus faecalis ATCC 29212 has an antibacterial effect at 80 mg / ml and

90 mg / ml similar to 2% chlorhexidine forming an inhibition halo of 16.9 mm

Key words: antibacterial, Prosopis, extract, enterococcus



I. INTRODUCCION

1.1 Realidad Problemaéatica

En la cavidad oral la flora bacteriana se establece de forma progresiva
desde el nacimiento del ser humano. Se han identificado alrededor de 700
especies bacterianas alojadas en diversas superficies de la cavidad oral
como es el dorso de la lengua, mucosa bucal, margen gingival de los
dientes y la saliva.t

La cavidad pulpar es un tejido estéril aislado de microorganismos que
pueden invadir su interior, el esmalte y el cemento forman una barrera de
proteccion para evitar el ingreso de agentes microbianos, cuando esta
barrera se rompe el complejo pulpo dentinario va a estar expuesto a la
cavidad bucal abriendo un canal para la colonizacidon de microorganismos,

dando lugar a un proceso inflamatorio. 2

Los conductos radiculares que son tratados endodonticamente estan en
riesgo de reinfectarse debido a la persistencia de agentes bacterianos
alojados en los conductos del diente. Entre las especies bacterianas
resistentes a agentes antimicrobianos tenemos a las bacterias Gram
positivas que han demostrado tener la capacidad de adaptaciéon a

conductos que ya han sido instrumentados y medicados. *

La persistencia de las infecciones puede estar causado por varios
factores, entre ellos la supervivencia de ciertas especies bacterianas,
como el Enterococcus faecalis, este coco Gram positivo anaerobio
facultativo forma parte de la microbiota del ser humana, siendo su habitad
natural el tracto gastrointestinal y a veces se ha podido aislar como
habitad normal la cavidad oral. Este microorganismo es muy prevalente
en pacientes que estan recibiendo un tratamiento o retratamiento
endodoéntico relacionandose con las infecciones persistentes y siendo

capaz de sobrevivir a los protocolos de terapia pulpar. 3

10



El Enterococcus faecalis es el microorganismo mas frecuente en
tratamientos endodonticos en un 30 a 90% y en un 70% lo encontramos

formando parte de tratamientos endodonticos fracasados. 3

La reduccion de agentes microbianos alojados en el sistema de conductos
nos garantiza el éxito del tratamiento endodontico. La préactica clinica y
estudios realizados in vitro han demostrado que la instrumentacion
mecdénica no asegura la completa eliminacién de los microorganismos
alojados en los conductos radiculares, es por ello que durante afios se
han empleado irrigantes quimicos aplicados antes, durante y después de
la preparacion, con la finalidad de desinfectar y mantener estéril el

sistema de conductos radiculares.*

Las plantas medicinales son consideradas como una alternativa de
solucion para controlar las enfermedades que afectan a la poblacion por
la gran variedad de propiedades que poseen. Hoy en dia la medicina
alternativa ha tomado mayor énfasis, siendo usada por la poblacion para
controlar el dolor y combatir infecciones que afectan la salud ser humano,
por ello se ha incrementado el desarrollo de investigaciones con la
finalidad de buscar alternativas terapéuticas. La organizacion mundial de
la salud aprueba el uso de plantas medicinales o medicina alternativa ya
gue estudios han demostrado su eficacia y porcentajes minimos de

riesgo. °

En la regién de Piura encontramos una gran variedad de plantas las
cuales son usadas por el ser humano empiricamente, ya que han
demostrado tener resultados favorables para aliviar los sintomas de las
enfermedades que se presentan en nuestra region, esta investigacion
estudio el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico de Prosopis pallida
(algarrobo), una especie natal de América y Africa, logrando adaptarse de
manera favorable a la naturaleza de nuestra regidn, no existen
investigaciones aplicadas en el area odontolégica que hayan sido

publicadas.
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Este estudio busca tener resultados con efectos bactericidas sobre
Enterococcus faecalis para mantener el sistema de conductos libre de
microorganismos y disminuir el porcentaje de tratamientos endodéntico
fracasados que estan relacionados con esta bacteria.

Esta investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano
del extracto alcohdlico de Prosopis pallida (algarrobo) sobre Enterococcus
faecalis ATCC 29212, mediante un estudio in vitro, buscando su probable
aplicacion en la odontologia y conduciendo a futuras investigaciones con
el empleo de productos a base del extracto de Prosopis pallida.

12



1.2 Trabajos previos

Thakur R., et al. (2009) En su investigacion titulada “Evaluacion de la
actividad antibacteriana de Prosopis juliflora (SW) Dc. hojas”. Tuvo como
objetivo evaluar la actividad antibacteriana de la Prosopis juliflora sobre diez
cepas patdgenas humanas. Este estudio in vitro determino que el extracto de
Prosopis juliflora presento actividad antibacteriana en 100mg/ml de su
concentracion inhibiendo significativamente el crecimiento de las bacterias
empleadas en esta investigacion, como son, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus  aureus,  Streptococcus  pyogenes,  Staphylococcus
epidermidis, Salmonella typhimurium y Salmonella typhi. En esta investigacion
se concluye que la Prosopis juliflora presenta actividad antibacteriana sobre

las sepas utilizadas en esta investigacion. ©

Bussman R., (2009) realizo un estudio denominado “Actividad antibacteriana
de las plantas medicinales del norte del Perd”. Esta investigacion tuvo como
objetivo probar si el extracto etanolito de las plantas utilizadas en la medicina
tradicional muestran actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. Se emple6 el método de agar- difusion. Se obtuvo como
resultado que el extracto etandlico de la Prosopis pallida presento actividad

antibacteriana obteniendo un halo de inhibicion de 15 mm. ’

Delle Vedove T., et al. (2010) en su investigacion titulada “Actividad
antimicrobiana de la clorhexidina al 2%, Hipoclorito de sodio al 1% vy
Paramonoclorofenol combinado con furacin contra cepas de S. Aureus, C.
albicans, E. faecalis y P. aureginosa". Tuvo como objetivo analizar la actividad
antimicrobiana de la clorhexidina al 2%, Hipoclorito de sodio al 1% vy
Paramonoclorofenol combinado con furacin sobre S. Aureus, C. albicans, E.

faecalis y P. aureginosa.
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En este estudio de tipo experimental, se emplearon 40 placas Petri en las
cuales se colocaron discos de papel embebidos con las sustancias utilizadas
y los controles un positivo y un negativo. Se emple6 el método de difusion de
discos para determinar la susceptibilidad bacteriana. La clorhexidina al 2% fue
significantemente (P<0,05) méas efectiva que las otras sustancias utilizadas
inhibiendo el crecimiento de todas las cepas microbianas. El hipoclorito de
sédio a 1% presento resultados intermedios y el paramonoclorofenol asociado
a furacin (PMC+F) dio resultados poco favorables. La investigacién concluye
gue la clorhexidina al 2% presenta efecto antibacteriano frente a las especies

bacteriana estudiadas. 8

Cardozo A. y col. (2014) En su investigacion titulada “Actividad antibacteriana
de extractos de hojas de Prosopis alba, Griseb, frente a cepas patdégenas
humanas y fitopatdégenas”, evalud la actividad inhibitoria del crecimiento
bacteriano de las hojas de Prosopis alba (algarrobo blanco) y Griseb, frente a
cepas bacterianas gran positivas como son los Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis y cepas Gram negativas como
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis y Klebsiella
pneumoniae. Se emple6 el método de microdilucion en medio sdlido para
determinar la actividad antimicrobiana. Los resultados obtenidos muestran el
extracto etandlico va a inhibir el crecimiento de Agrobacterium tumefasciens,
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas corrugata en la concentracion de
1049 ug de ME/ml y es capaz de disminuir el crecimiento de todas las
bacterias estudiadas en una concentracion de 131 ug de ME/ ml. Este estudio
concluye que la decoccion y el extracto etanolico de Prosopis alba, Griseb, si

presenta actividad antibacteriana sobre las cepas patégenas estudiadas. °

Alvarez M. (2014), su investigacién titulada “Efecto antibacteriano in vitro del
extracto etanolico de Propolis de apis mellifera (propdleo) frente a
Enterococcus faecalis ATCC 29212”, determind el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de Propolis de apis mellifera “Propdleo” frente a
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

14



El estudio consistié en determinar susceptibilidad bacteriana y concentracién
minima bacteriana teniendo una muestra de 80 placas Petri. Fue una
investigacion experimental de corte longitudinal, los resultados se obtuvieron
mediante la microdilucion de tubos y difusién de discos. El estudio concluyo
qgue el extracto etandlico de Propolis de apis mellifera “Propdleo” presenta

efecto antibacteriano in vitro frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212. 10

Palomino J, et al.(2015) su investigacion titulada “Efectividad de tres irrigantes
sobre el nimero de colonias de Enterococcus faecalis en la preparacion de
conductos radiculares in vitro” tuvo como objetivo determinar la efectividad de
tres irrigantes sobre el niumero de colonias de Enterococcus faecalis. Este
estudio realizado in vitro, se evalud a partir de 60 raices distales del primer
molar inferior en las cuales se inoculo la bacteria de Enterococcus faecalis en
un conducto, afiadiendo las concentraciones de los diferentes irrigantes
empleados. Los resultados determinaron que los irrigantes utilizados como el
hipoclorito de sodio casero 4%; hipoclorito de sodio 2,5% y gluconato de
clorhexidina 2%, todas las sustancias presentaron efecto en un 100% en la
desinfeccion de los conductos radiculares. El estudio concluye que el
hipoclorito de sodio es efectivo frente al Enterococcus faecalis en sus

diferentes concentraciones. 11

Sosa J.(2015), su investigacion titulada “Efecto antibacteriano in vitro del
extracto alcohdlico de Rosmarinus officinalis (Romero) y del agua ozonizada
sobre Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis” Tuvo como objetivo
determinar el efecto de antibacteriano del extracto alcoholico de Rosmarinus
officinalis y del agua ozonizada sobre Streptococcus mutans y Enterococcus
faecalis. Del extracto de R. officinalis se emplearon dos concentraciones a 25

mg/ml y 50 mg/ml y 0,41 mg/ml y 0,82 mg/ml de agua ozonizada.

15



Para evaluar el efecto antibacteriano se sembrd con un hisopo estéril el
indculo estandarizado de Streptococcus mutans y de Enterococcus faecalis
independientemente en placas con agar Mueller-Hinton en las cuales se
colocaron discos de papel de filtro en el centro y se afadio 25 yL de cada
concentracion del extracto alcohdlico como del agua ozonizada. Las placas
fueron incubadas a 36°C en condiciones de anaerobiosis durante 24 horas.
Los resultados obtenidos fueron que el extracto alcohdlico de R. officinalis en
una concentracion de 25 mg/ml formo un halo promedio de 25 mm para E.
faecalis y de 19 mm para S. mutans. Sin embargo, a 50 mg/ml se formé un
halo de inhibicion promedio de 36 mm para E. faecalis y para S. mutans se
formd un halo promedio de 24 mm. En el contrl positivo que fue clorhexidina al
0,12 % el halo de inhibicion que se formo fue de 16 mm. El estudio concluye
gue el extracto alcoholico de R. officinalis en una concentracion de 25mg/ml y
50mg/ml sobre S. mutans y E. faecalis presenta efecto bactericida y cuando

se agrega agua ozonizada este efecto se incrementa. *?

Flores C.,(2016) “Efecto inhibidor del extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa (Taya) en comparacion a hidroxido de calcio, paramonoclorofenol
alcanforado y clorhexidina en gel al 2 %, sobre cepas de Enterococcus
faecalis. El objetivo fue comparar el efecto inhibitorio in vitro del extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa (taya), hidréxido de calcio,
paramonoclorofenol alcanforado, y clorhexidina al 2%, sobre Enterococcus
faecalis. Se realiz6 mediante la prueba de susceptibilidad, aplicando el
método de difusion de disco. Las cepas de E. faecalis se cultivaron en placas
con medio de cultivo Mueller Hinton, y se colocaron discos con las diferentes
concentraciones del extracto y de los controles. La investigacién concluye que
extracto etandlico de Caesalpinia spinosa, presenta igual efecto inhibitorio que
la clorhexidina en gel al 2%, y presenta un efecto significativamente mayor al
del hidréxido de calcio y paramonoclorofenol alcanforado, sobre cepas de

Enterococcus faecalis. 13
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Cardenas C. (2017) en su investigacion titulada “Actividad antimicrobiana y

antioxidante del extracto etandlico de Prosopis pallida “algarrobo™ tuvo como
objetivo evaluar la actividad antimicrobiana y antioxidante del extracto
etanolico de Prosopis pallida. Se realizé el método de difusion en discos para
determinar el efecto antibacteriano y para determinar la concentracion minima
inhibidora (CMI) se emple6 el método de microdilucion en microplaca. En este
estudio se evaluo el efecto antibacteriano de P. pallida frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 8739, Bacillus
subtilis ATCC 6633 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. El extracto
etandlico de las hojas de Prosopis pallida presentd actividad antimicrobiana
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, determinandose que la
concentracion minima inhibidora fue 1000 pg/mL y frente a Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 con una concentracion minima inhibidora de 62,5

ug/mL. 14
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1.3 Teorias relacionadas al tema

1.3.1Prosopis pallida

En 1976 Burkart, propuso la siguiente clasificacion: el reino al que
pertenece la especie de Prosopis pallida es Plantae, a la familia de
Fabaceae, su género es Prosopis, su nombre binominal es Prosopis
pallida (Humb. & Bompl. Ex Willd.) Kunth, y los nombres vernaculares son

“Algarrobo”, “Guarango”, “Mesquite”, “kiawe”. 1°

1.3.1.1 Género y distribucion

Prosopis pallida es una especie de algarrobo de hasta 20 metros de
altura, es originaria de los territorios aridos y semiaridos. En todo el
mundo se ha distribuido en América (Pert, Colombia y Ecuador), Africa
y Sudeste de Asia. En los ultimos afios se ha cultivado y asilvestrado
en Bolivia, Brasil, Puerto Rico, Hawai, Pakistan, Sudafrica, India,
Australia y el territorio del Sahara. Esta especie es dominante en las
costas del Peru, encontrandola en 13 departamentos desde Tumbes
hasta Tacna, especialmente en zonas costeras a 0 - 1500 msnm. En el
Perd el género Prosopis L. estad representada por tres especies
Prosopis juliflora, Prosopis affinis y Prosopis pallida, siendo esta
dominante en la costa peruana que crece de modo silvestre formando

bosques de 30 a 70 arboles por hectarea, de hasta 10 metros de alto.
16 17

1.3.1.2 Morfologia y habitat

Para el crecimiento del P. pallida es importante la profundidad del suelo,
dado que la baja profundidad o presencia superficial de roca madre
pueden impedir su crecimiento, presentandose con mayor concentracion

en zonas con acceso a aguas subterraneas. La especie de P. pallida

18



tiene un periodo de floracion muy variable, pudiendo florecer todo el afio.
15

En el norte del Perq, el periodo de floracion es de diciembre a febrero y
su periodo de fructificaciébn es de junio a agosto, dependiendo de las
condiciones de crecimiento. Sus hojas de color verde y cuando estan
secas son de verdes grisaceas. Son bipinadas, pequefas y alternas, de
5 a 8 cm de largo. Sus foliolos son lineales con una longitud de 7 a 1 por

1 a 3 mmde ancho. ¥/

Su fruto es conocido como “algarroba”, es una legumbre indehiscente,
en su interior presenta una pequefa pepa cubierta por una pulpa dulce,
estas vainas pueden ser rectas o ligeramente falcadas, de color amarillo
paja en su periodo de madurez, con base redondeada o cuadrangular de
10 a 28 cm de largo; las semillas son ovoidales de color pardo y se
encuentran en el interior de las vainas en un total de 16 a 28 por cada

una de ellas. 1517

1.3.1.3 Usos de la Prosopis pallida

El algarrobo tiene una gran variedad de usos, dado que es uno de los
alimentos vegetales con altas concentraciones de almidén y proteina
siendo el alimento esencial en la dieta de los pueblos indigenas. Con la
pulpa se elabora harina la cual es incorporada en galletas, sopas y leche
de los nifios. La harina de algarrobo esta indicada para tratar problemas
de diarreas y vomitos tanto en nifios como en lactantes, se utilizada para
ayudar a mejorar la digestion. El fruto de la algarroba es un alimento de

primera calidad para el ganado. 181°

El tronco produce una resina llamada copal, la cual tiene propiedades
curativas de usos medicinales y también es empleada para la
elaboracién de barnices e inciensos. La corteza y las hojas de esta

planta contienen propiedades medicinales. 18

19



1.3.1.4 Composicién quimica

Prosopis pallida es una especie vegetal con un alto contenido de
vitaminas A o caroteno, vitaminas B como B1 o tiamina, B2 o riboflavina,
B3 o niacina. Ademas, posee minerales esenciales para el ser humano
como potasio, fésforo, magnesio, calcio, silicio y hierro ayudando a
fortalecer el organismo. ElI consumo del algarrobo posee un contenido

graso menor al 2% y una cantidad de proteinas entre 8 y 9.8%.1°

1.3.1.4.1 Composicién quimica de las hojas de Prosopis pallida

Las hojas de Prosopis pallida muestran altos niveles de fibra cruda
(23,3 %) y proteina cruda (17,8%). Entre sus minerales presenta calcio
(1,49 %), fésforo (0,10 %), magnesio (0,75%) y potasio (1,35%).
Presenta taninos generalmente alto de 0,8% o 1,9-2,0, flavonoides y

polifenoles.'4

1.3.1.5 Principios activos

Un gran porcentaje de los principios activos esta comprendido dentro de
los metabolitos secundarios; entre estos metabolitos encontramos
aquellos con funciones defensivas contra insectos, bacterias y hongos;
como son los alcaloides, esteroides, aminoacidos no proteicos, fenoles,
flavonoides, quinonas, cumarinas, taninos y terpenoides. Mayores
concentraciones de estos tipos de compuestos los podemos encontrar
en las hojas, flores y semillas de la planta.
En el P. pallida los compuestos quimicos se alojan en las hojas donde se

ha podido identificar a los alcaloides, este grupo de metabolitos
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secundarios mas diversos que se encuentra en los organismos vivos; va
a estar constituido por 15000 metabolitos secundarios, estos se
encuentran aproximadamente en un 20% en las especies de plantas
vasculares. En las plantas los alcaloides no suelen repartirse
homogéneamente en todo el organismo, sino que se acumulan
preferentemente en determinados puntos como hojas u cortezas. Los
alcaloides provenientes de especies vegetales han sido empleados en la

medicina, y muchos de ellos ain son prominentes farmacos hoy en dia.
20

1.3.1.6 Actividad antimicrobiana

Las plantas poseen una gran variedad de principios activos como los
metabolitos  secundarios los cuales presentan propiedades
antimicrobianas las cuales han sido demostradas a través de estudios
realizados In vito; entre los compuestos que se encuentran en mayor
porcentaje en las plantas tenemos a los taninos, alcaloides, terpenoides.
En la actualidad la mayor parte de productos farmaceéuticos tienen
origenes vegetales, pero una minima cantidad de estos son utilizados
como antimicrobianos. Pese a la gran cantidad de especies vegetales en
nuestro planeta solo un pequefio porcentaje 1- 10% son utilizados con
fines medicinales. Las plantas tienen una capacidad de sintetizar
sustancias aromaticas como los fenoles que sirven de como
mecanismos de defensa contra la depredacion por microorganismos,

insectos y herbivoros. 14

El &cido cinamico y cafeico contienen un determinado grupo de
compuestos de derivados de fenilpropano que presentan el estado de
oxidacion que es eficaz contra los virus, bacterias y hongos. Catecol y
pirogalol son fenoles hidroxilados, que han demostrado ser toxicos para
los microorganismos. Los aceites esenciales con considerados como
antimicrobianos, un ejemplo es el eugenol, considerado como un

bacteriostatico contra los hongos y las bacterias. Los flavonoides
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1.3.2

también son sustancias fenodlicas hidroxiladas son sintetizadas por las

plantas en respuesta a la infecciéon microbiana.*

Microbiologia oral

La microbiologia médica es la ciencia que estudia los seres vivos
microscépicos que actian directamente sobre la salud del ser humano y

de las patologias que los agentes microbianos pueden  producir. !

La cavidad oral considerada el medio mas séptico del organismo, es un
sistema de 6rganos y tejidos utilizados para la ingesta de alimentos,
estos forman habitas favorables para la colonizacion de agentes
microbianos. La microbiota oral es compleja y se han encontrado
alrededor de 700 especies bacterianas las cuales albergan en habitas
como dientes, saliva, surco gingival, lengua, entre otras, ayudando al

crecimiento y multiplicacién de agentes microbianos. 22

Dentro de la cavidad oral podemos encontrar una serie de
microrganismo como cocos Yy bacilos Gram positivos y Gram negativos,
aerobios, anaerobios estrictos y anaerobios facultativos, dependiendo
del nicho ecolégico que los aloja. La composicion microbiana del nicho
ecolégico al que pertenecen depende de la capacidad del agente
microbiano para poder adherirse, permanecer, desarrollarse y sobrevivir

en los tejidos y 6rganos de la cavidad oral. %2

1.3.2.1 Microbiologia endodoncia

La endodoncia es la ciencia encargada de estudiar la morfologia,

funcién, patologia, prevencion, salud y tratamiento de la pulpa dental y
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tejidos perirradiculares, estd mantiene una estrecha relacion con la
microbiota oral ya que tiene como finalidad eliminar los microrganismos
alojados en el sistema de conductos mediante una terapia en canal
radicular manteniendo y restableciendo la salud de los tejidos

perirradiculares. %3

La endodoncia se encuentra estrechamente relacionada con los
microrganismos que dan lugar a los procesos de la enfermedad pulpar y
a las lesiones inflamatorias de los tejidos periapicales. La integridad del
esmalte y la dentina van a formar una barrera fisica para proteger la
pulpa que se encuentra en el interior del diente impidiendo el ingreso de
microorganismos. Por otro lado, el organismo y el tejido pulpar presentan
una limitada comunicacion vascular y nerviosa a través del agujero
apical. Sin embargo, cuando los tejidos duros del diente se ven
afectados las bacterias van a invadir la pulpa produciendo una

inflamacién como respuesta inmunitaria del huésped. 2

La infeccion del sistema de conductos esta relacionada con la
interaccion de la microbiota presente en los conductos radiculares, la
infeccion bacteriana de la camara pulpar y la respuesta de defensa del

hospedador.!

En la microbiota endoddntica pueden encontrarse bacterias Gram
positivas y Gram negativas, sin embargo, luego de realizado el
tratamiento endodontico hay bacterias que prevalecen en el sistema de
conductos como las bacterias Gram positivas anaerobias o facultativas
entre las que tenemos Parvimonas micra, Actinomyces, Lactobacilos,
Propionibacterium, Olcenella uli, Pseudoramibacter alactolyticus vy

Enterococcus faecalis. 2°

1.3.2.1.1 Tipos de infeccion endoddntica
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Las infecciones endoddnticas se pueden clasificar en intraradiculares y
extraradiculares. Dependiendo del momento en el que los
microrganismos se establezcan en el conducto radicular, las infecciones
intrarradiculares se pueden clasificar en primarias, secundarias o

persistentes. 26

1. Infecciones intrarradiculares primarias

Son causadas por los microorganismos que invaden y colonizan el tejido
pulpar necrético. Las infecciones primarias son mixtas, predominando
bacterias Gran negativas y bacterias anaerobias estrictas. Entre las especies
bacterianas predominantes tenemos Bacteroides, Porphyromonas,
Prevotella, Fusobacterium, Treponema, Peptostreptococus, Eubacterium Y

Campylobacter. 2¢

2. Infecciones intrarradiculares secundarias o persistentes

Son causadas por microorganismos que han sobrevivido después de la
desinfeccion intrarradicular y que persisten después de la obturacion de
conductos. Este tipo de infeccion esta estrechamente relacionada con el
fracaso del tratamiento endodontico, dado que los microorganismos
colonizan y sobreviven en el interior del conducto. Es en esta infeccion

donde predomina la especie bacteriana Enterococcus faecalis. °

3. Infeccién extraradicular

Esta infeccion puede ser causada por microorganismos presentes en las
infecciones intrarradiculares dado que estos superan la barrera defensiva
accediendo a los tejidos perirradiculares. Las especies bacterianas como
Actinomyces y Propionibacterium son las que se encuentran estrechamente
relacionada con la infeccion extrarradicular. El absceso apical agudo es la

forma mas frecuente se esta infeccion. 2/
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133

Enterococcus faecalis

1.3.3.1 Aspectos microbiolégicos

El género Enterococcus son especies con morfoldgica semejante a los
Estreptococos. La especie bacteriana aislada con mas frecuencia es
Enterococcus faecalis una bacteria Gran positiva, anaerobia facultativa
gue puede crecer en presencia 0 ausencia de oxigeno, se desarrolla a
una temperatura de 10°C a 45°C, siendo capaz de sobrevivir hasta en
un rango de 60°C durante 30 minutos. Su tamafo celular es entre 0.5y
0.8 micrometros. El habitad natural de E. faecalis es el tracto
gastrointestinal del ser humano, sin embargo, a veces se ha podido
aislar como habitad normal el dorso de la lengua y la mucosa oral,
ademas se encuentra formando parte de infecciones pulpo-periapicales

y de bolsas periodontales. 28

Existen alrededor de veintitrés especies de Enterococcus, siendo las
mas importantes clinicamente E. faecalis, E. faecium, E. avium, E.
gallinarum, E. durans, E. solitarius, E. raffinosus, E. casseliflavus, E.
malodoratus, E. hirae, E. mundtii, E. pseudoavium. E faecalis es el
patégeno humano con mas aislamientos clinicos con un 60% a 90% de
los aislamientos, seguida de E. faecium representando el 5% al 16% de

los aislamientos clinicos. 2°

La bacteria E. faecalis estad formada por una pared celular con antigenos

del grupo D (&cido lipoteicoico), esta se encuentra unida a la membrana
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citoplasmatica de la bacteria conteniendo residuos de glicerol. Esta
bacteria posee &cido teicoico y mureina en grandes cantidades.
Enterococcus faecalis se asocia a Lactobacillus, Candida, Actinomyces,
Streptococcus y a otras bacterias anaerobias y facultativas creando una

flora mixta y virulenta. 28

1.3.3.2 Enterococcus Faecalis y su relacibn con el tratamiento

endodontico

La resistencia del E. faecalis se debe a su capacidad de crecimiento
como biopelicula en las paredes del conducto radicular, los
microorganismos se van adherir a la pared del conducto radicular a
través de una sustancia polimérica extracelular (EPS) producida por
ellas mismas. Esta matriz de biopelicula presta estabilidad mecanica, y
al mismo tiempo puede impedir cualquier contacto directo de los agentes
antimicrobianos con los microorganismos que la conforman,
disminuyendo la eficacia de dichos agentes. La instrumentacion
mecanica de las sustancias antibacterianas en el conducto radicular va a

reducir el crecimiento bacteriano, pero no lo elimina completamente.

E. faecalis tiene un alto nivel de resistencia a los agentes
antimicrobianos, esta bacteria facultativa estd relacionada con la
periodontitis periapical que se desarrolla después del tratamiento
endodéntico, como consecuencia de una infeccion persistente o
secundaria intraradicular. Puede sobrevivir en conductos con tratamiento
endodéntico por que tiene la capacidad de suprimir la accion de los

linfocitos. 27

La frecuencia de infecciones persistentes en los conductos se relaciona

con el fracaso de los tratamientos endoddnticos, debido a que los
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microorganismos presentes en el conducto radicular que pueden haber
sobrevivido al efecto de irrigantes y preparacion biomecanica durante el
tratamiento, su ingreso a los conductos radiculares debido a filtraciones

coronarias después de la obturacién. 2

Cuando en el conducto radicular las condiciones ecoldgicas cambian
durante el tratamiento, los microorganismos que sobreviven a ellos
puedan soportar alcalinidad, escasez de nutrientes y aumento del nivel
de oxigeno. E. faecalis es una bacteria que puede sobrevivir en un
ambiente alcalino, relacionado a infecciones endoddnticas persistentes.
31

La presencia de E. faecalis en dientes que requieren retratamiento
endodontico se debe a que esta bacteria tiene la capacidad de colonizar
los tdbulos dentinarios, haciendo imposible que la preparacion
biomecanica e irrigacion de sustancia antibacterianas grarantizen su
completa eliminacion, debido al reducido diametro que presentan estas
estructuras anatomicas y por la capacidad que tiene para adherirse al
colageno. Otra causa es la resistencia que tiene ante el hidroxido de
calcio, el cual es la sustancia mas utilizada para la medicacidon
antibacteriana de los conductos radiculares durante la terapia
endododntica, permitiendo a los microorganismos permanecer en estado

guiescente. 2

1.3.3.3 Determinantes de patogenicidad en E. faecalis

La bacteria de E. faecalis posee una gran cantidad de factores de
virulencia asociados a las diferentes fases de la infeccion endoddntica e
inflamacion periapical, entre los mas importantes se encuentran
sustancia de agregacion, proteinas de superficie Enterococcica,
Feromonas, proteinas de adhesion al Colageno, Acido Lipoteicoico,
Superoxido Extracelular, Gelatinasa, Hialuronidasa, Hemolisina y
Citolisina. Gracias a estos factores de virulencia, la bacteria de E.

faecalis es capaz de sobrevivir en medios con pocos 0 escasos
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nutrientes en un estado metabolico minimo, pudiendo soportar
condiciones adversas por mas de 4 meses. Esta bacteria en estado de
latencia, cuando se encuentra disponible utiliza el fluido proveniente del
hueso alveolar y el ligamento periodontal como fuente de nutrientes.
Este microorganismo se caracteriza por la capacidad de compartir estos
factores de virulencia entre las especies, contribuyendo a su

supervivencia y capacidad de patogenia. 32

1.3.4Sustancias irrigadoras mas utilizadas en endodoncia

Lo que garantiza el éxito endodontico es la eliminacion de las bacterias
durante la terapia de conductos, ya que estas son responsables de las
alteraciones periapicales. La buena preparacion biomecanica es esencial
para lograr un buen tratamiento endodontico, sin embargo, se ha
demostrado que la instrumentacion mecanica por si sola no elimina las
bacterias y restos pulpares alojados en los conductos radiculares. Es por ello
gue se emplean diversas sustancias quimicas para irrigar el sistema de
conductos con el fin de lograr eliminar las bacterias que en él se alojan y
conseguir una limpieza adecuada del conducto. Entre las sustancias mas

utilizadas en endodoncia las que tenemos son: 34

1.3.4.1 Clorhexidina

Es un efectivo agente antimicrobiano oral utilizado en la prevencion de
caries, terapia periodontal e infecciones orales en general como agente
terapéutico. También se utiliza como solucién irrigadora y/o
medicamento en las sesiones de terapia endodontica, por su efecto
antimicrobiano. La clorhexidina ha sido reconocida por ser una efectiva

solucion de irrigacién del sistema de conductos, se ha demostrado que
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los conductos que han recibido tratamiento con esta solucién son menos
susceptibles a reinfectarse, siendo ventajoso para el control de las
infecciones ocasionadas por filtracion coronaria. Enterococcus faecalis
es una bacteria que puede persistir dentro de los conductos radiculares y
provocar una periodontitis apical, esta infeccion también se puede
desarrollar paralelamente al tratamiento debido a la contaminacion de
los conductos producido a causa de la filtracién coronaria. Las raices
gue han sido tratadas con clorhexidina adquieren siete dias de efecto

antimicrobiano. 3°

La clorhexidina en bajas concentraciones tiene efecto bacteriostatico ya
tiene la capacidad de unirse a la membrana celular, aumentando la
permeabilidad y la filtracion de componentes intracelulares como el
potasio; tiene efecto bactericida ya que su uso en altas concentraciones
produce la precipitacion del citoplasma y posteriormente la muerte
celular. Su PH ¢ptimo es se encuentra entre 5.5 y 7.0 lo que le permite
actuar frente a diferentes bacterias. La clorhexidina se activa
ampliamente contra bacterias Gram positivas, Gram negativas,
anaerobias facultativas y aerobias; contra hongos y levaduras en menor
medida. En odontologia se usan las concentraciones de 0.2 y 0.12% lo
gue le permite ejercer una actividad bactericida, y en concentraciones

mas bajas ejerce actividad fungicida. 3637

1.3.4.2 Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio es la sustancia irrigadora mas utilizada en
endodoncia; es un agente quimico obtenido por la mezcla de cloro,
hidroxido de sodio y agua. Es utilizada para la irrigacion de conductos

radiculales, su potencial bactericida y su accion de disolucién de tejidos
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pulpares ha hecho que hoy en dia se utliza como una medida

terapéutica en endodoncia.34 38

La Asociaciéon Americana de Endodoncia ha definido al Hipoclorito de
sodio como “un liquido claro, palido, verde-amarillento, extremadamente
alcalino y con fuerte olor a cloro, que tiene una accion disolvente sobre
restos organicos y tejido necrético, siendo un potente agente

antimicrobiano”. 3°

La concentracion de hipoclorito utilizada en la clinica estomatologica es
de 0,5% a 5,25%, por su capacidad para eliminar bacterias gram

positivas y gram negativas, hongos, virus y esporas.

La eficacia del hipoclorito de sodio para la disolucion de la pulpa va estar
influenciada por la integridad estructural del tejido. Cuando el tejido
pulpar esta desintegrado va a disolver rapidamente los restos pulpares,
pero si la pulpa esta vital y hay poca degradacién del tejido, el hipoclorito
de sodio va a necesitar mas tiempo para la disolucion del tejido. Esta
sustancia a pesar de tener una excelente actividad bactericida, también
presenta propiedades negativas como es la inefectividad para algunos
microorganismos cuando se utiliza en bajas concentraciones y también
es potencialmente alérgico y citotoxico cuando sobrepasa los tejidos

periapicales. 40

1.3.5 Extractos vegetales
Son concentrados de consistencia soélida, liquida o intermedia, derivados
de material vegetal desecado, el cual se puede obtener evaporando parcial
o totalmente el disolvente en liquidos extractivos de origen vegetal.
Segun su consistencia y concentracién estos se pueden clasifican en:

extractos fluidos, extractos secos, extractos blandos y los crioextractos.*
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1.3.5.1 Extractos Secos

Son aquellos extractos que tienen consistencia seca y son faciles de
pulverizar, se obtienen por evaporacion del disolvente y desecacion del
residuo. Estos extractos no deben contener humedad mayor de 5%. Son
preparados de facil manipulacion y como solvente se emplea el alcohol

de diversas concentraciones y agua. 4

1.3.6 Extracto alcoholico

Es la sustancia obtenida a partir de una materia prima de origen vegetal,
mediante el proceso de maceracion o percolacion en contacto con un
solvente (etanol, agua) seguida de su eliminacion mediante un

procedimiento fisico. 42

1.3.6.1 Métodos de obtencién de extracto alcohdlico

1.3.6.1.1 Maceracion

Este extracto se puede obtener mediante el proceso de maceracion el
cual se va a realizar a temperatura ambiente y consiste en remojar la
materia prima vegetal en un solvente hasta que este penetre y disuelva
las porciones solubles, después se va a colocar en un recipiente
dejandolo reposar un periodo de dos a catorce dias, posteriormente se
va a filtrar el liquido, exprimir los residuos y recuperar el solvente en un

evaporador rotatorio. 42

1.3.6.1.2 Percolaciéon
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También se puede obtener mediante el proceso de percolacion mediante
este procedimiento se pueden utilizar solventes orgénicos en frio con la
finalidad de mantener los compuestos termolabiles que contiene el
material. Va a consistir en depositar el material fragmentado en un
embudo o recipiente cénico y hacer pasar un disolvente, el cual se va a

agregar constantemente. 42

1.3.7Técnicas microbiologicas para medir la susceptibilidad bacteriana

1.3.7.1 Método de difusion de discos

Es una prueba cualitativa, que muestra la resistencia o inhibicion de los
microorganismos frente a los medicamentos que se encuentra
impregnado en los discos. Esta prueba se basa en colocar sobre la
superficie de la placa de agar previamente inoculada con el
microorganismo de prueba, las sustancias que se utilizaran van a estar

impregnados en los discos de papel de filtro. 43

Cuando el disco se pone en contacto con la superficie del agar se va a
formar una gradiente de concentracion. Pasadas las 18 -24 horas de
incubacion los discos van aparecer o no rodeados por una zona clara
gue representa la inhibicion de crecimiento bacteriano. Este es un

método sencillo, facil de realizar y barato. 44

1.3.7.2 Método de microdilucién

Este método es utilizado para determinar la actividad in vitro de una
sustancia antimicrobiana frente al microorganismo estudiado. Este
método nos ayudara a determinar el efecto antibacteriano y la actividad

inhibidora. Esta prueba se lleva a cabo en tubos o microplacas con
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medios de cultivo liquidos (caldos) conteniendo sustancias
antibacterianas depositadas de forma crecientes que van a inocular las

especies bacterianas. 4°

1.3.7.2.1 Concentracion minima bactericida (CMB)

Determina la concentracion minima de la sustancia antimicrobiana que
elimina el 99,9% a mas de los agentes microbianos estudiados después
24 horas de incubaciébn a 37°C. En algunos casos es importante
determinar la actividad bactericida del agente antibacteriano. 46

1.3.7.2.2 Concentracién minima inhibidora (CMI)

Determina la concentracion mas baja de la sustancia antibacteriana
(Mg/mL) que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de los agentes
microbianos en condiciones normales después de 24 horasde
incubacion a 37°C. Para obtener resultados mas exactos se realiza

mediante el método de dilucion. 46
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1.4 Formulacién del problema

1.4.1 Pregunta General

¢,Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto alcohdlico de

Prosopis pallida (algarrobo) sobre Enterococcus faecalis ATCC 292127

1.5 Justificacion del estudio

La medicina natural en los ultimos afios ha sido utilizada como una alternativa
de solucion para mejorar las condiciones de salud de la poblacion, en el
ambito odontolégico la medicina tradicional es poco conocida debido a la
escases de estudios relacionados con el tema, a pesar que vivimos en un
pais que posee una gran biodiversidad de flora como es el Prosopis pallida

(algarrobo).

En la actualidad los sistemas de conductos se encuentran infectados por una
serie de microorganismos que albergan en la cavidad oral, los cuales van a
colonizar los conductos radiculares a través de diferentes vias, por ello se
presenta este estudio con el fin de encontrar un efecto bactericida sobre la
bacteria Enterococcus faecalis considerada como un factor principal asociado

al fracaso del tratamiento endodéntico.
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La presente investigacién tiene importancia clinica ya que de encontrarse
probables efectos antibacterianos del extracto alcohdlico del Prosopis pallida
sobre las cepas de Enterococcus faecalis, podrian realizarce estudios que se
enfoquen en el uso de esta planta para contribuir al mejoramiento de una
terapia y préctica eficaz para la desinfeccion de los conductos radiculares
garantizando la eliminacion de microorganismos que son resistentes a
sustancias irrigadoras quimicas con el uso de este recurso que se encuentra

en nuestra region.

Este estudio tiene justificacion social dado a que este recurso natural forma
parte del medio que nos rodea facilitando su acceso y disminuyendo el costo
de su obtencion, ademas presenta efectos adversos minimos a diferencia de
agentes quimicos, la poblacion podria reducir los altos porcentajes de
deficiente salud oral ya que se ha demostrado que esta planta tiene efectos

de inhibicion sobre microorganismos que desarrollan la caries dental.

Se pretende promover el uso de plantas medicinales para la realizacion de
terapias con el fin de mejorar el estado de salud bucal, del mismo modo si se
obtienen resultados favorables, brindar aportes a la sociedad odontologica
para la realizacién de estudios que conlleve al uso de Prosopis pallida en la
desinfeccion de los conductos radiculares para inhibir el desarrollo de

microorganismos y garantizar el éxito del tratamiento endodoéntico.

1.6 Hipdtesis

El extracto alcohdlico de Prosopis pallida (algarrobo) tiene efecto bactericida

sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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1.7 Objetivos

1.7.10bjetivo General

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto alcohdlico de Prosopis

pallida (algarrobo) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

1.7.20Objetivos Especificos

1. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto
alcohdlico de Prosopis pallida (algarrobo) sobre Enterococcus faecalis

mediante el método de microdilucién en caldo.

2. Determinar la concentraciéon minima bactericida (CMB) del extracto
alcohdlico de Prosopis pallida (algarrobo) sobre Enterococcus faecalis

mediante el método de microdilucién en caldo.

3. Determinar el efecto antibacteriano del extracto alcohdélico de Prosopis
pallida (algarrobo) sobre Enterococcus faecalis mediante el método de

difusion en agar con disco.
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MARCO METODOLOGICO

2.1 Disefio de investigacion

2.1.1 Tipo de Investigacion

Esta investigacion presenta varios enfoques de acuerdo a sus
caracteristicas y estructura, donde se definiran los siguientes:

Es una investigacion de tipo experimental porque se va a manipular la
variable independiente para ver su efecto sobre la variable dependiente
dentro de una situacion de control, para poder analizar los datos obtenidos.
47

Es una investigacion de enfoque cuantitativo porque los datos obtenidos se
recolectan mediante andlisis estadistico y medicién numérica para obtener
informacioén confiable. 47

Es una investigacion de corte trasversal porque los datos van hacer
recolectados es un solo momento, para describir y analizar los datos

obtenidos. 4’

2.1.2 Disefio de Investigacién
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Segun su disefio, experimental de estimulo creciente

2.2 Variables y operacionalizacion
Variables independientes

Extracto alcohdlico de Prosopis pallida.

Variables dependientes

Efecto antibacteriano sobre Enterococcus faecalis.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
Variable
dependiente Es el efecto que tiene una | 3 Para la prueba de difusion se | Difusién en discos: Efecto  antibacteriano:
sustancia para inhibir el utilizara a través de mediciones Diametro del halo de Halo <16 mm
crecimiento o] eliminar con un vernier digital medicién
EFECTO completamente un agente | 4 Para la prueba de microdilucion CMmI Razo6n
ANTIBACTERIANO bacteriano  sin ocasionar se utilizara la Espectrofotometria Microdilucién: CMB
dafios sobre los organismos a través el software LAZE. Diametro de boton
gue lo habita.
Variable Independiente Sustancia obtenida a partir de | Extracto etandlico obtenido de la 10 mg/mL; 20 mg/mL;
una materia prima por | Prosopis pallida por maceracion. Concentracion 30 mg/mL; 40 mg/mL;
EXTRACTO ETANOLICO percolacién o maceracion de | Extracto obtenido en el | volumétrica del extracto | 50 mg/mL; 60 mg/mL; Razoén
DE PROSOPIS PALLIDA un solvente seguida de la | laboratorio. 70 mg/mL; 80 mg/mL;

eliminacién del mismo por un

proceso fisico.

90 mg/mL ; 100 mg/mL
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2.3 POBLACION Y MUESTRA

2.3.1Poblacién

Cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212

2.3.2Muestra

5 ml de suspensién de Enterococcus faecalis a una concentracion 1.5
X 108 UFC/ ml.

Se utilizaron 5 placas Petri por concentracién que contenia dos discos
embebidos con la concentracion del extracto alcohdlico de Prosopis
pallida, un disco de control positivo embebido con gluconato de
clorhexidina 2 % y un control negativo alcohol al 80%. Empleando un
total de 50 placas Petri que corresponde a 100 replicaciones en total

de todos los extractos y por control se realizo 50 repeticiones.

2.3.3Calculo del Niomero minimo de duplicacion

W-W2 Zpg+1,4-Zg
WZ

n =

Donde:

= n = NUumero minimo de muestras, observaciones o réplicas que deben
efectuarse en el estudio.

= Za = Valor correspondiente al nivel de confianza asignado (Riesgo de
cometer un error tipo |). Za = 1.96

= ZB = Valor correspondiente al poder estadistico o potencia asignada a
la prueba (Riesgo de cometer un error tipo Il). Zp = 0.842

= W = Rendimiento minimo esperado, eficiencia minima esperada o
diferencia minima observable. W = 0.80 (80%)
Reemplazando la ecuacion propuesta se obtuvo que el nimero minimo
de duplicados fue 9, y en la presente investigacién se decidio realizar

10 duplicados.
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2.4 Método, técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

24.1

2.4.2

Recoleccién de las hojas de Prosopis pallida (algarrobo)
Se recogieron hojas de Prosopis pallida (algarrobo) “algarrobo” en la
zona de Carrizalillo “Algarrobo Rey” a 11 Km. de Cruceta en la
Provincia de Tambogrande, departamento de Piura. Se escogieron
las hojas de mejor calidad para luego ser trasladadas al laboratorio
de Biologia de la Universidad César Vallejo filial Piura. Peru.

Identificacién y determinacion de la especie de Prosopis pallida
Se tomd una parte del material vegetal recolectado, para luego
trasladarlo al Herbario Piurense de la Universidad Nacional de Piura

para su respectiva identificacion, caracterizacion y certificacion.

2.4.3 Obtencion del extracto alcohdlico a partir de las hojas de

Prosopis pallida (algarrobo)

Para la obtencion del extracto de Prosopis pallida, se seleccionaron
las hojas de forma independiente desojandolas una por una para
eliminar alguna especie extrafia. Después fueron lavadas con agua
de filtro y alcohol de 96° para su desinsectacion, para luego ser
secadas a temperatura ambiente durante 24 horas. Posteriormente
se colocaron en papel Kraff y se llevaron a una estufa a 50 °C

durante 4 horas.

Una vez secadas las hojas se procedié a la molienda del material
vegetal con la ayuda de un molino casero y un mortero hasta que
esté totalmente pulverizado. A partir del polvo obtenido se pesaron
100 g y se coloco en un frasco de vidrio color ambar de capacidad
de 1000 mL, luego se le agregé el solvente que consistio en etanol al
80% y se procedio a la obtencion del extracto alcohdlico mediante el

método de maceracién, con agitacion constante durante 14 dias.
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Después de los 14 dias de maceracion el producto fue filtrado 5
veces, con papel filtro Whatman N° 2 y N° 1 con lo que se obtuvo el
extracto filtrado. Dicho extracto se llevd a sequedad forzada,
obteniéndose el extracto seco de P. pallida “algarrobo” el cual fue

pesado y colocado en papel de aluminio quedando listo para su uso.

2.4.4 Preparaciéon de las concentraciones del extracto alcohdlico de

hojas de Prosopis pallida

A partir del extracto seco de P. pallida (algarrobo) se realizaron
diluciones en etanol al 80% obteniéndose concentraciones de 10
mg/mL; 20 mg/mL; 30 mg/mL; 40 mg/mL; 50 mg/mL; 60 mg/mL; 70
mg/mL; 80 mg/mL; 90 mg/mL y 100 mg/mL. Cada concentracion fue
colocada en un vial estéril y tapado herméticamente, siendo

refrigerado hasta el momento de su utilizacion.

mg de soluto x ml de solucién solvente =mg / ml

2.4.5 Obtencion del cultivo puro de Enterococcus faecalis.

En el presente estudio se utilizé la cepa bacteriana de Enterococcus
faecalis ATCC 29212, la cual fue proporcionada por el Laboratorio de

Microbiologia de la Universidad Sefior de Sipan.

2.4.6 Reactivacion de la cepa de Streptococcus mutans 'y

Enterococcus faecalis.
En la presente investigacion se utilizé la bacteria de Enterococcus

faecalis ATCC 29212. La cepa fue reactivada en agar Muller- Hinton y

fueron cultivadas en anaerobiosis a una temperatura de 36 °C.
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2.4.7Preparacion de discos de difusion

Se elaboraron con papel filtro Whantman los discos de difusién con un
didmetro de 6 mm. Estos fueron esterilizados en un papel kraft y luego
fueron embebidos por extracto alcohdlico de Prosopis pallida y por los

controles positivos utilizados.

2.4.8 Preparaciéon de medios de cultivo para la determinacion del
efecto antibacteriano del extracto alcohdélico de Prosopia pallida

Para evaluar las sustancias antibacteriana se prepararon medios de
cultivo para la bacteria de E. faecalis, empleando agar Muller Hinton.
Se peso el agar en una balanza analitica y se colocé en dos matraces
de 1000 ml agregandole 750 ml de agua destilada por cada matraz,
se homogenizo el contenido y se procedi6 a autoclavar por 20
minutos. Una vez retirados los matraces de la autoclave, se espero
gue la temperatura descienda y luego se vertié el contenido en las
placas Petri y se esperd que el medio solidifique, para proceder a

rotular las placas.

2.4.9 Prueba de susceptibilidad antibacteriana mediante el Método de

Difusién en discos

Una vez ya listo el in6culo de E. faecalis con un hisopo previamente
esterilizado se sembré en placas Petri que contenian agar Mueller
Hinton. Para realizar este procedimiento se introdujo el hisopo en el
tubo que contenia la suspension bacteriana, se humedecio y luego se
presiond contra las paredes para eliminar el exceso de liquido,
inmediatamente después se inoculé la superficie seca del agar
Mueller Hinton por hisopado en tres direcciones opuestas entre si
para asegurar una completa distribucién de la bacteria sobre la

superficie del agar.
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Después de 10 minutos se procedié a preparar los discos con las
soluciones antibacterianas que se iban a emplear. Los discos fueron
sumergidos en cada uno de los viales que contenian las
concentraciones correspondientes y en los que tenian las sustancias
de los controles positivos, una vez embebidos se colocaron sobre la
superficie de los agares que contenian el inoculo bacteriano, con
ayuda de una pinza estéril. Se dej6é reposar las placas Petri ya lista
durante 30 minutos, para después ser llevadas a incubacion a 36 °C
por 24 horas.

2.4.10 Determinacion de la CMI y la CMB mediante Microdilucion en
caldo.

Esta técnica se utilizO para determinar la actividad inhibitoria y
bactericida del extracto alcohdlico de Prosopis pallida frente a
Enterococcus faecalis ATCC 29212. La metodologia consistié en
preparar una microplaca con fondo en U de 96 pocillos a los cuales
se le incorporo 100 ul de caldo Mullere Hinton en cada pocillo
conteniendo 50 pl de suspension bacteriana de Enterococcus
faecalis. Posteriormente se procedié a agregar el agente microbiano
a las concentraciones utilizadas 10 mg/ml, 20 mg/ml, 30 mg/ml, 40
mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 70 mg/ml, 80 mg/ml, 90 mg/ml, 100
mg/ml y posteriormente se afiadio 100 pl de clorhexidina 2% como
control positivo y caldo Muller Hinton como control negativo. La
mezcla se la sustancia se realiz6 con ayuda de una micropipeta
previamente calibrada. Una vez preparada la microplaca se procedié
a sellarla con cinta parafilm para luego ser incubada durante 24

horas a 36 °C en condiciones de anaerobiosis.
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2411

Lectura de resultados

2.4.11.1 Para el Método de Difusién en Disco

Pasado el tiempo de incubacion, se examind cada placa Petri y con
ayuda de un vernier digital se procedié a medir los diametros de las
zonas de inhibicién que se habian formado.

La lectura se realiz6 mediante la medicion en milimetros de los
halos de inhibicién bacteriana formados por los discos que fueron
embebidos con la concentracion de extracto de Prosopis pallida.
Los datos fueron colocados en la ficha de recoleccion de datos
donde fueron comparados con los halos de inhibicion formados por

el control positivo y negativo.

2.4.11.2 Para el Método de Microdilucién

Una vez incubada la microplaca, se determiné la minima
concentracion del extracto alcohdlico de Prosopis pallida donde se
observo el desarrollo de Enterococcus faecalis. La concentracion
menor en la cual se observo que no hubo desarrollo bacteriano, se
determiné como la Concentracién minima inhibitoria (CIM). Luego
se procedid a replicar cada concentracion contenida en la
microplaca en una placa Petri con agar Mueller Hinton para
determinar la Concentracion minima bactericida que fue la menor
concentracion donde no se observé desarrollo bacteriano. Lo que
indico crecimiento bacteriano fue la presencia de botdn en el fondo

de cada pocillo de la microplaca.
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2.5

2.6

Métodos de analisis de datos

Los datos se van a registrar en una ficha de recoleccién de datos teniendo
en cuanta las concentraciones volumétricas del extracto y el nimero de

repeticiones realizadas en cada unidad de ensayo (placa Petri).

Se tuvo en cuenta los valores promedios de los halos de inhibicién de
cada concentracion del estracto alcohdlico de Prosopis pallida, donde se
realizaron diez duplicaciones y cuatro repeticiones de la investigacion; se

utilizé el Software SPSS para realizar el analisis de datos.

Se realiz6 el Test no paramétrico de Joncheere Tepstra a los datos
obtenidos determinandolo con la evolucion de las concentraciones
empleadas mediante distribucion de acuerdo a la campana de gauss
(Curva de Gauss o Distribucion normal). También se aplico las pruebas
estadisticas de normalidad de los datos obtenidos se utilizé la prueba de
kolmogérov-smirnov y la prueba de Shapiro- Wilk necesaria para establecer la

comparacion entre las duplicaciones y los controles.

Aspectos éticos

Este trabajo de investigacion se realiz6 teniendo en cuenta las normas

dadas en la declaracion de Helsinkicorea 2008 - principios éticos.

‘La investigacibn médica debe realizarse de manera que reduzca al

minimo el posible dafio al medio ambiente”.

Antes de ser eliminados como como residuos biocontaminados, se
procedido a esterilizar en autoclave los cultivos bacterianos utilizados
durante el desarrollo de esta investigacion con el fin de eliminar los
microorganismos, para poder salvaguardar la integridad de todo el

personal que entren en contacto con dichos residuos.
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[ll. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

1.1 Resultados en tablas y graficos.

El presente estudio de tipo esperiemental “in vitro”, tuvo como objetivo evaluar
el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico de Prosopis pallida “algarrobo”
sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212, en este estudio constituido por 50
placas petri para determinar la consentracion minima inhibitoria (CMI), la
concentracion minima bactericida (CMB) mediante la microdilucion en caldo y

la susceptibilidad bacteriana a traves de la difucion de disco.

Los resultados obtenidos demuestran efecto antibacteriano del extracto de
Prosopis pallida a las concentraciones de 80 mg/ml, 90 mg/ml y 100mg/ml
sobre la cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 formandose halos de
medicién promedio de 16 mm, 16.09 mm y 14.68 mm alrededor de cada

consentracion.

Los halos de inhibicion del Etanol absoluto que fue utilizado como solvente del
extracto tuvo un promedio de 8.05 mm, mientras que la Clorexidina al 2%
presento halos de inhibicion promedio de 16.90 mm sobre la cepa de
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

En la concentracion del 10 mg/ml el extracto alcoholico de Prosopis pallida
inhibio el crecimiento de la cepa de Enteroroccus faecalis ATCC 29212, no
habiendo crecimiento bacteriano en las concentraciones estudiadas, esto indica
gue la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima
bactericida (CMB) del estracto estudiado frente a Enterococcus faecalis ATCC
29212 es 10 mg/ml. Se observé crecimiento de boton en los posillos que
contenian solo la suspension bacteriana y el calgo de agar Muller-Hinton

formandos un boton promedio de 1.95 mm.
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FIGURA 01: Muestra los promedios de los diametros en milimetros de halos de
inhibicion del crecimiento de E. faecalis frente a las 10 concentraciones
volumétricas (mg/ml) del extracto alcohdlico de Prosopis pallida, controles
positivo (clorhexidina al 2%) y el control negativo (alcohol 80%).

FIFURA 02: Muestra el crecimiento de Enterococcus faecalis frente a las 10
concentraciones utilizadas de extracto alcohdlico de Prosopis pallida mediante
el método de microdilucion. Podiendo determinar la concentracion minima

inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMI).

48



EXTRACTO ALCOHOLICO DE Prosopis pallida

ALCOHOL 80% I 3.045
Clorhexidina 2% 16.901
100 mg/mL I 14.68
90 mg/mL I 16.09
80 mg/mL I  16.00
70 mg/mL I ©.73
60 mg/mL I  11.35
50mg/mL I 10.10

CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO

40 mg/mL I, 12.22
30 mg/mL I 0.39

20 mg/mL I 8.23

10 mg/mL I ©.54

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
HALOS DE INHIBISION

Fuente: Fichas de recoleccion de datos.

Figura N°01 Efecto antibacteriano del extracto alcohdlico de Prosopis pallida

(algarrobo) sobre Enterococcus faecalis.
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DIAMETRO DE BOTON (mm)

2.5

15

0.5

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

e NO hay crecimiento bacteriano e crecimiento bacteriano

Fuente: Fichas de recoleccion de datos.

Figura N° 02 Concentracion minima bactericida (CMB) y la concentracion

minima inhibidora (CMB) mediante.
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DISCUSION

La presente investigacion fue de tipo experimental y de corte trasversal,
gue tuvo como objetivo evaluar, el efecto antibacteriano del extracto
alcohdlico de Prosopis pallida (algarrobo) sobre Enterococcus faecalis
ATCC 29212, para ello se utilizaron diversas concentraciones del
extracto desde 10 mg/mL hasta 100 mg/mL; como controles positivos a

la clorhexidina al 2% y como control negativo al alcohol al 80%.

Los estudios con extractos de productos naturales van teniendo mas
importancia a través de los afios debido a los beneficios y propiedades
gue presentan para mejorar el estado de salud de la poblacion. Como se
demostré en el trabajo de Castillo E. (2016) “¢, encontrando que el
extracto etandlico de Prosopis pallida posee efectos bactericidas sobre
Streptococcus mutans siendo esta la principal bacteria que produce la

caries bucal.

Del mismo modo Flores C. (2016)*2 encontré que el extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa (Taya) presenta efecto inhibitorio sobre la bacteria
de Enterococcus faecalis , encontrando resultados similares en nuestro
estudio donde el extracto alcohdlico de Prosopis pallida presenta efectos
inhibitorios y bactericidas sobre la bacteria de Enterococcus faecalis,
siendo considerada como la principal bacteria relacionada con el
tratamiento endodontico, por ser un organismo persistente en las
lesiones periapicales, y es comiunmente hallada en un alto porcentaje

de fracasos de tratamientos endodénticos.

El efecto antibacteriano del extracto Prosopis pallida podria deberse a
gue se ha utlizado un solvente organico (alcohol) el cual presenta
efectos antibacterianos y permite la preservacién de los compuestos

biol6gicamente activos.

51



En la presente investigacion se utilizd el Prosopis pallida (algarrobo)
debido que es una planta de abundante en la regién Piura, y sus
propiedades aplicables para la salud bucal son pocas o no han sido
estudiadas, por tal motivo la necesidad de investigar a este importante
producto natural y sus probables propiedades podria ampliar una serie
de estudios y aplicaciones en estomatologia.

En la presente investigacion se utilizé el método de difusion en discos,
para evaluar la susceptibilidad antibacteriana. En este estudio en las
concentraciones de 80 mg/mL y 90 mg/MI se encontr6 mayor halo de
inhibicion con un promedio de 16 mm y 16.09 mm respectivamente, y el
menor promedio de halo de inhibicibn en las concentraciones de 20
mg/mL y 30 mg/mL respectivamente, por lo que a mayor concentracion

del extracto existe un mayor efecto antibacteriano.

Sin embargo en unas concentraciones mayores se observé menor efecto
antibacteriano y pudo deberse a las limitaciones que se presentaron
durante la investigacion, como fue el tiempo de preparacién del medio de
cultivo que por la resequedad que presento dificulto la expiracion de la
sustancia antibacteriana que fue el extracto alcohdlico de Prosopis
pallida dando lugar a la formacion de halos de inhibicion pequefios,
ademas otra causa que pudo haber ocasionado estos resultados pudo
deberse la exposicion a la luz de los extractos de Prosospis pallida que
pudo haber producido la perdida de algunos principios activos, la falta de
disponibilidad del laboratorio fue una complicacién que pudo interferir en

estos resultados.

A pesar de todas estas limitaciones el extracto alcohdlico de Prosopis
pallida presento efecto inhibitorio y bactericida sobre la cepa de
Enterococcus faecalis a una concentracion de 80 y 90 mg/ml dando un

halo de inhibicion promedio de 16 y 16.09 mm respectivamente.
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Estadisticamente no se encontr6 diferencia significativa entre las
concentraciones del extracto alcohdlico de Prosopis pallida y el control
positivo que fue glutanato de Clorhexidina al 2%, ya que esta también
inhibié el crecimiento de Enterococcus faecalis, formando un halo
promedio de 16.9 mm, mientras que para el control negativo que fue
alcohol al 80% se form6 un halo de inhibicion promedio de 8.05 mm. El
analisis estadistico demostrdé que no existe diferencia significativa entre
las concentraciones del extracto de Prosopis pallida y glutanato de
Clorhexidina pero si una diferencia con el control disolvente que fue
alcohol al 80%.

Thakur R. et al (2009)%, encontr6 resultados similares a los de esta
investigacion, utilizando Prosopis juliflora, donde encontré actividad
antibacteriana en 100 mg/mL inhibiendo significativamente el
crecimiento de las bacterias Enteroccus feacalis, Echerichia coli, Bacilus
subtilis, etc. asimismo Bussman R. (2010)’ investigé la actividad
antibacteriana de plantas medicinales en el norte del Peru, concluyé que
extracto etandlico de Prosopis pallida presenta actividad antibacteriana
sobre la cepa de Staphylococcus aureus formando un halo de inhibicién

de 15 mm de diametro.

El estudio fotoquimico de las hojas de Prosopis pallida determino que
esta especie presenta abundante cantidad de compuesto fendlicos,
taninos y flavonoides. Probablemente estos compuestos tienen
propiedades antibacterianas y antifingicas que su accion provocaria

lesiones en la membrana citoplasmatica de la bacteria. 3

Ademas las propiedades antibacterianas de estos compuestos sobre
Enterococcus feacalis pueden estar asociada a la gran concentracién de
compuestos como los flavonoides quienes actian como metabolitos en

el crecimiento y reproducciéon de las plantas, presentdndose como
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agentes protectores mediante un mecanismo de defensa; los taninos
cuya accion defensiva privan a los microorganismos del medio apropiado
para que puedan desarrollarse y los flavonoides que son pigmentos
naturales en los vegetales con propiedades antibacterianas quienes van
a proteger a la planta del dafio producido por agentes oxidantes como

son los rayos ultravioleta, polucién ambiental, etc. 14

Los mecanismos que pueden ser responsables de la toxicidad fendlica a
los  microorganismos incluyen la inhibicibn de la enzima
beta - glucanositasa por los compuestos oxidados, probablemente por la
reaccion de los grupos sulhidrilo o por las interacciones no especificas

con proteinas.*®

Cardenas C. (2017)** investig6 los extractos etandlicos de hojas, vainas
y semillas de Prosopis pallida utilizando el método de difusion en discos,
encontrando que solo las hojas mostraron actividad antibacteriana frente
a Staphylococcus aureus formaron un halo de inhibicién de 18 mm, mas
no presento actividad antibacteriana sobre Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Bacillus subtilis. La susceptibilidad del
Enterococcus feacalis es debido a que esta bacteria es Gram positiva
asi como los Staphylococcus aureus usado en el estudio de Cardenas C.
(2017)* donde ademas las compar6 con Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, sin actividad bactericida.

Probablemente esto se debe a que Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa son bacterias Gram negativas, esto se puede deber a que
estas bacterias presentan doble membrana celular; una pared externa y
otra citoplasmética, las cuales son muy delgadas formando una barrera
para la facil penetracion de moléculas antimicrobianas, en cambio las
bacterias gran positivas presentan una pared de peptidoglicano y una
membrana lipidica mucho mas gruesa confiriéndole una gran resistencia

frente a agentes antimicrobianos.>®
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Para obtener la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la minima
bactericida (CMB), se utilizd6 una microplaca de 96 pocillos con fondo en
U a los cuales se le incorporo 100 ul de caldo Mullere Hinton en cada
pocillo conteniendo 50 ul de suspension bacteriana de Enterococcus
faecalis donde se observd que sblo hubo crecimiento bacteriano en la
microdilucién de la cepa y el caldo de agar con formacién de un boton
promedio de 1.95 mm y a partir de 10 mg/mL no se observé crecimiento
bacteriano, determindndose que para este estudio la concentracion
minimo inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) va
estar por debajo de los 10 mg/ml.

Sin embargo, el tamafio y el método de preparacion del inoculo, asi
como, el medio de crecimiento y tiempo de incubacién pueden interferir
en los valores de la concentracion minimo inhibitoria (CMI) y la

concentracion minima bactericida (CMB).

Dentro de las limitaciones del presente trabajo in vitro, el extracto
alcohdlico de Prosopis pallida mostré actividad antibacteriana sobre el
Enterococcus feacalis, abriendo nuevas posibilidades de realizar
trabajos posteriores en el campo endodontico, utilizando las hojas de
esta planta, ya que la presencia de compuestos fotoquimicos pueden
presentar efectos antibacterianos que podrian garantizar su uso
terapéutico para el tratamientos de conductos dentarios en el que sea

indicado como un irrigante a base de extractos naturales..
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CONCLUSIONES

. El extracto alcohdlico de Prosopis pallida tiene efecto antibacteriano in
vitro sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212, el cual se determinado
mediante los métodos de difusion en disco y el método de microdilucion.

. La concentracién minima inhibitoria (CMI) del extracto alcohdlico de
Prosopis pallida sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212 fue menor a
10 mg/ml a través del método de microdilucion en caldo.

. La concentracion minima bactericida (CMB) del extracto alcohdlico de
Prosopis pallida sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212 fue menor a
10 mg/ml a través del método de microdilucion en caldo.

. El extracto alcohdlico de Prosopis pallida presento efecto antibacteriano
in vitro sobre la cepa de Enterococcus faecalis a las concentraciones de
80 mg/ml y 90 mg/ml con halos de inhibicion promedio de 16 mmy 16.09

mm respectivamente
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VI.

RECOMENDACIONES

. Realizar investigacones con otros extractos de hojas de Prosopis pallida,

para estudiar, el mejor efecto antibacteriano.

. Realizar estudios sobre la composicion quimica de las hojas de Prosopis

pallida para determinar cual de sus componentes tiene su capacidad

antimicrobiana.

. Realizar estudios de toxicidad del extracto alcohdlico de Prosopis

pallida.
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ANEXOS



ANEXO 01: Arbol de Prosopis pallida en el caserio de Carrizalillo a 11 Km de
Cruceta, Distrito de Tambogrande — Departamento de Piura.
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ANEXO 02: Preparacion del material vegetal Prosopis pallida.

1: Recoleccion del material vegetal Prosopis pallida.
2: Seleccién de las hojas de Prosopis pallida retirando especies extrafias.
3: Secado de las hojas de Prosopis pallida a temperatura ambiente.

4: Secado se las hojas de Prosopis pallida en horno a 50°.
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ANEXO 03: Molienda del material vegetal.
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ANEXO 04: Maceracion del material vegetal de Prosopis pallida.
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ANEXO 05: Proceso de obtencién del extracto seco de Prosopis pallida.

1: Decantado del material macerado de Prosopis pallida.
2: Filtracion del material macerado de Prosopis pallida.
3: Filtracién del material macerado de Prosopis pallida con papel filtro.

4: Secado a ventilacion forzada del extracto de Prosopis pallida.
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ANEXO 06: Preparacion de las concentraciones del extracto alcohdlico de
Prosopis pallida

1: Extracto de Prosopis pallida
2: Concentraciones de 10 — 100 mg/ml del extracto de Prosopis pallida.

3: Proteccion de los viales que contienen los extractos con papel aluminio.
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ANEXO 07: Preparacion de medios de cultivo para la determinacion del efecto
antibacteriano del extracto alcohdlico de Prosopia pallida.

1: Pesado del Agar Muller Hinton.

2: Autoclavado del Agar Muller Hinton.

3: Agar Muller Hinton.

4: Sirviendo el Agar Muller Hinton en las placas petri.
5: Solidificacién del Agar Muller Hinton.

6: Rotulacién de las placas petri.
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ANEXO 08: Siembra del inoculo de Enterococcus faecalis sobre la superficie de
las placas Petri con agar Muller Hinton.

1: Materiales que se utilizaron para la siembra del inoculo.
2: Hisopo conteniendo la suspension bacteriana.
3: Siembra del inoculo sobre la superficie de la placa Petri.

4: Incubacion a 36°C de las placas Petri con Agar Muller Hinton.
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ANEXO 09: Evaluacion de las concentraciones del extracto de Prosopis palida
mediante el método de microdilucion en caldo.
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ANEXO 10: Medicion de los halos de inhibicidn de las concentraciones de
Prosopis pallida, control positivo y negativo
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ANEXO 11: Lectura de resultados de micro dilucién en caldo.

1: Formacion de botdn en la concentracion de suspensién bacteriana.

2: Siembra de la microdilucién en placa Petri para ver el crecimiento
bacteriano.

75



ANEXO 12: Tincién Gram negativa de Enterococcus faecalis
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DIAMETRO DE INHIBICION EN MILIMETROS

EXTRACTO ALCOHOLICO DE Prosopis pallida (Algarrobo)

REPLICACIONES CONTROL CONTROL
POSITIVO NEGATIVO
PROMEDIO
Clorhexidina | Alcohol
Concentraciones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2% 80%
10 mg/ml 7.96 8.39 11.52 7.44 7.35 9.77 8.51 13.86 12.27 8.36 9.54 17.86 7.98
20 mg/ml 10.16 8.57 9.15 7.04 7.51 8.07 7.51 9.23 8.51 6.54 8.23 18.30 8.20
30 mg/ml 9.49 7.22 10.21 8.72 9.7 10.17 10.55 10.43 9.6 7.85 9.39 17.53 8.40
40 mg/mi 11.17 | 10.29 12.16 9.43 9.32 10.08 22.12 10.47 15.36 11.84 12.22 17.17 7.94
50 mg/ml 9.56 9.09 10.17 12.36 9 13.43 7.62 9.07 11.66 9 10.10 16.42 8.09
60 mg/ml 15.15 8.43 13.18 14.43 8.06 11.54 9.37 12.65 11.16 9.48 11.35 17.33 8.03
70 mg/ml 10.2 11.42 9.28 7.32 8.88 10.08 10.77 10.21 9.66 9.51 9.73 16.17 8.81
80 mg/ml 10.7 15.26 17.82 16.97 18.07 12.16 17.29 14.56 15.55 21.66 16.00 16.37 8.12
90 mg/ml 19.33 | 19.75 12.22 13.1 14.11 15.04 13.41 14.85 18.64 20.47 16.09 16.68 8.27
100 mg/ml 12.66 | 13.35 12.66 20.17 16.18 12.52 11.69 14.96 16.07 16.57 14.68 15.18 6.61

del extracto alcohdlico de Prosopis pallida, sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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ANEXO N° 14. Promedios del diametro de inhibicion del extracto alcoholico de
Prosopis pallida sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

DIAMETRO DE INHIBICION EN MILIMETROS

EXTRACTO ALCOHOLICO DE PROSOPIS PALLIDA

(Algarrobo)
CONTROL
CONTROL  NEGATIVO
CONCENTRACIONES PROMEDIO POSITIVO

Clorhexidina = ALCOHOL
2% 80%
10 mg/mL 9.54 17.86 7.98
20 mg/mL 8.23 18.30 8.20
30 mg/mL 9.39 17.53 8.40
40 mg/mL 12.22 17.17 7.94
50 mg/mL 10.10 16.42 8.09
60 mg/mL 11.35 17.33 8.03
70 mg/mL 9.73 16.17 8.81
80 mg/mL 16.00 16.37 8.12
90 mg/mL 16.09 16.68 8.27
100 mg/mL 14.68 15.18 6.61
PROMEDIO 16.90 8.05

Fuente: Fichas de recoleccion de datos.

Se muestran los promedios del diametro del halo de inhibicion del extracto
alcohdlico de Prosopis pallida y de los controles positivos (Clorhexidina al 2%)
y controles negativos (Alcohol al 80%) frente a la bacteria de Enterococcus
faecalis ATCC 29212.
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ANEXO N° 15: Diametro de botén de crecimiento de Enterococcus faecalis
frente al extracto alcohdlico de Prosopis pallida por el método de

microdilucion.

DIAMETRO DE BOTON MEDIANTE
MICRODILUCION EN CALDO

EXTRACTO “Prosopis Pallida “

CONCENTRACIONES PROMEDIO

0 mg/ml 1.95 mm

10 mg/ml -

20 mg/ml -

30 mg/ml -

40 mg/ml -

50 mg/ml -

60 mg/ml -

70 mg/ml -

80 mg/ml -

90 mg/ml -

100 mg/ml -

Fuente: Fichas de recoleccion de datos

0 = Control negativo de crecimiento bacteriano
= Ausencia de crecimiento bacteriano

Diametro de boton de crecimiento y ausencia de crecimiento bacteriano frente
a las concentraciones de 10 mg/ml, 20 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml, 50 mg/ml,
60 mg/ml, 70 mg/ml, 80 mg/ml y 100 mg/ml del extracto alcohdlico de Prosopis
pallida mediante el método de microdilucion, observando que no hubo
crecimiento bacteriano a diferencia del control negativo bacteriano donde se

formd un botén de 1.95 mm.
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Prueba de Jonckheere-Terpstra®

10 mg/mL 20 mg/mL 30 mg/mL 40 mg/mL 50 mg/mL 60 mg/mL 70 mg/mL 80 mg/mL 90 mg/mL 100 mg/mL
Numero de niveles en 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Grupos
N 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Estadistico de J-T ,000 1,000 ,000 1,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
observado
Media del estadistico J-T 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000
Desviacion tipica del 1,472 1,472 1,472 1,472 1,472 1,472 1,472 1,472 1,472 1,472
estadistico de J-T
Estadistico de J-T tipificado -2,038 -1,359 -2,038 -1,359 -2,038 -2,038 -2,038 -2,038 -2,038 -2,038
Sig. asintét. (bilateral) ,042 174 ,042 174 ,042 ,042 ,042 ,042 ,042 ,042

ANEXO 16: Test no paramétrico de Joncheere Tepstra, encontrando que para establecer valores significativos mas estables a

partir de 50 mg/ml hasta los 100 miligramos, sin embargo, los valores por debajo de 50 mg/ml tiene resultados no concluyentes,

por lo que el efecto inhibidor bacterianos estaria en torno a los 50 mg/ml de Prosopis palida.
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Prueba de Jonckheere-Terpstra
Sig. asintot. (bilateral)

0,20

0,159

0,107

Valores

0,057

0,00=
10 mg/mL 20 mgfmL 30 mgimL 40 mg/mL 50 mgimL 60 mg/mL 70 mg/mL B0 mgimL 90 mg/mL 1UDL
mgihm

Variables

ANEXO 17: Test no paramétrico de Joncheere Tepstra, la variable de las
concentraciones de Prosopis palida no presenta en todas sus versiones una
distribuciéon de acuerdo a la campana de gauss (Curva de Gauss o Distribucion

normal), por lo que, no se pudo realizar el andlisis de varianza pertinente.
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Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
10 mg/mL ,378 5 ,019 ,769 5 ,044
20 mg/mL ,389 5 ,013 ,697 5 ,009
30 mg/mL 421 5 ,004 ,668 5 ,004
40 mg/mL 270 5 ,200° ,856 5 ,215
50 mg/mL ,337 5 ,066 ,820 5 117
60 mg/mL ,265 5 ,200° ,837 5 ,158
70 mg/mL ,360 5 ,033 754 5 ,033
80 mg/mL 254 5 ,200" 847 5 ,185
90 mg/mL ,230 5 ,200" ,850 5 ,195
100 mg/mL 219 5 ,200" ,932 5 ,611

ANEXO 18: Prueba de Normalidad de las Variables
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ANEXO 19: Muestra de Prosopis pallida para su respectiva certificacion.
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&‘b HERBARIUM PIURENSE
HERBARIUM PIURENSE

Umversidad Macional 2 Bura Universidad Nacional de Piura

Constancia N° 005-2017

El que suseribe;, Dr. J. Manuel Charcape Ravelo, docente del Departamento de
Ciencias Bioldgicas de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Piurz,
Director de la Unidad de Investigacidén de la Facultad de Ciencias y Director det

Herbarium Piurense, deja
CONSTANCIA

Que la Srta. Stephany Lizbeth Alvarado Saavedra, estudiante del 10™ ciclo de la
Escuela de Estomatologia la Universidad César Vallejo — Piura, identificado con DN
N° 71486676, con domicilio legal en Asentamiento Humano José Maria Arguedas
Mz. H Lote 30 — Piura, alcanzé una muestra botanica a este despache para ser
determinada en esta institucion, manifestando que es para la realizacion de su
Tesis titulada: Efecto antibacteriano in vitro del extracto alcohdlico de Prosopis
pallida sobre Enterococcus faecalis ATC.C. 29212. La muestra examinada resuitd
ser: Prosepis pallida (Humb. & Bonpl. ex Willd:) Kunth “algarrobo”

Divisién: Angiospermae
Clase: Equisetopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Prosopis
Especie: P. pallide (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Kunth FABACEAE

Se le expide esta constancia a solicitud de la interesada para los fines de
realizacion de su tesis.

Piura, 11 de julio del 2017

c.c. Herbarium Piurense.

hitps://www.facebook.com/Herbarium.piurense

ANEXO 12: Constancia de certificacion de la especie de Prosopis pallida.
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