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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antifungico in vitro del extracto etandlico
obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) comparado con
Nistatina, sobre un cultivo de Candida albicans obtenido de pacientes con
diagnéstico de Estomatitis Subproétesis que acuden al Centro de Salud
Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2020. Metodologia: El presente trabajo
de investigacién es de tipo analitico, experimental, in vitro, controlado,
aleatorizado, longitudinal y prospectivo; catalogado dentro de esta
clasificacion como un ensayo farmacoldgico en etapa preclinica; la muestra
del presente estudio es de tipo censal y estuvo constituida por todas las
placas de Petri inoculadas con cepas de Candida albicans obtenidas de
pacientes con diagndstico de Estomatitis Subprétesis que acuden al Centro
de Salud Ciudad Nueva de Tacna, sobre las cuales fue puesto a prueba un
extracto etandlico de Caesalpinia spinosa a concentraciones de 12,5
mg/ml; 25 mg/ml; 50 mg/ml y 100 mg/ml a través del método de Kirby —
Bauer; luego de ello se realizaron las pruebas respectivas para la obtencion
de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima
Fungicida (CMF). Resultados: Las medias de los halos inhibitorios
obtenidos por el extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (Tara) fueron

de 20,17 mm; 22,16 mm; 26,14 mm y 27,71 mm para las concentraciones

Xii



de 12,5 mg/ml; 25 mg/ml; 50 mg/ml y 100 mg/ml respectivamente; mientras
gue la media de los halos inhibitorios formados por Nistatina fue de 14,69
mm. La CMI fue de 9 mg/mly la CMF fue de 9,8 mg/ml. Conclusién: Existe
diferencia significativa entre el efecto antifingico in vitro del extracto
etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) comparado
con Nistatina, sobre un cultivo de Candida albicans obtenido de pacientes
con diagndstico de Estomatitis Subprotesis que acuden al Centro de Salud

Ciudad Nueva de Tacna en el afo 2020.

Palabras clave: Efecto antifungico, Caesalpinia spinosa, Extracto
etandlico, Candida albicans, Estomatitis Subprotesis, Concentracion

Minima Inhibitoria, Concentracion Minima Fungicida.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the antifungal effect of the ethanolic extract
obtained from Caesalpinia spinosa (Tara) pods compared to Nystatin, on
a Candida albicans culture obtained from patients diagnosed with Denture
Stomatitis who were treated at Ciudad Nueva Clinic in Tacna in 2020.
Methodology: This research work is analytical, experimental, in vitro,
controlled, randomized, longitudinal and prospective; cataloged within this
classification as a pharmacological trial in preclinical stage; the sample of
the present study is census type and consisted of all the Petri dishes
inoculated with strains of Candida albicans obtained from patients
diagnosed with Denture Stomatitis who were treated at Ciudad Nueva Clinic
in Tacna, on which an ethanolic extract of Caesalpinia spinosa was tested
at concentrations of 12,5 mg/ml; 25 mg/ml; 50 mg/ml and 100 mg/mlthrough
the Kirby-Bauer method; after that, the respective tests were carried out to
obtain the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum
Fungicidal Concentration (MFC). Results: The means of the inhibitory halos
obtained by the ethanolic extract of Caesalpinia spinosa (Tara) were 20,17
mm; 22,16 mm; 26,14 mm and 27,71 mm for the concentrations of 12,5
mg/ml; 25 mg/ml; 50 mg/ml and 100 mg/ml respectively; while the mean of

the inhibitory halos formed by Nystatin was 14,69 mm. The MIC was 9

Xiv



mg/ml and the MFC was 9,8 mg/ml. Conclusion: There is a significant
difference between the in vitro antifungal effect of the ethanolic extract
obtained from Caesalpinia spinosa (Tara) pods compared to Nystatin, on
a Candida albicans culture obtained from patients diagnosed with Denture

Stomatitis who were treated at Ciudad Nueva Clinic in Tacna in 2020.

Keywords: Antifungal effect, Caesalpinia spinosa, Ethanolic extract,
Candida albicans, Denture Stomatitis, Minimum Inhibitory Concentration,

Minimum Fungicidal Concentration.
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INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) anuncio6 que la resistencia a los
antimicrobianos es una de las diez principales amenazas para la salud
publica que enfrentan los seres humanos, el abuso y el uso excesivo de
antimicrobianos son los principales factores que determinan la aparicion de
patégenos resistentes. La prevalencia de las infecciones por hongos
resistentes a los medicamentos esta aumentando y las condiciones de
tratamiento se estan deteriorando. Muchas infecciones fungicas actuales
traen problemas de tratamiento, como la toxicidad, especialmente en
pacientes con otras infecciones potenciales (como el VIH). Es por eso que la
OMS hace un llamado a los paises para que redoblen los esfuerzos para
controlar la resistencia a los farmacos; vigilando su uso racional y
promoviendo la investigacion y el desarrollo de nuevos agentes

antimicrobianos (1,2).

Desde la antigliedad, la gente ha creido que las plantas tienen potencial

terapéutico para el tratamiento de diversas enfermedades infecciosas (3).

La medicina tradicional basada en plantas medicinales es un campo
interesante y se ha convertido en un método de tratamiento alternativo para
patologias especificas debido a su bajo costo y facil acceso a poblaciones

de escasos recursos econdémicos (4).



En el Perd, hay muchos tipos de plantas que pueden tener valor medicinal,
basado en conocimientos empiricos sobre su uso terapéutico, como la Tara,
la Ufa de gato, la Mufia, el Boldo, el Cedro, la Manzanilla, el Matico, etc.
Dicho conocimiento se tiene que verificar y debe ser probado a través de

experimentos, lo que requiere un proceso cientifico (5).

La Tara es originaria de los Andes y se encuentra distribuida de forma natural
en casi toda la costa del Perl, mas especificamente desde Piura hasta
Tacna y en algunos departamentos de la sierra. Su uso medicinal es
principalmente debido a la propiedad astringente de sus vainas, la cual le

permite producir una accion cicatrizante, antiinflamatoria y antihemorragica

(6).

Ya que en diversas investigaciones en todo el mundo se ha determinado que
muchas plantas, incluyendo a Caesalpinia spinosa (Tara), tienen algunos
efectos como antibacterianos, antifingicos, antiparasitarios, antivirales o
incluso insecticidas(4), es que se desarrolla el presente trabajo de
investigacién a fin de evaluar el efecto antifingico in vitro del extracto
etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) comparado con
Nistatina, sobre un cultivo de Candida albicans obtenido de pacientes con
diagnéstico de Estomatitis Subproétesis que acuden al Centro de Salud
Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2020; que a su vez, servira de base para

futuras investigaciones.



El presente trabajo de investigacion consta de los siguientes capitulos:

En el capitulo I, que esta referido al planteamiento del problema,
presentamos los fundamentos y formulacién del problema, los objetivos
generales y especificos, la justificacion e importancia de la investigacion, la

formulacion de la hipétesis y la operacionalizacion de las variables.

En el capitulo Il, que esta referido al marco tedrico, presentamos los
antecedentes en sus ambitos internacional, nacional y local, las bases

tedrico — cientificas y la definicion de términos.

En el capitulo 11, que esta referido al marco metodolégico, presentamos el
tipo de la investigacion, el ambito geografico, temporal y fisico en el que se
ejecuto la investigacion, la poblacion de estudio y la muestra, la técnica e
instrumento de recolecciéon de datos, los procedimientos de recoleccion de

datos, el procesamiento y andlisis de datos.

En el capitulo IV, presentamos los resultados obtenidos en la presente
investigacion, las tablas y graficos con sus respectivas interpretaciones y la
discusion de dichos resultados confrontandolos con los resultados obtenidos

en los trabajos de investigacion tomados como antecedentes.

Finalmente, presentamos las conclusiones, recomendaciones, referencias

bibliograficas y anexos.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. FUNDAMENTOS Y FORMULACION DEL PROBLEMA

1.1.1.

Descripcion del problema

La pérdida de piezas dentales no es parte del proceso normal
de envejecimiento del ser humano, sin embargo, durante la
ultima fase de mi formacion profesional pude evidenciar una
alta frecuencia de edentulismo, tanto parcial como total, en los
pacientes atendidos en el Centro de Salud Ciudad Nueva de
Tacna, quienes en su mayoria buscan reemplazar las piezas
dentales perdidas mediante el uso de prétesis parciales o
totales.

La instalacion de cualquiera de estos tipos de prétesis dental
producira cambios en el entorno bucal, obligandolo a responder
a la nueva situacion, en funcion de las caracteristicas de la
prétesis, el entorno y la capacidad de reaccién de cada
organismo; por tanto, en un paciente podria causar cambios
adaptativos, mientras que en otros pacientes podria causar

cambios no fisioldgicos, como la Estomatitis Subprétesis, que



1.1.2.

es la afeccion mas comun en la mucosa oral asociada con el
uso de protesis dentales con soporte mucoso(7).

Durante la ultima fase de mi formacion profesional,
desarrollada en el CLAS Centro de Salud Ciudad Nueva de
Tacna, pude evidenciar también una alta frecuencia de
Estomatitis Subprétesis en los pacientes portadores de protesis
removibles que acudieron a consulta, lo cual llamé bastante mi
atencion y me llevd a investigar sobre nuevas formas de
tratamiento de esta afeccion, relacionados con el uso de

plantas medicinales.

Formulacion del problema

¢ Existe diferencia entre el efecto antifungico in vitro del extracto
etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara)
comparado con Nistatina, sobre un cultivo de Candida
albicans obtenido de pacientes con diagndstico de Estomatitis
Subproétesis que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de

Tacna en el afio 20207?



1.2. OBJETIVOS

1.2.1.

1.2.2.

Objetivo general

e Evaluar el efecto antifungico in vitro del extracto etandlico

obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara)
comparado con Nistatina, sobre un cultivo de Candida
albicans obtenido de pacientes con diagnéstico de
Estomatitis Subprétesis que acuden al Centro de Salud

Ciudad Nueva de Tacna en el afo 2020.

Objetivos especificos

e Establecer las diferencias del efecto antifingico in vitro del

extracto etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia
spinosa (Tara), en sus distintas concentraciones, sobre un
cultivo de Candida albicans obtenido de pacientes con
diagndstico de Estomatitis Subprotesis que acuden al Centro
de Salud Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2020.

Establecer las diferencias del efecto antifungico in vitro del
extracto etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia
spinosa (Tara) comparado con Nistatina, sobre un cultivo de

Candida albicans obtenido de pacientes con diagnéstico de



Estomatitis Subproétesis que acuden al Centro de Salud
Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2020.

Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del
extracto etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia
spinosa (Tara) sobre un cultivo de Candida albicans
obtenido de pacientes con diagnéstico de Estomatitis
Subprétesis que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva
de Tacna en el afo 2020.

Determinar la Concentracion Minima Fungicida (CMF) del
extracto etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia
spinosa (Tara) sobre un cultivo de Candida albicans
obtenido de pacientes con diagnostico de Estomatitis
Subprotesis que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva

de Tacna en el afio 2020.



1.3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION
Después de una busqueda virtual a través de la web del Observatorio
Peruano de Productos Farmacéuticos de la DIGEMID, se pudo
evidenciar que la Nistatina, un antifingico relacionado con el control de
la Estomatitis Subproétesis, no se encuentra disponible en ningan
establecimiento publico en la regiébn Tacna; por lo que el presente
estudio:

o Es conveniente, puesto que la presente investigacion podria ser
una posible alternativa a dicha carencia.

o Es parcialmente original, puesto que si bien existen estudios
relacionados al efecto antifungico in vitro de Caesalpinia spinosa
(Tara) en el campo odontolégico, estos son escasos.

o Tiene relevancia cientifica, puesto que la presente investigacion
aporta conocimientos cientificos acerca del efecto antifingico de
Caesalpinia spinosa (Tara) sobre Candida albicans y los
resultados obtenidos contribuirdn a la busqueda de nuevas
alternativas de tratamiento para la Estomatitis Subprétesis.

o Tiene relevancia metodoldgica, puesto que el presente trabajo
puede ser tomado como guia o referencia para realizar

investigaciones similares.



Tiene relevancia académica, puesto que la presente
investigacion aporta datos trascendentales sobre el efecto
antifingico del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (Tara)
para asi contribuir con el aprendizaje y formacion de nuevos
profesionales.

Tiene relevancia social, puesto que la presente investigacion
servirh como base para poner al alcance de la comunidad una
alternativa de tratamiento de bajo costo y alta efectividad.

Es de interés personal, puesto que la presente investigacion me
permite obtener nuevos conocimientos para su aplicacion
posterior en el transcurso de mi ejercicio profesional para el

beneficio de la comunidad.



1.4. FORMULACION DE LA HIPOTESIS

1.4.1. Hipotesis nula (Ho)

No existe diferencia significativa entre el efecto
antifangico in vitro del extracto etandlico obtenido de
vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) comparado con
Nistatina, sobre un cultivo de Candida albicans obtenido
de pacientes con diagndstico de Estomatitis Subprotesis
gue acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacna

en el ano 2020.

1.4.2. Hipotesis alterna (Ha)

Existe diferencia significativa entre el efecto antifiungico in
vitro del extracto etandlico obtenido de vainas de
Caesalpinia spinosa (Tara) comparado con Nistatina,
sobre un cultivo de Candida albicans obtenido de
pacientes con diagndstico de Estomatitis Subprétesis que
acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacna en el

afo 2020.
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1.5. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

TITULO: “EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO
OBTENIDO DE VAINAS DE Caesalpinia spinosa (TARA) COMPARADO CON
DISCOS DE SENSIBILIDAD DE NISTATINA, SOBRE UN CULTIVO DE Candida
albicans OBTENIDO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS
SUBPROTESIS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD CIUDAD NUEVA DE TACNA
EN EL ANO 2020.”

VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES ESCALA
Independiente:
Extracto etandlico Concentraciones del .
. . mg/ml. De Razodn
obtenido de vainas de extracto.
Caesalpinia spinosa
(Tara)
Dependiente: - .
pend Sensibilidad Didmetros de halos
e antifingica segun de inhibicién por .
Efecto antifingico g g . _p De Razon
. escala de Duraffourd método de Kirby-
sobre un cultivo de Lapraz(s) Bauer(9)
Candida albicans. yLap ’ '
De caracterizacion: Caracteristicas indice de Newton y
clinicas Ostlund modificada Ordinal
Estomatitis Subprotesis por Kabawat M(10).

11



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES
2.1.1. Antecedentes internacionales
La busqueda bibliografica realizada no evidencia antecedentes

internacionales acerca del tema de investigacion.

2.1.2. Antecedentes nacionales
e Abanto Vilca M. (Peru 2016), en su Tesis de Pregrado
“Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa (Tara) sobre Streptococcus
Mutans ATCC 25175”. Objetivo: Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Caesalpinia
Spinosa (Tara) frente a cepas de Streptococcus Mutans.
Muestra: Para este estudio, la muestra consistio en un
grupo de placas de Petri que contenian el extracto
hidroalcohdlico en estudio y con suficiente inoculacion de
Streptococcus mutans. Métodos: Las concentraciones del

extracto hidroalrnhalicn fiaron 40%, 60% y 80%, la prueba
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de susceptibilidad se realiz6 por el método de difusion en
disco (Kirby-Bauer), y luego la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) se obtuvo por el método de dilucion en
probeta. Instrumento: Estuvo constituido por una tabla
para los didmetros de los halos de inhibicion y una tabla
para las unidades formadoras de colonias para cada
concentracion de extracto hidroalcohdlico estudiado en
cada placa de Petri. Resultados: Se obtuvo que los
promedios de los halos inhibitorios fueron de 8,10 mm;
14,00 mm y 14,80 mm para las concentraciones al 40%;
60% y 80% respectivamente, mientras que la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) la proporcioné el
extracto con una concentracion al 40%. Conclusiones: El
trabajo de investigacion concluyd que el extracto
hidroalcohdlico estudiado tiene un efecto antimicrobiano in
vitro frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175(11).

Benites Gomez C. (Peru 2015), en su Tesis de Pregrado

“Efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de

Caesalpinia spinosa (“Tara”) sobre cepa de Candida
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Albicans ATCC 90028”. Objetivo: Comparar el efecto
inhibitorio in vitro de cuatro concentraciones del extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa frente a Candida
Albicans ATCC 90028. Muestra: Para este estudio, la
muestra consisti6 en un grupo de placas de Petri,
inoculadas con la levadura mencionada, sobre las cuales
se puso a prueba el extracto hidroalcohdlico en estudio en
diversas concentraciones. Métodos: Se obtuvo el extracto
hidroalcohdlico en estudio a concentraciones de 25%; 50%;
75% y 100%; posteriormente se aplicaron a las placas de
Petri inoculadas con las cepas de la levadura ya
mencionada con la finalidad de determinar el efecto
inhibitorio mediante el método de difusion de discos (Kirby-
Bauer). Instrumento: Estuvo constituido por una tabla para
los diametros de los halos de inhibicion y una tabla para las
unidades formadoras de colonias para cada concentracion
de extracto hidroalcohdlico estudiado en cada placa de
Petri. Resultados: Los promedios de diametros de los
halos inhibitorios fueron de 8,6 mm; 10,9 mm; 14,6 mm y
17,75 mm para las concentraciones al 25%; 50%; 75% y

100% respectivamente, mientras que la Concentracion
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Minima Inhibitoria (CMI) la proporciond el extracto con una
concentracion al 50%. Conclusiones: El trabajo de
investigacion concluyd que el extracto hidroalcohdlico
estudiado tiene un efecto antimicrobiano in vitro frente a las
cepas de Candida albicans ATCC 90028(12).

Centurién Villar K. (Peru 2015), en su Tesis de Maestria
“Efecto antibacteriano in vitro de diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa (Tara) frente a Streptococcus Mutans ATCC
35668”. Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (Tara)
sobre Streptococcus mutans ATCC 35668. Muestra: Para
este estudio, la muestra incluyé 64 observaciones (4
grupos que eran conformados por 4 placas cada uno; cada
placa incluia 1 concentracion del extracto hidroalcohdlico
en estudio y 3 controles). Métodos: Primero se inoculd
cepas de Streptococcus mutans en las 4 placas de Petri de
los 4 grupos formados y se hicieron agujeros en cada una
de ellas (4 agujeros equidistantes) con un sacabocados
para inocular el grupo experimental y los grupos de control

(un  primero con la concentracion del extracto
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hidroalcohdlico en estudio, un segundo con una
concentracion similar para compararlo, un tercero con
clorhexidina al 0,12% como control positivo y un cuarto con
etanol como control negativo). Instrumento: No refiere el
instrumento utilizado en su trabajo de investigacion.
Resultados: Las medianas de los diametros de los halos
inhibitorios fueron de 16 mm; 18 mm; 29,5 mm y 34,5 mm
para las concentraciones al 5%; 10%; 20% y 30%
respectivamente, mientras que la Concentraciéon Minima
Inhibitoria (CMI) la proporciond el extracto con una
concentracion al 30%. Conclusiones: El trabajo de
investigaciéon concluyd que el extracto hidroalcohdlico
estudiado tiene un efecto antimicrobiano in vitro frente a las

cepas de Streptococcus mutans ATCC 35668(13).

Montenegro Chipana A. (Peru 2014), en su Tesis de
Pregrado “Actividad antibacteriana de Caesalpinia
spinosa (Tara) sobre Porphyromonas Gingivalis”.
Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro de
cinco concentraciones de extracto alcohdlico de la C.

spinosa “Tara” sobre Porphyromonas gingivalis. Muestra:

16



Para este estudio la muestra estuvo compuesta por cepas
de Porphyromonas gingivalis las cuales ya han sido
identificadas por el laboratorio MICROBIOLOGIC y son
comercializadas en Peru a través de la casa comercial
"GENLAB". Métodos: Se puso a prueba la actividad
antimicrobiana in vitro del extracto hidroalcohdlico en
estudio en 5 concentraciones diferentes (6,25 mg/ml; 12,5
mg/ml; 25 mg/ml; 50 mg/ml y 75 mg/ml), junto a sus
respectivos controles, uno positivo con Clorhexidina al
0,12% y uno negativo con alcohol al 70%, frente a la cepa
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 a través del
método de difusion por disco (Kirby-Bauer). Instrumento:
Estuvo constituido por una tabla en la que se recogi6 el
diametro del halo de inhibicién de cada concentracion del
extracto hidroalcohdlico en estudio y sus respectivos
controles. Resultados: Las medias de los diametros de los
halos inhibitorios fueron de 12,5 mm; 13,5 mm; 10 mm; 12,5
mm y 7 mm para las concentraciones al 6,25%; 12,5%;
25%; 50% y 75% respectivamente. Conclusiones: El
trabajo de investigacion concluyé que el extracto

hidroalcohélico estudiado tiene un efecto antimicrobiano in
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vitro frente a las cepas de Porphyromonas Gingivalis ATCC
33277(14).

Huarino Acho M. (Pera 2011), en su Tesis de Pregrado
“Efecto antibacteriano de Caesalpinia spinosa (Tara)
sobre flora salival mixta”. Objetivo: Determinar el efecto
antibacteriano in Vitro de diferentes concentraciones del
extracto alcohdlico de la C. spinosa “Tara” sobre cultivos
de flora salival mixta. Muestra: Para este estudio la
muestra incluyé muestras de saliva correspondientes de 25
pacientes adultos. Métodos: Primero se estandarizé las
muestras de saliva obtenidas, luego se preparé el extracto
hidroalcohdlico en estudio a 6,25 mg/ml; 12,5 mg/ml; 25
mg/ml; 50 mg/ml y 75 mg/ml para posteriormente ser
puestas a prueba junto a sus respectivos controles, uno
positivo con Clorhexidina al 0,12% y uno negativo con
alcohol al 70%, sobre las placas inoculadas con las
muestras de saliva mediante el método de difusion por
disco (Kirby-Bauer). Instrumento: Estuvo constituido por
una tabla en la que se recogio el diametro del halo de
inhibicion de cada concentracion del extracto

hidroalcohdlico en estudio y sus respectivos controles.
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Resultados: Las medias de los diametros de los halos
inhibitorios fueron de 12,32 mm; 13,8 mm; 14,92 mm; 15,48
mm y 17,32 mm para las concentraciones al 6,25 mg/mi;
125 mg/ml; 25 mg/ml; 50 mg/ml y 75 mg/mi
respectivamente.  Conclusiones: El trabajo de
investigacion concluyd que el extracto hidroalcohdlico
estudiado tiene un efecto antimicrobiano in vitro frente a la

flora salival mixta(15).

2.1.3. Antecedentes locales

La busqueda bibliografica realizada no evidencia antecedentes

locales acerca del tema de investigacion.
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2.2. BASE TEORICO - CIENTIFICO

2.2.1.

Caesalpinia spinosa (Tara)
a. Descripcién botanica

e Arbusto: tiene un tamafio que oscila de dos a tres

metros de altura, con un tronco corto, cilindrico, a veces
sinuoso, de color grishceo, &spero, con espinas
aplanadas de forma triangular, posee delgadas ramas
desde casi la base simulando que tuviera numerosos
tallos (16).

Hojas: son compuestas bipinnadas, dispuestas en
espiral, peciolo hasta 3 cm, raquisde 3a7cm,2a 3
pares de pinnas opuestas, 7 a 8 pares de foliolos
opuestos oblongos, apice marginado, diminutamente
mucronado, base asimétrica, glabra (16).
Inflorescencias: 8 a 12 cm de largo en racimos (16).
Flores: hermafrodita, con simetria bilateral, caliz tubular,
puber con segmentos obtusos, de 3 mm de largo, con
fibras de pectina en la parte superior; corola con 5
pétalos de color amarillo, de forma redonda, de espiga o
a veces alargado, filamentos filosos o glandulares y

pistilo curvo de color verde (16).
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e Frutos: son legumbres de color rojizo, alargadas de
hasta 11 cm de largo, no se abre espontaneamente al
madurar, tienen mesocarpio arenoso y esponjoso que
contienen 9 a 12 semillas de dura y lustrosa superficie,
color marron pardo, en forma de rifibn y de

aproximadamente 10 mm x 5 mm x 3 mm (16).

b. Distribucion geografica
En el Peru se distribuye en los departamentos de Ancash,
Apurimac, Arequipa, Ayacucho, Cajamarca, Huancavelica,
Huanuco, Ica, Junin, La Libertad, Lambayeque, Lima,
Moquegua, Piura y Tacna, creciendo naturalmente entre
500 y 3200 metros sobre el nivel del mar; sin embargo, en
una plantacion (en donde el agua y los nutrientes estan
bajo control) podria crecer hasta a un minimo de 50 metros
sobre el nivel del mar (6).
Nuestro pais es la zona con mayor superficie de bosques
de Tara, el 80% de la producciéon mundial es nuestra; otros
paises también la producen, pero en pequeiia cantidad,

como Bolivia, Colombia, Chile, Ecuador y Venezuela.
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También se cultiva en el norte y este de Africa, Estados
Unidos, Brasil y Argentina (16).

Esta especie botanica prefiere crecer en suelo arenoso,
calcareo, ligero y suelto con buen drenaje. También crece
en suelos con alto contenido de arcilla, pedregosos y
degradados, que no son aptos para la agricultura
convencional (6).

El habitat natural de Caesalpinia spinosa (Tara) descrito
anteriormente es coincidente con el ecosistema que se

presenta en nuestra Region Tacna.

Ubicacién taxondmica
Nombre cientifico: Caesalpinia spinosa

Taxonomia:

¢ Reino: Plantae

¢ Division: Magnoliophyta
¢ Clase: Magnoliopsida
e Subclase: Rosidae

e Orden: Fabales

e Familia: Fabaceae

e Género: Caesalpinia

e Especie: Spinosa

Nombre comun: Tara, Taya, Guarango, Dividivi, etc (16).
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d. Composicién quimica

e Vainas: segun las condiciones ecolégicas de su
crecimiento, contiene entre un 40% y un 60% de taninos
hidrolizables (galotaninos) (16).

e Semillas: estan compuestos por aceites volatiles,
acidos grasos, triterpenoides, flavonoides, resinas,
taninos, proteinas, carbohidratos y  lipidos;
generalmente, las semillas son la fuente de compuestos
lipidicos, incluidos &cidos grasos, tocoferoles,
triglicéridos, fosfolipidos, esfingolipidos y esteroles(17).

e Hojas: tiene glucésidos, gomas, mucilagos, taninos
(12,7% en la forma de taninos gélicos), antraquinonas:
reina, sendosido, agliconas libres, C-glucésidos, aloe-

emodina e iso-emodina, esteroides y flavonoides (16).

e. Taninos
Son polimeros polifendlicos producidos como compuesto
secundario en las plantas, tienen la capacidad de formar
complejos con proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos,
esteroides, alcaloides y saponinas; son los responsables

del efecto defensivo frente a insectos que tienen las
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plantas. Son polvos amorfos de color amarillo pélido,
aspecto graso y denso, solubles en agua y alcohol (pero
insolubles en éter, benceno y cloroformo) presentes en
vainas, semillas, hojas, corteza y frutos inmaduros, tienen
propiedades astringentes y pueden curtir la piel. Los
taninos existen en especies de plantas en todo el mundo,
aproximadamente 500 especies de plantas contienen
cantidades variables de taninos y las principales familias de
plantas para la obtencibn de taninos incluyen:
Leguminosae, Rosaceae, Polygonaceae, Fagaceae,
Rhyzophoraceae y Myrtaceae (17).

Desde un punto de vista biologico, los taninos son unas
sustancias complejas con funciones bactericidas o
protectoras, que son producidas por las especies vegetales

(18).

e Caracteristicas:
- Son compuestos no cristalizables y su solucion
acuosa es coloidal, con reaccion acida y tiene un

sabor astringente (18).
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- Precipitan en solucion con gelatina, albimina y
alcaloides (18).

- Junto con las sales férricas, producen colores azul-
negros o verdes (18).

- Junto con el ferricianuro de potasio y el amoniaco,
producen un fuerte color rojo (18).

- Son resistentes a las enzimas proteoliticas debido a
gue precipitan proteinas en solucion y se unen a ellas.
Esta propiedad se mencioné anteriormente y se llama

astringencia (18).

e Actividad terapéutica:

- Como antidoto, en caso de intoxicaciones por
alcaloides y metales pesados (19).

- Son astringentes, porque puede precipitar proteinas
de la saliva, de la piel, etc. Debido a esta capacidad
se utiliza de forma externa también como agente
cicatrizante y de forma interna como antidiarreico

(19).
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- Son antisépticos, porque tienen efectos bactericidas y
bacteriostaticos. Dicho efecto también se manifiestan
frente a levaduras (19).

- Son protectores, porque utilizados via topica externa
en forma de ungtiento puede impermeabilizar la piel y
protegerla de agentes extrafios (19).

- Son antioxidantes, porque pueden impedir la
peroxidacion lipidica y la autooxidacion del acido

ascorbico (Vitamina C) (19).

e Taninos hidrolizables

Son ésteres que pueden ser hidrolizados facilmente,
estan formados por la unién de una molécula de azucar
(generalmente glucosa) con un variable niumero de
moléculas de acido fenolico (acido galico o acido
elagico). En plantas dicotiledoneas son muy comunes y
producen pirogalol después de su destilacion en seco
(19).

Podemos mencionar a los taninos que se obtienen del

fruto de Caesalpinia spinosa como un ejemplo de este
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tipo de taninos, el cual es hidrolizable por la accion de la

enzima tanasa facilmente (20).

Taninos condensados

Son polimeros flavanicos que son formados por la
polimerizacion de leucoantocianos y catequinas.
Podemos encontrarlos en plantas dicotiledéneas al igual
que los taninos hidrolizables, pero también se producen
en gimnospermas Yy helechos. Debido a su alta
resistencia a la hidrélisis sélo se convierten en
antocianidinas por hidrdlisis enzimatica o &cida, y estos
pueden formar flobafenos insolubles cuando
polimerizan. Podemos encontrar estos taninos en 3
principales formas: extractables (reactivos con proteina),

ligados a proteina y ligados a fibra (19).
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2.2.2.

Candida albicans

El género Candida incluye un total aproximado de 154
especies, de las cuales C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis y C. dubliniensis se aislan a menudo de
infecciones humanas; la mas relevante entre ellas es Candida
albicans debido a que produce entre el 60% y 70% de las
infecciones orales (21).

Estas levaduras forman parte de la microbiota normal de la
boca (mucosa oral, paladar, lengua), tracto digestivo (intestino,

estbmago), vagina y el medio ambiente (22).

a. Ubicacion taxondémica (23)
REINO : Fungi
CLASE : Saccharomycetes
ORDEN . Saccharomycetales
FAMILIA : Saccharomycetaceae
GENERO : Candida

ESPECIE : C. albicans
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Descripcion

Candida albicans es una levadura aerobia, gram positiva
que puede desarrollar pseudofilamentos y producir
clamidosporas (tipo de espora asexual). Es de forma oval,
posee paredes delgadas y tiene un diametro que varia
entre 2 um a 4 um. Las colonias que forma son cremosas,
hamedas, con un aroma dulce y si son inoculadas en
medios de cultivo cromogénicos tendran un color verde

esmeralda (23).

Estructura celular

e Pared celular: esta constituida entre un 80% a un 90%
de carbohidratos y alrededor de un 10% de proteinas y
glicoproteinas. Dicha pared celular es la que
proporciona la resistencia y rigidez para proteger la
membrana celular de un shock osmdético (24).

e Membrana: esta compuesta por una bicapa de varios
fosfolipidos, especialmente fosfatidilcolina y la
fosfatidiletanolamina, también contiene esteroles como
ergosterol y zimosterol; los antimicoticos actdan a este

nivel. Dicha membrana protege el citoplasma, regula la
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salida y entrada de solutos y promueve la sintesis de la
pared celular (24).

e Citoplasma: contiene mitocondrias de doble capa,
ribosomas, vacuolas y granulos de glucdégeno. Tiene un
nucleo con una membrana nuclear limitante, posee ADN

y ARN, y varios cromosomas (24).

Factores de virulencia

Son aquellos que favorecen la invasion de tejidos vy

colonizacion de estos microorganismos, provocando asi

que logren alcanzar altos niveles de poblacion

anticipandose a la respuesta del huésped (21).

¢ Adherencia: la interaccion fisica entre esta levadura y
el huésped se produce a nivel de la superficie celular,
debido a que las adhesinas presentes en la pared celular
promueven su adhesién a células epiteliales, células
endoteliales, componentes de la matriz extra celular,
factores solubles y materiales inertes implantados en el
cuerpo del hospedero (25).

e Hidrofobicidad de la Pared Celular: esta relacionado

con la adhesion de blastosporas de la levadura a las
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células epiteliales humanas. Los cambios en las
proteinas en de la pared celular de Candida albicans
son el motivo del cambio de hidréfobo a hidrofilo (26).
Hifas: cuando ocurre la formacion de hifas,
simultaneamente se producen proteinasas para ayudar
a destruir la integridad de la mucosa oral (27).
Enzimas: la Fosfolipasa A y la Lisofosfolipasa
producidas por esta levadura se adhieren firmemente a
las células epiteliales orales y tienen una alta actividad
enzimatica. Las proteasas juegan un papel importante
en la adhesion e invasion de la levadura al epitelio oral
(22).

Bacterias de la cavidad oral: estos microorganismos
en la cavidad oral promueven la colonizacién vy
proliferacion de Candida albicans, especialmente en
ausencia de glucosa (27).

Saliva: la saliva aumenta la capacidad de adhesion de
esta levadura. La composicion de la saliva no solo
incluye algunas sustancias que inhiben la proliferacion
de bacterias, también contiene glucoproteinas del tipo

mucina que mejoran la adherencia de Candida albicans
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a la superficie acrilica de las protesis removibles; por lo
tanto, facilita la aparicion de la Estomatitis Subproétesis
(28).

e pH: un pH &cido en la cavidad oral promueve la
colonizacion de Candida albicans. ElI pH salival
normalmente suele estar entre 5,6 y 7,8; pero se ve
disminuido por debajo de las protesis removibles, lo cual

facilita la adhesion de la levadura (28).

Identificacién

Este tipo de levadura crece en Potato Dextrose Agar (PDA)
a 37°C durante 48 horas, se les puede observar en colonias
redondas de color blanco lechoso. Hay varias pruebas que
se utilizan para la identificacibn de Candida albicans,

como, por ejemplo:

e Prueba de tubo germinativo.

e Asimilacion de carbohidratos con el Sistema API.

e Produccion de clamidoconidios en Agar Harina de Maiz.
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Entre todas ellas la prueba de tubo germinativo es la més
importante, la cual requiere primero inocular a Candida
albicans en plasma humano para luego ser llevado a la
Incubadora a una temperatura de 37°C por 2 horas; esta
levadura es la Unica capaz de formar tubo germinativo en
este lapso. Este tubo germinativo es un filamento que se
extiende desde la célula progenitora, tiene paredes
paralelas, su ancho por lo general es de la mitad del ancho
de su célula progenitora mientras que su longitud es
aproximadamente 3 0 4 veces mas extensa que esta. Solo
Candida albicans tiene la capacidad de producir tubos
germinales reales; sin embargo, otras especies como
Candida tropicalis producen pseudohifas que se ven muy
parecidas, pero estas tienen una zona de contraccion cerca
de la célula progenitora, por lo tanto, esta caracteristica es
clave para distinguir a Candida albicans de las demas

especies de Candida (28,29).
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2.2.3.

Estomatitis Subprétesis

Es el nombre que se le da a la afeccion inflamatoria de la
mucosa oral asociado al uso de proétesis removibles, cuyas
principales caracteristicas son la presencia de zonas
eritematosas e inflamadas en la mucosa oral que estad en
contacto directo con la parte interna de la prétesis removible
(30).

Es mas frecuente encontrar esta afeccién en la poblacion
femenina de avanzada edad, usualmente localizada en la
superficie del paladar que esta en contacto directo con la parte
interna de la proétesis. Se presenta por multiples causas, sin
embargo, ha sido relacionada principalmente a la presencia de

Candida albicans (31).

a. Clasificacion
Newton y Ostlund, desde la perspectiva de la patologia
clinica, clasificaron a la Estomatitis Subproétesis en tres
tipos (31):
e Tipo I.: se manifiesta como una pequefa inflamacion
focal y la presencia de pequefios puntos de color rojo,

provocado por la obliteraciéon de los conductos de las
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glandulas salivales menores. Esta inflamacion es local,

delimitada y esta asociada con el trauma protésico(31).

e Tipo II: se manifiesta como una inflamacion difusa y toda
la zona cubierta por la prétesis toma un color rojizo. Este
grado de la enfermedad esta relacionado a distintos
factores, de los cuales destacan la infeccion por

Candida albicans y el trauma protésico (31).

e Tipo lll: se manifiesta como una inflamacién intensa,
con una mucosa hiperémica de apariencia nodular en
toda la zona donde descansa la protesis. Este grado de
la enfermedad es causado por infeccion por Candida

albicans acompafiada con un trauma protésico (31).

Kabawat y col. En su estudio titulado “Phase 1 clinical trial
on the effect of palatal brushing on denture stomatitis”
describe una modificacion a la clasificacion descrita
anteriormente por Newton y Ostlund, en la cual propone

una subdivision de la Estomatitis Subprétesis Tipo | (10):
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Tipo O

Tipo IA

Tipo IB

Tipo Il

Tipo I

Mucosa saludable.

Petequias en tejido palatino normal,
usualmente encontradas alrededor de los
orificios de los ductos de glandulas mucosas
palatinas.

Area hiperémica localizada en la zona
protésica.

Area generalizada de inflamacion de la zona
protésica.

Superficie palatina hiperplasica con

inflamacion en el area protésica.

Epidemiologia

La Estomatitis Subprotesis es muy comudn en la poblacién

gue usa protesis removibles y, segun diversos autores, la

prevalencia se sitla entre el 11% y el 67%. La mayoria de

los estudios realizados muestran que

Subproétesis tiene un mayor impacto en las mujeres (32).
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Caracteristicas clinicas

Comienza con pequefios puntos rojos dispersos,
gradualmente se convierten en zonas eritematosas e
hiperémicas, y termina con la inflamaciéon de la mucosa e
incluso erosion de la misma. Esta afeccion suele ser
asintomatica; en algunos pacientes se manifiesta con dolor,
picazon, ardor, mal aliento, sensacion de sequedad y gusto
desagradable. El diagnostico de esta enfermedad es
netamente clinico, y es detectada principalmente mediante
el examen clinico intraoral, evidenciando una inflamacién
de la zona que entra en contacto directo con la parte interna

de la prétesis (23).

Etiopatogenia

Los estudios muestran que la patogenia de la Estomatitis
Subproétesis es multifactorial. Entre estos factores, los mas
relevantes son (33):

e Malos habitos de uso de la proétesis.

e Uso de protesis en mal estado o desadaptadas.

o Déficit en la higiene de la protesis.

¢ Infeccién por Candida albicans.
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¢ Probable reaccion alérgica y/o irritacion causada por el
material del cual se compone la protesis (aleacién
metalica o resina).

¢ Predisposicion debido a la presencia de enfermedades

sistémicas (33).

2.3. DEFINICION DE TERMINOS

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

2.3.4.

Extracto etandlico: también llamado extracto alcohodlico o
hidroalcohdlico; es un producto viscoso o sélido que se obtiene
a través de la maceracion de vegetales en contacto con alcohol
70° en un tiempo aproximado de 30 a 45 dias (34).

Principio activo: sustancia pura aislada responsable de la
actividad antimicrobiana y de los beneficios terapéuticos (35).
Efecto antifungico: capacidad de una sustancia (de origen
natural, sintético o semi-sintético) de inhibir el crecimiento y/o
metabolismo de un hongo y que podria eliminarlo
completamente (9).

Halo de inhibicién: area sin presencia de microorganismos
gue se forma alrededor de un disco de sensibilidad luego de
ser puesto a prueba a través del método Kirby-Bauer sobre un

cultivo microbiolégico (9).
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2.3.5.

2.3.6.

2.3.7.

2.3.8.

2.3.9.

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI): es la concentracién
minima de un antimicrobiano para que pueda impedir el
crecimiento in vitro de un microorganismo previamente
estandarizado (9)

Concentracion Minima Fungicida (CMF): es la concentracion
minima de un antimicrobiano para que pueda causar la muerte
in vitro del 99,9% de microorganismos previamente
estandarizados presentes en un cultivo (9).

Caesalpinia spinosa (Tara): es un pequefio arbol de no mas
de 3 metros de altura, con hojas plumosas y frutos ligeramente
planos con un color anaranjado (16).

Protesis: es un aparato artificial que tiene por finalidad
reemplazar algan érgano que se haya perdido, de tal manera
gue intenta cubrir las necesidades fisioldgicas, anatomicas,
sociales y/o estéticas del paciente (36).

Estomatitis Subproétesis: es la afeccién de la mucosa oral
asociada al uso de protesis removibles, cuyas principales
caracteristicas son la presencia de zonas eritematosas e
inflamadas en la mucosa oral que esta en contacto directo con

la parte interna de la protesis removible (30).
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

3.1. TIPO, NIVEL Y DISENO DE LA INVESTIGACION

3.2.

Segun Argimon Pallas (37), el presente trabajo de investigacion es de
tipo analitico, experimental, in vitro, controlado, aleatorizado,
longitudinal y prospectivo; catalogado dentro de esta clasificacion como

un ensayo farmacoldgico en etapa preclinica.

AMBITO DE ESTUDIO

3.2.1. Ambito geogréfico
El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en el
departamento de Tacna, provincia de Tacna, distritos de

Ciudad Nueva y Tacna.

3.2.2. Ambito temporal

La presente investigacion se desarrollé en el afio 2020.



3.2.3.

Ambito fisico

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en dos

ambientes fisicos:

e El aspecto clinico se desarroll6 en el Servicio de
Odontologia del Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacha

e El aspecto laboratorial en el Laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional

Jorge Basadre Grohmann de Tacna.

3.3. POBLACION Y MUESTRA

3.3.1.

3.3.2.

Poblacion de estudio

La poblacion de estudio esta constituida por todos los cultivos
de Candida albicans obtenidos de pacientes con diagnostico
de Estomatitis Subprétesis que acuden al Centro de Salud

Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2020.

Muestra

La muestra del presente estudio es del tipo censal ya que se

incluye a toda la poblacion de estudio.
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3.4. TECNICA E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

3.4.1.

Técnica

e Variable Independiente: Extracto etandlico obtenido de

vainas de Caesalpinia spinosa (Tara).

La técnica de recoleccion de datos para esta variable fue la
observacion directa la cual se realizO mediante la
descripcién de la cantidad de mg de extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa por cada ml de agua destilada en cada

concentracion preparada (mg/ml).

Variable Dependiente: Efecto antifungico sobre un
cultivo de Candida albicans.

La técnica de recoleccion de datos para esta variable fue la
observacion directa la cual se realizO mediante la
descripcion del halo inhibitorio presente en la placa
inoculada con cepas puras de Candida albicans luego de
ser sometidas al método de Kirby-Bauer(9) con discos de
sensibilidad (impregnados con el extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa o Nistatina) y su posterior anotaciéon
en una ficha para su interpretacibn segun la escala de

Duraffourd y Lapraz, 1986(8) (ver ANEXO n.° 9).
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3.4.2.

Variable de Caracterizacion: Estomatitis Subprotesis.

La técnica de recoleccion de datos para esta variable fue la
observacion directa la cual se realizé6 mediante el examen
clinico intraoral a los pacientes afectados con esta
enfermedad (de quienes se obtuvo las muestras
microbiolégicas) y su posterior anotacién en una ficha para
determinar su severidad segun la clasificacion de Newton y

Ostlund modificada por Kabawat M (10).

Instrumento

El instrumento utilizado en la presente investigacion es una lista

de cotejo, la cual nos permitié recoger los datos necesarios

para cada variable de forma ordenada y sistematizada (ver

ANEXO n.° 1).

DESCRIPCION DEL INSTRUMENTO

Dicho instrumento esta constituido por 5 partes:

DATOS SOCIODEMOGRAFICOS
Se recogi6 informacion de edad y género de los pacientes

de quienes se obtuvo la muestra microbioldgica.
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CUESTIONARIO

Se recogio informacion de los pacientes respecto al uso de
proétesis removible, tipo de proétesis removible, presencia de
enfermedad sistémica, tiempo de la enfermedad sistémica,
consumo de algun farmaco; dosis, frecuencia y tiempo de

uso del farmaco.

EXAMEN CLINICO INTRAORAL: ESTADO DE SALUD
DE LA MUCOSA ORAL

Se recogio informacion de los pacientes respecto al estado
de salud de la mucosa oral a través de la determinacion de
la severidad de la Estomatitis Subprotesis que presenta
segun la clasificacién de Newton y Ostlund modificada por

Kabawat M (10).

PRUEBA DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA POR
METODO DE KIRBY-BAUER

Se recogié informacién, en un cuadro, de los halos de
inhibicion formados por los discos impregnados con el
extracto etandlico de Caesalpinia spinosa y Nistatina

luego de haber sido puestos a prueba sobre las placas de
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Petri inoculadas con cepas puras de Candida albicans a

través del método de Kirby-Bauer (9).

e ESCALA DE DURAFFOURD Y LAPRAZ
Se recogi6 informacion del cuadro anterior y se procedio a
categorizarlos en otro cuadro segun la escala de

Duraffourd y Lapraz, 1986 (8) (ver ANEXO n.° 9).

VALIDACION DEL INSTRUMENTO

La validacioén del instrumento se llevo a cabo a través de juicio
de expertos en el que participaron 05 jurados con amplia
experiencia en el area investigada (ver ANEXO n.° 4). Luego
de la evaluacion se procedi6é a analizar los resultados a través
de un estadistico, la V de Aiken, el cual nos brinda informacién
acerca de la proporcion de jueces expertos que dan su
aprobacion y valoracion positiva respecto al instrumento. El
resultado que se obtuvo es de 0,975, el cual es superior al valor

minimo de aceptacién = 0,80 (ver ANEXO n.° 5).
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3.5. PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.5.1.

3.5.2.

Recoleccidon de Caesalpinia spinosa (TARA)

Durante la primera semana se realizo la recoleccion de vainas
de Caesalpinia spinosa (Tara) en un pequefio valle ubicado
en el Sector Copare colindante con Magollo en el mes de enero
del afio 2020. La recoleccion se llevo a cabo a través de
herborizacion, un método tradicional que consiste en recolectar
muestras de la especie en estudio dentro de un area natural
gue no haya sido modificada por el ser humano; dicho
procedimiento se realiz6 en horas de la mafiana para poder
verificar con claridad que las vainas se encuentren integras y
sin presencia de alteraciones, asegurando asi las buenas

condiciones de la muestra recolectada.

Preparacién de la muestra recolectada

Luego de la recoleccion de la muestra de la especie en estudio
se procedié a realizar la preparacion previa de la misma para
la obtencién del extracto etandlico. Para transportar la muestra
recolectada durante todo el procedimiento se le almacend

dentro de un saco de papel.
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3.5.3.

e Lavado y desinfeccion: se realiz6 un profuso lavado de las
vainas recolectadas con agua para eliminar por arrastre
fisico cualquier sustancia extrafia y posteriormente se
realiz6 su desinfeccion con hipoclorito de sodio al 0,5%.

e Secado: se realiz6 un secado natural de la muestra
recolectada colocandolas sobre rejillas, para que pueda
gotear todo el liqguido que aun estaba sobre ellas, por 3 dias
dentro de un cuarto con ventilacion y fuera del alcance de
los rayos directos del sol.

e Molienda: luego del secado, durante la segunda semana,
se procedio a realizar la molienda con la ayuda de un molino

manual, previamente lavado y desinfectado.

Obtencidn del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa
(TARA)

Luego de haber pulverizado la muestra recolectada se procedi6
a pesarlay se obtuvo 1298,68 g; posterior a ello se colocé toda
la muestra en un frasco de vidrio, en este caso se utilizé una
damajuana de color verde, el cual fue previamente lavado con
agua y desinfectado con alcohol de 70°; luego se procedié a

verter alcohol de 70° en el mismo recipiente hasta casi llenarlo.
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Después de colocar todo dentro del recipiente de vidrio se
procedié a taparlo con su corcho y luego envolver todo el
recipiente con papel aluminio para asi dejarlo macerar por un
minimo de 30 a 45 dias agitdndolo enérgicamente cada 8
horas, es decir, 3 veces al dia.

Cabe resaltar que en este caso se dejo macerar por un afo
debido a que nuestro pais se encuentra en un estado de
emergencia sanitaria, lo que impidio el ingreso al campus de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, lugar donde
se desarroll6 el presente trabajo de investigacion.

Un afo después, durante la semana n.° 55, habiendo
transcurrido el tiempo de maceracion se realizo el filtrado del
contenido usando papel filtro Albet® N° 40, el cual se amoldo a
la superficie interna de un embudo de vidrio, obteniendo asi un
extracto etandlico recolectado en una probeta de vidrio.

Luego de realizar el procedimiento de filtrado, se vertio el
contenido de las probetas en placas grandes para llevarlas a
desecar en un Drawer Drier modelo IC106D de la marca
DIDACTA ITALIA a una temperatura de 40°C hasta la completa

sequedad, obteniendo asi una masa soélida.
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3.5.4.

Finalmente, se procedio a triturar el extracto ya solidificado con
ayuda de un bisturi para retirarlo de las placas y almacenarlo
en un frasco de color ambar hasta el momento en el que se

preparen las concentraciones respectivas.

Recoleccién de las muestras microbiolégicas

En la semana n.° 56, primero se preparé Caldo Infusiéon
Cerebro Corazon (Caldo BHI) de la marca ©Liofilchem® para
luego verterlo en 15 tubos de ensayo de 13 mm x 100 mm; el
volumen de Caldo BHI que se puso en cada tubo de ensayo
fue de 5 ml por lo que se preparé un total de 75 ml segun las
indicaciones del fabricante:

1000 ml s 3749
75 ml —_— Xg
X=2775¢

Se pesoO la cantidad de Caldo BHI obtenida en el calculo
anterior sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza
analitica y después se procedié a mezclarlo con agua destilada
en un Matraz Erlenmeyer mediante movimientos circulares

hasta que quedoé totalmente homogéneo.
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Luego se vertidé la solucion en los tubos de ensayo para
proceder a colocarlos en un recipiente mas grande y a
empaquetarlo para esterilizar en autoclave a una temperatura
de 121°C con una presion de 15 psi y un tiempo de 15 minutos
segun las indicaciones del fabricante.

Después del proceso de esterilizado fueron almacenadas en
una caja térmica con paquetes de gel refrigerante para
transportarlos hasta el lugar donde se tomaron las muestras de
los pacientes diagnosticados con la enfermedad.

Las muestras microbioldgicas se recolectaron de un total de 15
pacientes con diagnostico de Estomatitis Subprotesis a travées
de un frotis con hisopos estériles sobre la zona de la mucosa
afectada, los cuales luego pasaron a ser sumergidos en cada
uno de los tubos de ensayo preparados anteriormente;
conforme se iban tomando las muestras se iban también

enumerando cada uno de los tubos con un plumén indeleble.
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3.5.5.

Procesamiento de las muestras microbioldgicas
recolectadas
Luego de haber recolectado todas las muestras se procedio a
llevarlas dentro de la caja térmica hacia el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional Jorge Basadre Grohmann donde fueron llevadas a
incubacion a 37°C por 24 horas; después de ello, se procedi6
a esterilizar 15 placas de Petri de vidrio en una estufa a 180°C
por 30 minutos y luego fueron almacenadas hasta el momento
de su utilizacion, cabe resaltar que la esterilizacion se realizd
segun las recomendaciones de la Organizacién Panamericana
de la Salud(38).
Al dia siguiente en horas de la mafiana se prepard Agar Papa
Dextrosa (PDA) de la marca ©Liofilchem® que después de su
esterilizacion fue vertido en las 15 placas de Petri previamente
esterilizadas, el volumen de PDA que se puso en cada placa
de Petri fue de 15 ml por lo que se prepar6 un total de 225 ml
segun las indicaciones del fabricante:

1000 ml s 42 g

225 mi — Xg

X =9,45g
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Se peso la cantidad de PDA obtenida en el célculo anterior
sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza analitica y
después se procedid a mezclarlo con agua destilada en un
Matraz Erlenmeyer mediante movimientos circulares.
Inicialmente se observdé que tenia una apariencia turbia, asi
gue se llevo a hervir sobre una cocina eléctrica hasta que tenga
una apariencia totalmente cristalina.

Luego se tap6 la boca del matraz con una torunda de algodon,
se le empaqueto y fue puesto a esterilizar por autoclave a una
temperatura de 121°C con una presion de 15 psi y un tiempo
de 15 minutos segun las indicaciones del fabricante.

Después del proceso de esterilizado se esper6 a que enfrie
hasta llegar a una temperatura aproximada de 45°C segun las
indicaciones del fabricante para poder ser vertido en las placas
de Petri; sin embargo, antes de ello se realizé un calculo para
la obtencion de un medio de cultivo con un 0,2% de

Cloranfenicol en su composicion.

1000 mi — 29
225 mi — Xg
X=0.45¢g
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Se peso la cantidad de Cloranfenicol obtenida en el calculo

anterior sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza

analitica y después se procedié a mezclarlo con el medio de
cultivo estéril cuando llegd a 42°C mediante movimientos
circulares hasta que quedoé totalmente homogéneo.

Luego de obtener el PDA con un 0,2% de Cloranfenicol se

prosiguié a verter el medio de cultivo en las placas de Petri

esterilizadas anteriormente y se espera a que enfrien.

Cuando se cumplié las 24 horas de incubacion de las muestras

en Caldo BHI se procedié a retirarlas de la incubadora y se

observd la presencia de turbidez en todos los tubos; se
enumerd cada una de las placas con medio de cultivo y se
realizd una siembra por estrias en cuatro cuadrantes siguiendo

el protocolo descrito por Mendo Rubio, 1995 (39):

e Primero se flamed el asa de Kolle hasta llegar al rojo vivo
(esterilizacion por calor al rojo vivo) manteniéndola casi
verticalmente.

e Se toméd un tubo de ensayo con la muestra, se le quitd la
torunda de algoddn, se flameoé la boca del tubo de ensayo,
se sumergi6 el asa estéril en el Caldo BHI y al retirarlo se

observd que se formd una pelicula en la punta del asa
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(asada); se flamed nuevamente la boca del tubo de ensayo
y luego fue tapado con su torunda de algodon.

e Se tomo la placa de Petri correspondiente a la muestra, se
flamed y se abri6é parcialmente para distribuir el inéculo por
estrias en 4 cuadrantes.

e En el primer cuadrante se realiz6 amplios movimientos de
zigzag desde el borde externo hacia el centro y viceversa.

e En el segundo cuadrante se realizé amplios movimientos de
zigzag solo desde el borde externo hacia el centro.

e En el tercer cuadrante se realiz6 movimientos medianos de
zigzag solo desde el borde externo hacia el centro.

e En el cuarto cuadrante se realiz6 movimientos cortos de
zigzag solo desde el borde externo hacia el centro.

e Finalmente se tapd la placa de Petri y se volvid a esterilizar
el asa de Kolle.

Cabe resaltar que todo el procedimiento mencionado para el

aislamiento por estrias se realizo a una distancia no mayor de

10 cm de la llama de un mechero que se encontraba entre

nuestro cuerpo y nuestras manos.

Luego de repetir el procedimiento descrito anteriormente para

cada una de las muestras recolectadas se procedio a
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empaquetar nuevamente las placas de Petri con su respectiva
envoltura y se llevé a incubar con una temperatura de 37°C por
24 horas.

Al dia siguiente en horas de la mafiana se preparé PDA para
verterlo en 15 viales de vidrio y asi obtener medio de cultivo
con agar inclinado o “pico de flauta”; el volumen de PDA que
se vertio en cada vial fue de 7 ml por lo que se prepar6 un total
de 105 ml segun las indicaciones del fabricante:

1000 ml —_ 42 g
105 ml —_— Xg
X=4,41¢g

Se pesé la cantidad de PDA obtenida en el calculo anterior
sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza analitica y
después se procedié a preparar el medio de cultivo con las
mismas indicaciones anteriormente descritas, sin embargo, en
esta ocasion antes de esterilizar este medio se vertié en cada
uno de los 15 viales, se puso una torunda de algodén en cada
una de las bocas de los viales, se empaquetaron dentro de un
recipiente mas grande y fueron llevados a esterilizar por

autoclave a una temperatura de 121°C con una presion de 15
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psi y un tiempo de 15 minutos segun las indicaciones del

fabricante.

Después del proceso de esterilizado se enumero6 cada vial y se

puso a enfriar cada uno de ellos en forma inclinada, apoyados

en una gradilla, para asi obtener medio de cultivo con agar

inclinado o “pico de flauta”.

Cuando se cumplié las 24 horas de incubacion de las muestras

en las placas de Petri con PDA se procedi6 a retirarlas de la

incubadora y se observd colonias redondas de color blanco-

cremosas con las siguientes caracteristicas:

e Sobre las estrias del primer cuadrante se desarroll6 unas
masas fungicas indiferenciadas.

e Sobre las estrias del segundo cuadrante hubo un desarrollo
casi uniforme con algunas colonias ligeramente aisladas.

e Sobre las estrias del tercer y cuarto cuadrante se observo
pocas colonias, pero de desarrollo normal y diferenciadas.
Estas ultimas colonias definidas y diferenciadas son las que se
eligieron para el trasplante en medio de cultivo con agar
inclinado o “pico de flauta” y asi obtener cepas puras de
Candida albicans en estos viales siguiendo el protocolo

descrito por Mendo Rubio, 1995 (39):
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e Primero se examind la placa y se escogio la colonia que
seria a trasplantada.

e Luego se tomo el asa de Kolle y se esterilizé por calor al rojo
vivo manteniéndolo casi verticalmente.

e Se tocd con el asa una zona donde habia solo agar para
dejarlo enfriar, luego de ello se procedié a tomar una asada
de la colonia seleccionada previamente y se cerr6 la placa
de Petri.

e Se tomo el vial correspondiente a la muestra, se le quité la
torunda de algodén, se flamed la boca del vial, el asa con el
indculo fue introducida y se empez6 a realizar movimientos
de zigzag desde el fondo hacia afuera.

e Se retird el asa, se flameo la boca del vial, se tap6 con su
torunda de algodon y se esterilizo el asa.

Todo el procedimiento mencionado para el trasplante en medio

de cultivo con agar inclinado o “pico de flauta” se realiz6é a una

distancia no mayor de 10 cm de la llama de un mechero que se
encontraba entre nuestro cuerpo y nuestras manos.

Luego de repetir el procedimiento descrito anteriormente para

cada una de las placas de Petri se procedi6 a empaquetar
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3.5.6.

nuevamente los viales en su respectivo recipiente y se llevo a

incubar con una temperatura de 37°C por 24 horas.

Identificacion de Candida albicans a través de una tincion

simple con azul de metileno

Al dia siguiente, cuando se cumplio las 24 horas de incubacion

de los viales con medio de cultivo inclinado o “pico de flauta” se

procedio a retirarlos de la incubadora y se observé la presencia
de colonias redondas, de color blanco-cremosas tipico de

Candida albicans y para confirmarlo se llevd a cabo el

siguiente procedimiento:

e Se colocé una gota de agua en una lamina porta objeto.

e Se tomo el asa de Kolle y se esteriliz6 por calor al rojo vivo
manteniéndolo casi verticalmente.

e Se quitd la torunda de algodon del vial, su boca fue
flameada, se toco con el asa una zona donde habia solo
agar para dejarlo enfriar, luego de ello se tom6 una asada
de una colonia aislada, la boca del vial fue flameada
nuevamente y se tapo con su torunda de algodon.

e Con la punta del asa de Kolle se realiz6 un frotis sobre la

gota de agua en lamina porta objeto y se fijo.
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3.5.7.

e Se le agregd unas gotas de azul de metileno sobre la zona
del frotis y se dej6 actuar por un minuto, lapso en el cual se
tineron todas las células.

e Transcurrido el minuto se escurrié el exceso del colorante y
se lavd con agua hasta que esta salga incolora.

e Se dejo secar el frotis tefiido y luego de ello se llevé al
microscopio para observarlo.

e Se localizé el campo con el objetivo de 10x y luego se afiné
la imagen a 40x para observar levaduras.

Al microscopio se observé células redondas u ovaladas de tres

a siete micras de diametro, las cuales pudimos afirmar que eran

células del género Candida.

Identificacion de Candida albicans a través de la prueba de

tubo germinativo

Luego de confirmar que nuestras cepas puras son del género

Candida se procedio a demostrar que son de la especie

albicans a través del siguiente procedimiento:

e Primero se tom6 una muestra de sangre de mi persona que
fue llevada a centrifugar a 4000 RPM por 10 minutos para

obtener plasma humano.
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Se separo el plasma en un tubo de ensayo.

Se tomo el asa de Kolle y fue esterilizado por calor al rojo
vivo manteniéndolo casi verticalmente.

Se quité la torunda de algodén del vial, su boca fue
flameada, se toc6 con el asa una zona donde habia solo
agar para dejarlo enfriar, luego de ello se tom6 una asada
de una colonia aislada, la boca del vial fue flameada
nuevamente y se tapo con su torunda de algodon.

Se quito la torunda de algodon del tubo de ensayo, su boca
fue flameada, se colocé la punta en contacto con el suero
humano y se realizé6 movimientos pendulares para asi lograr
un trasplante por suspension, la boca del tubo fue flameada
nuevamente, se tapd con su torunda de algodén y se llevé a
incubar a 37°C por 3 horas.

Transcurrido dicho tiempo se retir6 el tubo de ensayo de la
incubadora y se procedi6 a colocar 2 gotas de su contenido
sobre una lamina porta objetos, seguidamente fue cubierta
con un cubre objeto y se llevé al microscopio.

Se localiz6 el campo con el objetivo de 10x y luego se afind

la imagen a 40x para observar levaduras.
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3.5.8.

Al microscopio se observéd células con un filamento que se
extendia desde ellas, con paredes paralelas, un ancho de
aproximadamente la mitad del ancho de la célula progenitora y
una longitud de aproximadamente 3 0 4 veces mas extensa que
esta; estas son caracteristicas claves del tubo germinativo, el
cual sélo la especie albicans puede producir, por lo que se

confirmd que nuestras cepas puras eran de Candida albicans.

Preparacién de la cepa pura de Candida albicans

En la semana n.° 57, el dia lunes primero se preparé Caldo BHI
para luego verterlo en 4 tubos de ensayo de 15 mm x 150 mm;
el volumen de Caldo BHI que se puso en cada tubo de ensayo
fue de 10 ml por lo que se prepar6 un total de 40ml segun las
indicaciones del fabricante:

1000 ml s 3749
40 ml — Xg
X=148¢g

Se pesoO la cantidad de Caldo BHI obtenida en el calculo
anterior sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza
analitica y después se procedio a prepararlo y esterilizarlo con

las mismas indicaciones anteriormente descritas.
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Cuando terminé el proceso de esterilizado, se esperé a que
enfrie y se realiz6 un trasplante por suspension siguiendo el
protocolo descrito por Mendo Rubio, 1995(39):

e Primero se tomo el asa de Kolle y fue esterilizado por calor
al rojo vivo manteniéndolo casi verticalmente.

e Se tomo el vial con la cepa pura de Candida albicans, se le
quité la torunda de algoddn, su boca fue flameada, se toco
con el asa una zona donde habia solo agar para dejarlo
enfriar, luego de ello se tomé una asada de una colonia
aislada, la boca del vial fue flameada nuevamente y se tapo
con su torunda de algodon.

e Se quit6 la torunda de algoddn del tubo de ensayo con Caldo
BHI, su boca fue flameada, se coloco la punta en contacto
con el contenido y se realiz6 movimientos pendulares para
asi lograr un trasplante por suspensién, la boca del tubo fue
flameada nuevamente y se tap6 con su torunda de algodon.

e Se realiz6 el procedimiento en los 4 tubos de ensayo con
Caldo BHI preparados anteriormente.

e Luego se procedi6 a marcar los tubos con las

concentraciones determinadas del extracto etandlico de
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Caesalpinia spinosa, se empaquetaron en un recipiente

mas grande y fueron llevados a incubar a 37°C por 24 horas.
Cabe resaltar que para estandarizar las cepas de Candida
albicans se tomo las asadas de un mismo vial, el cual contenia
la cepa que crecié en mayor cantidad y en el menor tiempo,
demostrando asi ser probablemente la mas agresiva.
El dia martes en horas de la mafiana se prepar6 PDA para
verterlo en 4 viales de vidrio y asi obtener medio de cultivo con
agar inclinado o “pico de flauta”; el volumen de PDA que se
vertio en cada vial fue de 7 ml por lo que se preparé un total de
28 ml segun las indicaciones del fabricante:

1000 ml —_ 42 g
28 ml —_— Xg
X=1,176 g

Se pesé la cantidad de PDA obtenida en el calculo anterior
sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza analitica y
después se procedi6 a prepararlo y esterilizarlo con las mismas
indicaciones anteriormente descritas.
Después del proceso de esterilizado se marcé cada vial con las
concentraciones determinadas del extracto etandlico de

Caesalpinia spinosa.
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3.5.9.

Cuando transcurrieron las 24 horas de incubacion de los tubos
de ensayo se procedio a retirarlos de la incubadora y se
observo la turbidez que presentaron, luego se realizé un
trasplante en medio de cultivo con agar inclinado o “pico de
flauta” siguiendo el protocolo descrito por Mendo Rubio, el cual
fue detallado anteriormente.

Luego de repetir dicho procedimiento para cada uno de los
tubos de ensayo, se procedi6 a empaquetar nuevamente los
viales en su respectivo recipiente y se llevé a incubar con una

temperatura de 37°C por 24 horas.

Preparacién de los discos de sensibilidad antifungica

Se utilizaron discos de sensibilidad antifangica de Nistatina 5ug
de la marca E.M.V.; por lo que para poder impregnar 96 discos
con el extracto etandlico de Caesalpinia spinosa fue
necesario desnaturalizar el antimic6tico que contenian estos
mediante el siguiente procedimiento:

e Primero los discos fueron colocados en vasos beaker.

e Seguidamente se les agreg6 agua destilada.
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3.5.10.

e Luego fueron empaquetados y llevados a esterilizar en
autoclave a 121°C con una presion de 15 psiy un tiempo de
15 minutos.

e Después de ser esterilizados en autoclave se procedié a
quitar el agua y colocar los discos humedos en las paredes
de los vasos beaker con una pinza estéril.

e Posterior a ello se empaquetaron nuevamente y fueron
llevados a esterilizar en una estufa a 180°C por 30 minutos.

e Finalmente, terminado el tiempo de esterilizacion en la
estufa, se retiraron los vasos beaker con la seguridad de que

los discos no contienen ninguna sustancia antifngica.

Preparacion de las concentraciones del extracto etandlico
de Caesalpinia spinosa

El dia miércoles se preparo las concentraciones que fueron de
12,5 mg/ml; 25 mg/ml; 50 mg/mly 100 mg/ml; para prepararlas
se peso dichas cantidades en una balanza analitica y luego
fueron disueltas en 1 ml de agua destilada estéril que fue
vertida con una jeringa estéril en cada uno de los viales
correspondientes. Para homogenizar la solucidon se utilizé un

Vortexer de la marca VWR®.
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3.5.11.

Luego se pusieron a esterilizar 54 placas de Petri en una estufa

a 180°C por 30 minutos.

Prueba de sensibilidad antifungica por método de KIRBY-
BAUER

Primero se preparé Caldo BHI para luego verterlo en 4 tubos
de ensayo de 15 mm x 150 mm; el volumen de Caldo BHI que
se puso en cada tubo de ensayo fue de 10 ml por lo que se
preparé un total de 40ml segun las indicaciones del fabricante:

1000 ml s 3749
40 ml —_— Xg
X=148¢g

Se pesoO la cantidad de Caldo BHI obtenida en el calculo
anterior sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza
analitica y después se procedio a prepararlo y esterilizarlo con
las mismas indicaciones anteriormente descritas.

Cuando terminé el proceso de esterilizado, se esper6 a que
enfrie y con los Ultimos viales que fueron incubados
anteriormente se procedi6 a realizar un trasplante por
suspension siguiendo el protocolo descrito por Mendo Rubio, el

cual fue detallado anteriormente.
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Se marc6 cada tubo con la concentracion del extracto etandlico
de Caesalpinia spinosa que le corresponde, se empaquetaron
en un recipiente mas grande y fueron llevados a incubar a 37°C
por 2 horas hasta lograr una turbidez igual a la del tubo 0,5 de
la escala de McFarland.

Mientras se esperaba dicho tiempo de incubacion se procedio
a preparar Mdueller-Hinton Agar (MHA) de la marca
©Liofilchem® que después de su esterilizacion fue vertido en
las 48 placas de Petri previamente esterilizadas, el volumen de
MHA que se puso en cada placa de Petri fue de 15 ml por lo
gue se prepar6 un total de 720 ml segun las indicaciones del
fabricante:

1000 ml s 3849
720 ml —_— Xg
X=27,36¢g

Se peso la cantidad de MHA obtenida en el calculo anterior
sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza analitica y
después se procedié a preparar y esterilizar con las mismas
indicaciones anteriores que se dieron para el preparado del

Agar Papa Dextrosa (PDA).
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Después del proceso de esterilizado se esperd a que enfrie
hasta llegar a una temperatura aproximada de 45°C, segun las
indicaciones del fabricante, para poder ser vertido en 48 de las
placas de Petri esterilizadas anteriormente y luego se esperé a
gue el medio solidifigue en cada una de ellas; mientras tanto,
se tomo las 6 placas de Petri restantes para preparar los discos
de sensibilidad.

Cada disco puede almacenar hasta 30 pl de una sustancia, por
lo que a los discos anteriormente esterilizados (discos sin
antimicéticos) se les aplicé las distintas concentraciones del
extracto etandlico de Caesalpinia spinosa anteriormente

preparadas, quedando distribuidos de la siguiente manera:

1 placa contuvo 18 discos impregnados con el extracto

etandlico a una concentracion de 12,5 mg/ml.

e 1 placa contuvo 18 discos impregnados con el extracto
etandlico a una concentracion de 25 mg/ml.

e 1 placa contuvo 18 discos impregnados con el extracto
etandlico a una concentracion de 50 mg/ml.

e 1 placa contuvo 18 discos impregnados con el extracto

etanolico a una concentracion de 100 mg/ml.
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e 1 placa contuvo 24 discos esterilizados (sin antimicéticos)
utilizados como control negativo.

e 1 placa contuvo 24 discos de sensibilidad de Nistatina 5 ug
utilizados como control positivo.

Luego de las 2 horas de incubacion de los tubos de ensayo se

procedio a retirarlos y se comparo su turbidez con la del tubo

0,5 de la escala de McFarland; al ser iguales se procedio a

realizar una siembra por diseminacion siguiendo el protocolo

descrito por Mendo Rubio, 1995(39):

e Se separaron las 48 placas de Petri con MHA en 4 grupos
de 12 placas cada uno.

e Con una micropipeta de 100ul-1000ul se procedi6 a extraer
100ul de Caldo BHI inoculado con una cepa pura de
Candida albicans.

e Se flameo la placa de Petri correspondiente, se abrié y se
vertio la solucién en el centro de la placa.

e Luego se sumergio un asa de Drigalsky en alcohol 70° y se
paso por la llama del mechero logrando asi una esterilizacion
por flameado.

e Seguidamente se colocé el asa sobre el MHA cerca a los

bordes de la placa para controlar su temperatura, y una vez
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enfriado se procedio a distribuir el in6culo por toda la
superficie del medio.

Cabe resaltar que todo el procedimiento mencionado para la

siembra por diseminacion se realizdé a una distancia no mayor

de 10 cm de la llama de un mechero que se encontraba entre
nuestro cuerpo y nuestras manos.

Luego de repetir el procedimiento descrito anteriormente para

cada una de las 12 placas de Petri pertenecientes a un grupo

se procedié a colocar los discos de la siguiente manera:

e 6 placas contuvieron 4 discos, 3 de ellos impregnados con
el extracto etandlico a su concentracion correspondiente y el
otro restante fue un disco esterilizado (Control negativo).

e 6 placas contuvieron 1 disco de sensibilidad de Nistatina 5
1g (Control positivo).

Se realiz6 la misma distribucién para cada uno de los 4 grupos;

luego de ello se procedi6 a empaquetar las placas de Petri

nuevamente con su respectiva envoltura y se llevo a incubar
con una temperatura de 37°C por 24 horas.

El dia jueves, pasadas las 24 horas se procedié a hacer la

medicién de los halos de inhibicibn con un vernier digital, se

anoto cada uno de los datos en su ficha correspondiente donde
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3.5.12.

también fueron categorizados segun la escala de Duraffourd y
Lapraz (8) (ver ANEXO n.° 9) y finalmente fueron ordenados en

una base de datos para su posterior analisis estadistico.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MiNIMA
INHIBITORIA (CMI)
En la semana n.° 58, el dia lunes primero se prepard Caldo BHI
para luego verterlo en 1 tubo de ensayo de 15 mm x 150 mm;
el volumen de Caldo BHI que se puso en el tubo de ensayo fue
de 10 mly se preparé segun las indicaciones del fabricante:
1000 ml — 37g
10 ml —_— Xg
X=0,37g
Se pesoO la cantidad de Caldo BHI obtenida en el calculo
anterior sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza
analitica y después se procedio a prepararlo y esterilizarlo con
las mismas indicaciones anteriormente descritas.
Cuando terminé el proceso de esterilizado, se esperd a que
enfrie y se realiz6 un trasplante por suspensién siguiendo el
protocolo descrito por Mendo Rubio, el cual fue detallado

anteriormente, y luego se llevo a incubar a 37°C por 24 horas.
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El dia martes en horas de la mafiana se preparé PDA para
verterlo en 1 vial de vidrio y asi obtener medio de cultivo con
agar inclinado o “pico de flauta”; el volumen de PDA que se
vertio en el vial fue de 7 ml y se prepar6 segun las indicaciones
del fabricante:
1000 ml s 42 g
7 mi —_— Xg
X=0,294 g

Se pesé la cantidad de PDA obtenida en el calculo anterior
sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza analitica y
después se procedio a preparar y esterilizar el medio de cultivo
con las mismas indicaciones anteriormente descritas.

Cuando transcurrieron las 24 horas de incubacion del tubo de
ensayo se procedio a retirarlo de la incubadora y se observo la
turbidez que presento, luego se realizé un trasplante en medio
de cultivo con agar inclinado o “pico de flauta” siguiendo el
protocolo descrito por Mendo Rubio, el cual fue detallado
anteriormente, y luego se llevé a incubar a 37°C por 24 horas.
El dia miércoles lo primero que se hizo fue preparar Caldo BHI

para luego verterlo en 1 tubo de ensayo de 15 mm x 150 mm;
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el volumen de Caldo BHI que se puso en el tubo de ensayo fue
de 10 ml y se preparé segun las indicaciones del fabricante:
1000 ml s 3749
10 ml —_— Xg
X=0,37¢
Se pesoO la cantidad de Caldo BHI obtenida en el calculo
anterior sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza
analitica y después se procedié a prepararlo con las mismas
indicaciones anteriormente descritas.
Después se prepard una solucion madre a partir de la cual se
obtuvo pequefias concentraciones del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa suspendido en Caldo BHI. Se determiné
gue la concentracién de la solucion madre debia ser de 45
mg/ml y se deberia preparar un total de 100 ml, por lo que se
realizd primero la preparacion del Caldo BHI:
1000 ml s 3749
100 ml — Xg
X=3,7¢9
Se peso la cantidad de Caldo BHI obtenida en el calculo

anterior sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza
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analitica y después se procedié a prepararlo con las mismas
indicaciones anteriormente descritas.
Luego de ello se prepar6 Caldo BHI para luego verterlo en 23
tubos de ensayo de 13 mm x 100 mm; el volumen de Caldo BHI
gue se puso en cada tubo de ensayo fue previamente calculado
(ver ANEXO n.° 8) por lo que se prepar6 un total de 60 ml segun
las indicaciones del fabricante:
1000 ml s 3749
60 ml —_— Xg

X=222¢9
Se peso la cantidad de Caldo BHI obtenida en el calculo
anterior sobre un pedazo de papel aluminio en una balanza
analitica y después se procedié a prepararlo con las mismas
indicaciones anteriormente descritas.
Luego se vertid la solucion en los tubos segun lo calculado
previamente, fueron marcados con su cédigo correspondiente,
se colocaron en un recipiente mas grande, fueron
empaguetados y finalmente se llevaron a esterilizar junto con
el tubo de ensayo de 15 mm x 150 mm y el matraz que contiene

el Caldo BHI destinado para la solucion madre a una
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temperatura de 121°C con una presiéon de 15 psi y un tiempo
de 15 minutos segun las indicaciones del fabricante.

Cuando terminé el proceso de esterilizado, se espero a que
enfrie y transcurridas las 24 horas de incubacion del vial se
procedio a retirarlo de la incubadora para realizar un trasplante
por suspension siguiendo el protocolo descrito por Mendo
Rubio, el cual fue detallado anteriormente, y luego se llevo a
incubar a 37°C por 2 horas.

Mientras se esperaba dicho tiempo de incubacion se procedié
a calcular la cantidad de extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa necesario para tener una concentracion de 45mg/ml

en la solucién madre.
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1ml — 45 mg
100 mi —_— X'mg
X=4500mg=4,5g¢g

Se pes6 la cantidad requerida de extracto etandlico y se
procedid a mezclarlos con ayuda de un vortexer para tener una
solucion homogénea.

Luego de las 2 horas de incubacion del tubo de ensayo se
procedio a retirarlo de la incubadora y se comparé su turbidez
con la del tubo 0,5 de la escala de McFarland; al ser iguales se
procedi6 a verter 300 ul de su contenido, con una micropipeta
de 100 pl — 1000 pl, a cada uno de los tubos correspondientes
segun lo planificado.

De igual manera se procedi6 luego a verter los volimenes de
la solucibn madre a cada uno de los tubos correspondientes
segun lo planificado con micropipetas de 1 pl — 10 ul, 10 pl —
100 ply 100 pul — 1000 pl segun se necesite.

Luego de haber preparado cada uno de los 23 tubos segun lo
planificado (ver ANEXO n.° 8) se procedié a empaquetarlos en
su respectivo recipiente y fueron llevados a incubacion a 37°C

por 24 horas.
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3.5.13.

El dia jueves se llevo a esterilizar 4 placas de Petri en una
estufa a 180°C por 30 minutos.

Cuando transcurrieron las 24 horas de incubacion se procedi6
a hacer lectura de los resultados, obteniendo como
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) a la concentraciéon
presente en el tubo a partir del cual no se presenta turbidez, es
decir, su contenido tiene un aspecto cristalino; dicho tubo fue el

n.° 11y le corresponde una concentraciéon de 9 mg/ml.

Determinacion de la concentracion minima fungicida
(CMF)

El mismo dia jueves, en horas de la mafana se procedi6 a
preparar Mueller-Hinton Agar (MHA) que después de su
esterilizacion fue vertido en las 4 placas de Petri previamente
esterilizadas, el volumen de MHA que se puso en cada placa
de Petri fue de 15 ml por lo que se prepar6 un total de 60 ml
segun las indicaciones del fabricante:

1000 ml s 3849
60 ml — Xg

X =2728g

77



Se peso dicha cantidad de MHA sobre un pedazo de papel
aluminio en una balanza analitica y se procedi6 a preparar y
esterilizar con las indicaciones anteriormente descritas.
Después del proceso de esterilizado se esperé a que enfrie
hasta llegar a una temperatura de 45°C para poder ser vertido
en las 4 placas de Petri esterilizadas anteriormente y luego se
esperod a que el medio solidifique en cada una de ellas.

Luego se tomo los tubos n.° 11, 12, 13 y se procedi6 a realizar
siembras por diseminacion siguiendo el protocolo descrito por
Mendo Rubio, el cual fue detallado anteriormente, y luego se
llevé a incubar a 37°C por 24 horas.

El dia viernes, cuando transcurrieron las 24 horas de
incubacion se procedié a hacer lectura de los resultados,
obteniendo como Concentracién Minima Fungicida (CMF) a la
concentracion presente en el tubo a partir del cual se realizé
una siembra por diseminacion y se obtuvo < 1 UFC/placa; dicho
tubo fue el n.° 13 y le corresponde una concentracién de 9,8

mg/ml.
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3.6. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS
Se realiz6 una exhaustiva revision de cada una de las fichas llenadas
por el investigador para verificar la concordancia entre los datos
obtenidos y los datos llenados, evitando asi cualquier tipo de error.
Luego se procedio a digitar en el programa Microsoft Excel 2016 todos
los datos obtenidos y se agruparon segun la concentracion del extracto
etandlico, creando asi una base de datos general lista para su analisis
estadistico mediante estadistica descriptiva e inferencial en los
programas InfoStat Estudiantil e IBM SPSS Statistics 25.
La estadistica descriptiva fue llevada a cabo a través de medidas de
tendencia central (como son la media aritmética y la mediana) y
medidas de dispersion (como son analisis de varianza, valor maximo,
valor minimo y el rango entre ellos).
Para elegir la prueba estadistica inferencial fue necesario primero
analizar la distribucion de los datos obtenidos a través de la prueba de
Normalidad de Shapiro-Wilk y prueba de igualdad de varianzas de
Levene; luego de confirmar la normalidad de la variable se decidi6
realizar una prueba estadistica inferencial paramétrica.
La prueba estadistica inferencial paramétrica que se utilizé fue la
prueba de Analisis de la Varianza (ANOVA) de dos factores y posterior

a ello la prueba de comparaciones multiples de Tuckey.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

TABLA N°1

PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION EN MILIMETROS (mm) DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Caesalpinia spinosa (TARA) A UNA

CONCENTRACION DE 12,5 mg/ml

Grupo Disco 1 Disco 2 Disco3 Promedio Control +

1 22,05 22,22 22,71 22,3 14,42
2 19,62 19,42 20,16 19,7 13,98
3 20,61 20,09 19,46 20,1 14,95
4 21,08 21,55 19,12 20,6 13,99
5 18,19 18,5 19,16 18,6 14,38
6 20,49 19,56 19,11 19,7 13,85

PROMEDIO GENERAL 20,17 14,26

Fuente: Datos obtenidos por el investigador



GRAFICO N° 01

PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION EN MILIMETROS (mm) DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Caesalpinia spinosa (TARA) A UNA

CONCENTRACION DE 12,5 mg/ml
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Fuente: Tabla N° 01
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INTERPRETACION

En la TABLA y GRAFICO N° 01 se puede apreciar que el tamafio de los
halos de inhibicion obtenidos con el extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa a una concentracion de 12,5 mg/ml son mayores a los obtenidos

con el grupo control positivo (Nistatina) en todos los grupos.

Se obtuvo una mediana de 19,86 mm para los halos de inhibicion obtenidos
con el extracto etandlico de Caesalpinia spinosa a una concentracion de
12,5 mg/ml; mientras que para el grupo control positivo (Nistatina) se obtuvo

una mediana de 14,19 mm.

Se obtuvo un promedio general de 20,17 mm para los halos de inhibicion
obtenidos con el extracto etandlico de Caesalpinia spinosa a una
concentracion de 12,5 mg/ml; mientras que para el grupo control positivo

(Nistatina) se obtuvo un promedio general de 14,26 mm.

El valor minimo para los halos de inhibicion obtenidos con el extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa a una concentracion de 12,5 mg/ml fue
de 18,19 mm; mientras que el valor maximo fue de 22,71 mm; teniendo

entonces un rango de 4,52 mm de diferencia.

El valor minimo para los halos de inhibicion obtenidos con el grupo control
positivo (Nistatina) fue de 13,85 mm; mientras que el valor maximo fue de

14,95 mm; teniendo entonces un rango de 1,10 mm de diferencia.
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TABLA N° 02

PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION EN MILIMETROS (mm) DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Caesalpinia spinosa (TARA) A UNA

CONCENTRACION DE 25 mg/ml

Grupo Disco 1 Disco 2 Disco3 Promedio Control +

1 21,65 21,03 20,83 21,2 13,91
2 24,27 22,55 21,65 22,8 14,95
3 20,2 20,81 20,78 20,6 14,44
4 20,18 20,51 21,32 20,7 13,59
5 25,14 24,65 24,09 24,6 16,14
6 23,15 23,39 22,75 23,1 14,5

PROMEDIO GENERAL 22,16 14,59

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
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GRAFICO N° 02

PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION EN MILIMETROS (mm) DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Caesalpinia spinosa (TARA) A UNA

CONCENTRACION DE 25 mg/ml

24,6
25,0 22,8 23,1
21,2 20,6 20,7
20,0 16,14
14,95 14 44 - 5
13,91 ’ ’
15,0 , 13,59
£
S
10,0
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0,0
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Placas
Caesalpinia spinosa M Nistatina (Control +)

Fuente: Tabla N° 02
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INTERPRETACION

En la TABLA y GRAFICO N° 02 se puede apreciar que el tamafio de los
halos de inhibicion obtenidos con el extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa a una concentracion de 25 mg/ml son mayores a los obtenidos con

el grupo control positivo (Nistatina) en todos los grupos.

Se obtuvo una mediana de 21,65 mm para los halos de inhibicion obtenidos
con el extracto etandlico de Caesalpinia spinosa a una concentracion de 25
mg/ml; mientras que para el grupo control positivo (Nistatina) se obtuvo una

mediana de 14,47 mm.

Se obtuvo un promedio general de 22,16 mm para los halos de inhibicion
obtenidos con el extracto etandlico de Caesalpinia spinosa a una
concentracion de 25 mg/ml; mientras que para el grupo control positivo

(Nistatina) se obtuvo un promedio general de 14,59 mm.

El valor minimo para los halos de inhibicion obtenidos con el extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa a una concentracion de 25 mg/ml fue de
20,18 mm; mientras que el valor maximo fue de 25,14 mm; teniendo

entonces un rango de 4,96 mm de diferencia.

El valor minimo para los halos de inhibicion obtenidos con el grupo control
positivo (Nistatina) fue de 13,59 mm; mientras que el valor maximo fue de

16,14 mm; teniendo entonces un rango de 2,55 mm de diferencia.
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TABLA N° 03

PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION EN MILIMETROS (mm) DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Caesalpinia spinosa (TARA) A UNA

CONCENTRACION DE 50 mg/ml

Grupo Disco 1 Disco 2 Disco3 Promedio Control +

1 26,15 26,04 26,52 26,2 15,88
2 26,1 26,39 26,76 26,4 15,97
3 24,01 25 25,32 24,8 15,98
4 26,26 26,49 27,14 26,6 13,39
5 26,59 26,78 26,95 26,8 14,42
6 24,68 25,74 27,58 26,0 15,28

PROMEDIO GENERAL 26,14 15,15

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
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GRAFICO N° 03

PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION EN MILIMETROS (mm) DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Caesalpinia spinosa (TARA) A UNA

CONCENTRACION DE 50 mg/ml
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26,2 248 26,0
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20,0 15,88 15,97 15,98 15 28
£ 13,39 14,42 s
£ 150
10,0
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Placas

Caesalpinia spinosa W Nistatina (Control +)

Fuente: Tabla N° 03
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INTERPRETACION

En la TABLA y GRAFICO N° 03 se puede apreciar que el tamafio de los
halos de inhibicion obtenidos con el extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa a una concentracion de 50 mg/ml son mayores a los obtenidos con

el grupo control positivo (Nistatina) en todos los grupos.

Se obtuvo una mediana de 26,33 mm para los halos de inhibicion obtenidos
con el extracto etandlico de Caesalpinia spinosa a una concentracion de 50
mg/ml; mientras que para el grupo control positivo (Nistatina) se obtuvo una

mediana de 15,58 mm.

Se obtuvo un promedio general de 26,14 mm para los halos de inhibicion
obtenidos con el extracto etandlico de Caesalpinia spinosa a una
concentracion de 50 mg/ml; mientras que para el grupo control positivo

(Nistatina) se obtuvo un promedio general de 15,15 mm.

El valor minimo para los halos de inhibicion obtenidos con el extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa a una concentracion de 50 mg/ml fue de
24,01 mm; mientras que el valor maximo fue de 27,58 mm; teniendo

entonces un rango de 3,57 mm de diferencia.

El valor minimo para los halos de inhibicion obtenidos con el grupo control
positivo (Nistatina) fue de 13,39 mm; mientras que el valor maximo fue de

15,98 mm; teniendo entonces un rango de 2,59 mm de diferencia.
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TABLA N° 04

PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION EN MILIMETROS (mm) DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Caesalpinia spinosa (TARA) A UNA

CONCENTRACION DE 100 mg/ml

Grupo Disco 1 Disco 2 Disco3 Promedio Control +

1 27,13 27,31 26,99 27,1 14,67
2 26,73 27,42 27,75 27,3 15,97
3 29,18 29,5 27,88 28,9 13,98
4 27,64 26,11 27,42 27,1 14,12
5 24,82 27,41 27,74 26,7 16,13
6 29,56 28,43 28,13 28,7 13,6

PROMEDIO GENERAL 27,71 14,75

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
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GRAFICO N° 04

PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION EN MILIMETROS (mm) DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE Caesalpinia spinosa (TARA) A UNA

CONCENTRACION DE 100 mg/ml
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Caesalpinia spinosa W Nistatina (Control +)

Fuente: Tabla N° 04
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INTERPRETACION

En la TABLA y GRAFICO N° 04 se puede apreciar que el tamafio de los
halos de inhibicion obtenidos con el extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa a una concentracion de 100 mg/ml son mayores a los obtenidos con

el grupo control positivo (Nistatina) en todos los grupos.

Se obtuvo una mediana de 27,64 mm para los halos de inhibicion obtenidos
con el extracto etandlico de Caesalpinia spinosa a una concentracion de
100 mg/ml; mientras que para el grupo control positivo (Nistatina) se obtuvo

una mediana de 14,40 mm.

Se obtuvo un promedio general de 27,71 mm para los halos de inhibicion
obtenidos con el extracto etandlico de Caesalpinia spinosa a una
concentracion de 100 mg/ml; mientras que para el grupo control positivo

(Nistatina) se obtuvo un promedio general de 14,75 mm.

El valor minimo para los halos de inhibicion obtenidos con el extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa a una concentracion de 100 mg/ml fue de
24,82 mm; mientras que el valor maximo fue de 29,56 mm; teniendo

entonces un rango de 4,74 mm de diferencia.

El valor minimo para los halos de inhibicion obtenidos con el grupo control
positivo (Nistatina) fue de 13,60 mm; mientras que el valor maximo fue de

16,13 mm; teniendo entonces un rango de 2,53 mm de diferencia.
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TABLA N° 05

GRADO DE SENSIBILIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
Caesalpinia spinosa (TARA) SEGUN ESCALA DE SENSIBILIDAD

DE DURAFFOURD Y LAPRAZ

Tratamiento Medias Grado de sensibilidad
Caesalpinia spinosa 27,71 mm Sumamente sensible (+++)
100 mg/mil
Caesalpinia spinosa 26,14 mm Sumamente sensible (+++)
50 mg/ml
Caesalpinia spinosa 22,16 mm Sumamente sensible (+++)
25 mg/ml
Caesalpiniaspinosa 54 4, Sumamente sensible (+++)
12,5 mg/ml
Nistatina 14,69 mm Muy sensible (++)

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

INTERPRETACION

En la TABLA N° 05 se puede apreciar que todas las concentraciones del
extracto etandlico de Caesalpinia spinosa que se prepararon obtuvieron
medias de mas de 20 mm por lo cual podemos afirmar que las cepas de
Candida albicans utilizadas en la presente investigacion son “sumamente
sensibles” a dicho extracto; por lo que demostraron tener una mayor

efectividad que la Nistatina, frente a quien son “muy sensibles”.
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ELECCION DE LA PRUEBA PARA EL CONTRASTE DE HIPOTESIS
TABLA N° 06

ANALISIS DE DISTRIBUCION DE DATOS (PRUEBA DE NORMALIDAD

DE KOLMOGOROV-SMIRNOV Y SHAPIRO-WILK)

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
V1 0,196 6 0,200* 0,932 6 0,594
V2 0,247 6 0,200* 0,896 6 0,351
V3 0,228 6 0,200* 0,901 6 0,379
V4 0,206 6 0,200* 0,932 6 0,595
V5 0,259 6 0,200* 0,855 6 0,174
V6 0,255 6 0,200* 0,837 6 0,123
V7 0,307 6 0,080 0,824 6 0,096
V8 0,221 6 0,200* 0,874 6 0,241

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
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INTERPRETACION

En la TABLA N° 06 se puede apreciar la aplicacion de una prueba de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para determinar si la

distribucion de los datos recolectados es normal.

1. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS:
Hipotesis nula (Ho): Los datos presentan una distribucion normal.

Hipotesis alterna (Ha): Los datos no presentan una distribucion normal.

2. REGLA DE DECISION
Si p-valor > 0,05: No se rechaza Ho.

Si p-valor < 0,05: Se rechaza Ho.

3. DECISION

No se rechaza la Hipotesis Nula (Ho) debido a que el p-valor > 0,05.

4. CONCLUSION
Los datos recolectados presentan una distribucion normal, entonces
debemos realizar la prueba de Levene para confirmar si podemos aplicar

una prueba estadistica inferencial paramétrica.
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TABLA N° 07

ANALISIS DE IGUALDAD DE VARIANZAS (PRUEBA DE LEVENE)

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

VARO00015 11 2 ig.
Levene g g Sig
Se basa en la media 1,908 7 40 0,094
Se basa en la mediana 1,269 7 40 0,290

Se basa en la mediana y

; 1,269 7 32,920 0,296
con gl ajustado

Se basa en la media

1,827 7 40 0,109
recortada

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
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INTERPRETACION

En la TABLA N° 07 se puede apreciar la aplicacion de un analisis de igualdad
de varianzas a través de la prueba de Levene para determinar si las

varianzas son iguales o diferentes.

1. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS:
Hipotesis nula (Ho): Las varianzas son iguales.

Hipotesis alterna (Ha): No todas las varianzas son iguales.

2. REGLA DE DECISION
Si p-valor > 0,05: No se rechaza Ho.

Si p-valor < 0,05: Se rechaza Ho.

3. DECISION

No se rechaza la Hipétesis Nula (Ho) debido a que el p-valor > 0,05.

4. CONCLUSION
Los datos recolectados tienen varianzas iguales; entonces si los datos
presentan distribucién normal y varianzas iguales, podemos aplicar una

prueba estadistica inferencial paramétrica para contrastar la hipotesis.
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APLICACION DE LA PRUEBA PARA EL CONTRASTE DE HIPOTESIS

TABLA N° 08

ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS FACTORES CONCENTRACION Y

TRATAMIENTO (PRUEBA DE ANOVA DE DOS FACTORES)

Fuente de Sumade Grgdos Cuadrado F p-
e e .
variacion Cuadrados . Medio calculada valor
Libertad
Concentracion 126,75 3 42,25 39,02 0,0001
Tratamiento 1046,36 1 1046,36 966,46  0,0001
.
Concentracion 90,55 3 30,18 27,88  0,0001
Tratamiento
Error 43,31 40 1,08
Total 1306,97 47

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
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INTERPRETACION

Enla TABLA N° 08 se puede apreciar la aplicacion de una prueba de ANOVA

de dos factores y seis repeticiones, los factores de estudio son:

Factor A: Concentracion, el cual se refiere a los grupos de datos que fueron
categorizados segun las concentraciones preparadas de Caesalpinia
spinosa (mg/ml), que a su vez presenta cuatro niveles, los cuales son 12,5

mg/ml; 25 mg/ml; 50 mg/mly 100 mg/ml.

Factor B: Tratamiento, el cual se refiere al tratamiento utilizado; que a su

vez presenta dos niveles, los cuales son Caesalpinia spinosa y Nistatina.

Por lo tanto, el disefio fue un experimento factorial de 4x2 y seis repeticiones.

Se observo significancia estadistica para el Factor A: Concentracion por

ser p=0,0001 menor que a=0,05.

Se observé significancia estadistica para el Factor B: Tratamiento por ser

p=0,0001 menor que a0=0,05.

Se observé significancia estadistica para el Factor A*B:

Concentracién*Tratamiento por ser p=0,0001 menor que a=0,05.
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1. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS:
Hipotesis nula (Ho): No existe diferencia significativa entre el efecto
antifangico in vitro del extracto etandlico obtenido de vainas de
Caesalpinia spinosa (Tara) comparado con Nistatina, sobre un cultivo de
Candida albicans obtenido de pacientes con diagndstico de Estomatitis
Subprotesis que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacna en el

afio 2020.

HipoOtesis alterna (Ha): Existe diferencia significativa entre el efecto
antifangico in vitro del extracto etandlico obtenido de vainas de
Caesalpinia spinosa (Tara) comparado con Nistatina, sobre un cultivo de
Candida albicans obtenido de pacientes con diagndéstico de Estomatitis
Subproétesis que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacna en el

afo 2020.

2. REGLA DE DECISION

Si p-valor > 0,05: No se rechaza Ho.

Si p-valor < 0,05: Se rechaza Ho.

3. DECISION

Se rechaza la Hipo6tesis Nula (Ho) debido a que el p-valor < 0,05.
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4. CONCLUSION
Existe diferencia significativa entre el efecto antifingico in vitro del
extracto etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara)
comparado con Nistatina, sobre un cultivo de Candida albicans obtenido
de pacientes con diagndstico de Estomatitis Subprotesis que acuden al

Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2020.
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TABLA N° 09

PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES DE TUCKEY CON UNA

CONFIANZA DEL 95% PARA EL FACTOR A: CONCENTRACION

Concentracion Medias n
100 mg/ml 21,19 12 A
50 mg/ml 20,64 12 A
25 mg/ml 18,38 12 B
12,5 mg/ml 17,21 12 C

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

INTERPRETACION

En la TABLA n.° 9 se puede apreciar la aplicacion de la prueba de
comparaciones multiples de Tuckey la cual dio como resultado que no hay
diferencia significativa entre el grupo de 100 mg/ml y el grupo de 50 mg/ml;
sin embargo, si presentan diferencia significativa frente a las demas
concentraciones, asi como también existe diferencia significativa entre los

grupos de 12,5 mg/mly 25 mg/ml.
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TABLA N° 10

PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES DE TUCKEY CON UNA

CONFIANZA DEL 95% PARA EL FACTOR B: TRATAMIENTO

Tratamiento Medias n
Caesalpinia spinosa 24,05 12 A
Nistatina 14,69 12 B

Fuente: Datos obtenidos por el investigador

INTERPRETACION

En la TABLA n.° 10 se puede apreciar la aplicacién de la prueba de
comparaciones multiples de Tuckey la cual dio como resultado que si hay

diferencia significativa entre ambos tratamientos.

Asimismo, se puede apreciar que la media de los halos de inhibicién
producidos por Caesalpinia spinosa fue mayor a la media de los halos de
inhibicion producidos por Nistatina, es decir, el efecto antifungico del
extracto etandlico de Caesalpinia spinosa fue mayor al efecto antifingico

producido por Nistatina.
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TABLA N° 11

PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES DE TUCKEY CON UNA
CONFIANZA DEL 95% PARA EL FACTOR A: CONCENTRACION Y

FACTOR B: TRATAMIENTO

Concentracién Tratamiento Medias N

100 mg/ml~ caesalpinia o0 g p
Spinosa
50 mg/mi Caesalpinia = ,q,, 5 A
Spinosa
25 mg/mi Caesalpinia 5,15 ¢ B
Spinosa
125mg/ml  caesabpinia o4, g C
spinosa
100 mg/ml Nistatina 14,75 6 D
50 mg/ml Nistatina 15,15 6 D
25 mg/ml Nistatina 14,59 6 D
12,5 mg/ml Nistatina 14,26 6 D

Fuente: Datos obtenidos por el investigador
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INTERPRETACION

En la TABLA N° 11 se puede apreciar la aplicacion de la prueba de
comparaciones multiples de Tuckey la cual dio como resultado que no existe
diferencia significativa cuando se utiliza Caesalpinia spinosa a una
concentracion de 100 mg/ml y 50 mg/ml, es decir no se diferencian entre si,
con un promedio de 27,71 mm y 26,14 mm; sin embargo, ambos si

presentaron diferencia significativa frente a los demas tratamientos.

Los tratamientos de Caesalpinia spinosa a una concentracion de 25 mg/ml
y 12,5 mg/ml presentan diferencia significativa entre si y también frente a los

demas tratamientos.

Todos los tratamientos de Nistatina no presentaron diferencias significativas
entre si; sin embargo, si presentaron diferencia significativa frente a los

demas tratamientos de Caesalpinia spinosa.

La media con mayor valor la obtuvo el tratamiento de Caesalpinia spinosa

a una concentracion de 100 mg/ml.

La media con menor valor la obtuvo el tratamiento de Nistatina perteneciente

al grupo de la concentracion de 12,5 mg/ml.
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GRAFICO N° 05

GRAFICO DEL MODELO MATEMATICO CUBICO ESPECIAL
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INTERPRETACION

Este modelo mateméatico cubico especial esta representado por:
Y=18,4556 + 0,1193 X + 0,0016 X2 - 0,0000192 X3

R? =0,9999

El coeficiente de Determinacion, R?:

Dicho coeficiente indica que la proporcion de la variacion total de los datos
es explicada por el modelo adoptado; teniendo en cuenta que R? es un valor

entre 0 y 1, a mas cerca de 1 mejor funciona el modelo.
El Coeficiente de Variacion, CV:
CV=5,38%

Aplicado a un experimento, se puede aplicar para calcular la variacion interna
de los tratamientos, variacion que se ve reflejada en la variancia del error.
Un experimento mal controlado puede presentar demasiada variacion entre
las repeticiones de un mismo tratamiento, esto es error experimental. El CV
depende de la variable. Si la variable esta bien controlada el CV tiene que
ser menor a 20%, inclusive en laboratorio se puede exigir gue sea menor al
10%. Sin embargo, en investigacion social descriptiva o en variables
bioldgicas no controladas como es una plaga, es comun que los CV sean

grandes.
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DISCUSION

La Caesalpinia spinosa (Tara) es una especie que ha sido utilizada de
manera empirica a lo largo de la historia de la medicina natural, esto debido
a las diversas propiedades curativas que se le atribuyen; una de ellas es su
propiedad antimicotica o antifingica, la cual ha sido puesta a prueba en la

presente investigacion.

El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar el efecto antifungico in
vitro del extracto etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa
(Tara) comparado con Nistatina, sobre un cultivo de Candida albicans
obtenido de pacientes con diagnostico de Estomatitis Subprétesis que
acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2020; y luego
de realizar los procedimientos correspondientes obtuvimos los promedios de
los diametros de los halos inhibitorios de cada concentracion, los cuales son:
20,17 mm para la concentracion 12,5 mg/ml; 22,16 mm para la concentraciéon
25 mg/ml; 26,14 mm para la concentracion 50 mg/ml y 27,71 mm para la

concentracion 100 mg/ml.

Con dichos resultados confirmamos que el extracto etandlico en estudio si
presenta un efecto antifingico in vitro frente a la levadura mencionada,
corroborando asi que las cepas de Candida albicans son SUMAMENTE

SENSIBLES segun la escala de Duraffourd y Lapraz(8) (ver ANEXO n.°9) a



las concentraciones preparadas ya que los promedios de los halos

inhibitorios obtenidos para cada concentracion superan los 20 mm.

Estos resultados difieren significativamente a los resultados mostrados por
Benites Gbmez C. (2015), los cuales indican que los promedios de diametros
de los halos inhibitorios son de 8,6 mm; 10,9 mm; 14,6 mmy 17,75 mm para
las concentraciones al 25%; 50%; 75% y 100% respectivamente; esto puede
deberse a que el tiempo de maceracion en su estudio fue de solo 1 semana,
mientras que en el presente trabajo de investigacion fue de 1 afo; también
puede deberse a un manejo diferente de las concentraciones del extracto

etandlico ya que en su estudio no se especifica como fueron preparadas.

Asimismo, los resultados presentados en el presente trabajo de investigacion
difieren con los resultados mostrados por Alvarez Choque Y. (2020), los
cuales indican que los promedios de diametros de los halos inhibitorios son
de 9,99 mm; 10,8 mm; 11,8 mmy 17,5 mm para las concentraciones al 25%;
50%; 75% y 100% respectivamente; esto puede deberse a que el tiempo de
maceracion en su estudio fue de solo 10 dias, mientras que en el presente
trabajo de investigacion fue de 1 afio; cabe resaltar también que en su
estudio no especifica la cantidad de extracto etandlico y de alcohol de 70°
que se utilizo para preparar las concentraciones descritas por lo que podria
tratarse de concentraciones demasiado bajas, causando asi un deficiente

efecto antifungico.
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Por otra parte, se obtuvo que un extracto etandlico de Caesalpinia spinosa
a una concentracion de 9 mg/ml es capaz de inhibir el crecimiento de
Candida albicans, por lo que es denominada como la Concentracion

Minima Inhibitoria (CMI) para la levadura mencionada.

Dichos resultados difieren significativamente a los resultados mostrados por
Benites Gomez C. (2015), los cuales indican que la CMI del extracto
etandlico de Caesalpinia spinosa para Candida albicans es del 50%; esto
puede deberse a que la técnica descrita en el estudio consultado es diferente
a la técnica utilizada en el presente estudio, ademas de que no se especifica
las cantidades del extracto etandlico y de alcohol de 70° que se utilizaron

para preparar dichas concentraciones.

Finalmente, se obtuvo que un extracto etandlico de Caesalpinia spinosa a
una concentracién de 9,8 mg/ml es capaz de eliminar a por lo menos el
99,9% de la poblacion de Candida albicans presente en una placa, por lo
gue es denominada como la Concentracion Minima Fungicida (CMF) para la

levadura mencionada.

Estos resultados difieren significativamente a los resultados mostrados por
Benites Gdmez C. (2015), los cuales indican que un extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa a una concentracion del 50% es capaz de eliminar a

por lo menos el 99,9% de la poblacién de Candida albicans presente en
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una placa; sin embargo, en su estudio no menciona las cantidades de
extracto etandlico ni de alcohol de 70° que se utilizé para preparar dichas
concentraciones, por lo que podria tratarse de concentraciones mas altas o

mas bajas que las preparadas en la presente investigacion.
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CONCLUSIONES

PRIMERA

Existe diferencia significativa entre el efecto antifingico in vitro del extracto
etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) comparado con
Nistatina, sobre un cultivo de Candida albicans obtenido de pacientes con
diagnéstico de Estomatitis Subproétesis que acuden al Centro de Salud

Ciudad Nueva de Tacna en el afo 2020.

SEGUNDA

El efecto antifungico del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa a
concentraciones de 12,5 mg/ml; 25 mg/ml y 50 mg/ml guardan una relacion
directamente proporcional al aumento de su concentracién; sin embargo, la
concentracion de 100 mg/ml no guarda diferencia significativa con la

concentracion de 50 mg/ml.



TERCERA

El extracto etandlico de Caesalpinia spinosa presenta una mayor
efectividad antifingica que la Nistatina debido a que el efecto de cada una
de sus concentraciones presenta diferencia significativa respecto al efecto
de la Nistatina y las cepas de Candida albicans utilizadas en el presente
estudio son catalogadas como “sumamente sensibles” al extracto etandlico

y “muy sensibles” a la Nistatina.

CUARTA

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa para las cepas de Candida albicans utilizadas en la

presente investigacion fue de 9 mg/ml.

QUINTA

La Concentracion Minima Fungicida (CMF) del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa para las cepas de Candida albicans utilizadas en la

presente investigacion fue de 9,8 mg/ml.
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RECOMENDACIONES

Es recomendable que las lineas de investigacion de la Escuela
Profesional de Odontologia de la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann consideren la evaluacion la actividad antimicrobiana del
extracto etandlico de Caesalpinia spinosa frente a otros

microorganismos causantes de enfermedades bucales.

Es aconsejable que futuros tesistas y/o investigadores que realicen
estudios similares consideren un tiempo de maceracion mayor al

convencional ya que podria ser un factor influyente en el resultado.

Es conveniente que futuros tesistas de la Escuela Profesional de
Odontologia de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann
continlen con esta linea de investigacion a través de estudios para
evaluar la toxicidad que podrian causar los componentes de

Caesalpinia spinosa y asi poder determinar sus dosis terapéuticas.

Es recomendable que la Escuela Profesional de Odontologia de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann continle con esta linea

de investigacion mediante la evaluacion del efecto antifungico del



extracto etandlico de Caesalpinia spinosa en animales de
experimentacion a través de su aplicacion en alguna forma

farmacéutica.

Es conveniente que futuros tesistas de la Escuela Profesional de
Odontologia de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann
continlen con esta linea de investigacion a través de estudios para
determinar cudles son los componentes especificos de Caesalpinia

spinosa a los que se les atribuye su efecto antimicrobiano.

Es recomendable que la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann realicen estudios para poner a prueba de forma cientifica
otras propiedades de Caesalpinia spinosa que se conocen de manera

empirica.
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ANEXO 01

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Ficha N° Fecha: / /

“EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO DE VAINAS DE
Caesalpinia spinosa (TARA) COMPARADQO CON DISCOS DE SENSIBILIDAD DE NISTATINA,
SOBRE UN CULTIVO DE Candida albicans OBTENIDO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO
DE ESTOMATITIS SUBPROTESIS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD CIUDAD NUEVA
DE TACNA EN EL ANO 2020”.

DATOS SOCIODEMOGRAFICOS:

Edad: _ afios Género:  Masculino [] Femenino []

CUESTIONARIO:

¢Usa Prétesis Removible? Si [ ] No [[] Tipo de Prétesis Removible: Total[ ] Parcial []
¢Presenta alguna enfermedad sistémica? Si [ | No [] Si la respuesta es si, indicar

el nombre y tiempo de la enfermedad:

¢Esta tomando algiin medicamento? Si[_] No [] Si larespuesta es si, indicar de cada uno:

1. Nombre: , dosis: , frecuencia: , tiempo de uso:
2. Nombre: , dosis: , frecuencia: , tiempo de uso:
3. Nombre: , dosis: , frecuencia: , tiempo de uso:
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EXAMEN CLIiNICO INTRAORAL: ESTADO DE SALUD DE LA MUCOSA ORAL

CLASIFICACION DE NEWTON Y OSTLUND MODIFICADA POR KABAWAT M.

TIPO CARACTERISTICAS CLINICAS

TIPO 0 | Mucosa saludable.

Petequias en tejido palatino normal, usualmente se encuentra alrededor

TIPO |
olLa de los orificios de los ductos de glandulas mucosas palatinas.

TIPO I B | Area hiperémica localizada en la zona protésica.

TIPO Il | Area generalizada de inflamacién de la zona protésica.

TIPO Il | Superficie palatina hiperplasica con inflamacion en el area protésica.

PRUEBA DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA POR METODO KIRBY-BAHUER

Concentracion del Nistatina
extracto 12,6 mg/ml 26 mg/ml 50 mg/ml 100 mg/ml (5 Hg)

Halo de Inhibicién
(mm)

ESCALA DE DURAFFOURD Y LAPRAZ

Nistatina

Sensibilidad 12,6 mg/ml | 26 mg/ml | 60 mg/ml | 100 mg/mi (6 ug)

Sensibilidad Nula (-)
(Menor a 8 mm)

Sensible (+)
(De 9 mm a 14 mm)

Muy sensible (++)
(De 15 mm a 20 mm)

Sumamente Sensible (+++)
(Mayor a 20 mm)
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ANEXO 02

RESOLUCION DE EJECUCION DE TESIS

B

UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE BASADRE GROHMANN
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

Escuelas Profesionales de: Obstetricia, Enfermeria, Medicina Humana, Odontologia,
Farmacia y Bioquimica

RESOLUCION DE FACULTAD N° 9729-2019-FACS-UNJBG
Tacna, 20.de noviembre de 2019

VISTO:

El Oficio N° 362- 201'9$EQOD/FACS recibido el 20.11.19, el Director de la Escuela Profesional de
Odontologia, solicitando designacion de Asesor para el proyecto de tesis, y autorizacion para ejecucion presentado
por el(la) Est. JOSE ANDRE VIDAL AQIAS y

CONSIDERANDO:

Que, el(ia) Est, JOSE ANDRE VIDAL ARIAS, alumno de la Escuela Profesional de Odontologa, solcita se
le asigne Asesor para el proyecto de tesis;

Que, mediante el Oficio: N° 362-2019-ESOD/FACS, recibido el 20.11.19, el Director de la Escuela
Profesional de Odontologia, solicitando designacion de Asesor para el proyecto de tesis titulado: EFECTO
ANTIMICROBIANO IN VITRO DE UN GEL ELABORADO EN BASE AL EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO DE
VAINAS DE Caesalpinia spinosa (TARA) COMPARADO CON UN GEL EN BASE A NISTATINA, SOBRE UN
CULTIVO MICROBIOLOGICO . OBTENIDO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS
SUBPROTESIS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD CIUDAD NUEVA DE TACNA EN EL ANO 2019 - 2020,
presentado por el(la) Est. JOSE ANDRE VIDAL ARIAS, teniendo como Asesor al C.D. Carlos Enrique Valdivia Silva;

Que, teniendo opinion favorable de su Asesor se procede a dar continuidad de tramite;

De conformidad con ‘é'l Art. 70° numeral 70.2 de la Ley Universitaria N° 30220, en uso de las atribuciones
conferidas a la Sra. Decana de la Facultad de Ciencias de la Salud;

SE RESUELVE:
aaART 1Y Oficiafizar la Designacion como Asesor al C.D. CARLOS ENRIQUE VALDIVIA SILVA, del Proyecto de
2V eNciag Tesis titulado: EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DE UN GEL ELABORADO EN BASE AL
& % EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO DE VAINAS DE Caesalpinia Spinosa (TARA) COMPARADO
S seorctar@ T, CON UN GEL EN BASE A NISTATINA, SOBRE UN CULTIVO MICROBIOLOGICO OBTENIDO DE
- Posomml - PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS SUBPROTESIS QUE ACUDEN AL CENTRO
%, Administatie © DE SALUD CIUDAD -NUEVA DE TACNA EN EL ARO 2018 - 2020, el(la) Est. JOSE ANDRE VIDAL

) ARIAS, de [a Escuela Profesional de Odontologia.

" ART. 2% Autorizar la ejecucion de Proyecto de Tesis presentado por el(la) Est. JOSE ANDRE VIDAL ARIAS, de

la Escuela Profesional de Odontologia, de la Facultad de Ciencias de la Salud.

DgagJena(Ca" icatari Vargas Z arreda Grados
canero DECANA 'SECREFARIAA,C/ADEMDCA ADMINISTRATIVA

AC(JLT/%D PECIENCIAS DE LA SALUD \E&_ﬁAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

DISTR ESOD., INTERESADO.. arch.

YDCBE/tr.-

126



ANEXO 03

RESOLUCION DE MODIFICACION DE TiTULO

UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE BASADRE GROHMANN
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

Escuelas Profesionales de: Obstetricia, Enfermeria, Medicina Humana, Odontologia,
Farmacia y Bioguimica

RESOLUCION DE FACULTAD N° 10136-2020-FACS-UNJBG
Tacna, 14 de setiembre de 2020

VISTO:
El Oficio N° 103-2020-ESOD/FACS, el Director de la Escuela P(ofesione;l de Odontologia, solicita la
Modificacion del titulo del Proyecto de Tesis, presentado por el(la) Bach. JOSE ANDRE VIDAL ARIAS;

CONSIDERANDO:

Que, mediante la R.F. N° 9774-2019-FACS, del 13.12.20, se designa como Asesor al C.D. Carlos Enrique
Valdivia Silva, para el Proyecto de tesis, titulado: EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DE UN GEL ELABORADO
EN BASE AL EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO DE VAINAS DE Caesalpinia spinosa (TARA) COMPARADO
CON UN GEL EN BASE A NISTANINA, SOBRE UN CULTIVO MICROBIOLOGICO OBTENIDO DE PACIENTES
CON DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS SUBPROTESIS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD CIUDAD NUEVA
DE TACNA EN EL ANO 2019 — 2020, presentado por el(la) Bach. JOSE ANDRE VIDAL ARIAS;

Que, a través del Oficio N° 103-2020-ESOD/FACS, el Director de la Escuela Profesional de Odontologia,
solicita la Modificacion del titulo del Proyecto de Tesis a sugerencia de su asesor, debiendo en adelante titularse:
EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO DE VAINAS DE Caesalpinia spinosa
(TARA) COMPARADO CON DISCOS DE SENSIBILIDAD DE NISTATINA, SOBRE UN CULTIVO DE Candida
albicans OBTENIDO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS SUBPROTESIS QUE ACUDEN AL
CENTRO DE SALUD CIUDAD NUEVA DE TACNA EN EL ANO 2020, presentado por el(la) Bach. JOSE ANDRE
VIDAL ARIAS;

De conformidad con el Art. 70° numeral 70.2 de la Ley Universitaria N° 30220, Art. 169 inc) b. del Estatuto
de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, y en uso de las atribuciones conferidas a la Sra. Decana de la
Facultad de Ciencias de la Salud;

SE RESUELVE:

ART.UNICO: MODIFICAR el Titulo del Proyecto de Tesis, presentado por el(la) Bach. JOSE ANDRE VIDAL
ARIAS, debiendo ser en adelante intitular: EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO OBTENIDO DE VAINAS DE Caesalpinia spinosa (TARA) COMPARADO CON
DISCOS DE SENSIBILIDAD DE NISTATINA, SOBRE UN CULTIVO DE Candida albicans
OBTENIDO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS SUBPROTESIS QUE
ACUDEN AL CENTRO DE SALUD CIUDAD NUEVA DE TACNA EN EL ANO 2020, con opinién
favorable de su asesor el C.D. CARLOS ENRIQUE VALDIVIA SILVA.

Registrese, comuniquese y archivese.

A\

MO (oediireloy U < \ 7/

o 4 ;F, f:f!!a'l' Vargas 3 Dlgaco \\ ~ D g iny Concepcion Mendoza Rosado
\ ol r')["' ARIA ACADEMICA ADMINISTRATIVA

ACULPAD D FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
DISTR: ESOD., ARCII. .

NA
IENICIAS DE LA SALUD

JCMRIttr .-
Av. Miraflores s/n Ciudad Universitaria — Central Telefénica 583000 Anexo 2226 Casilla Postal 316.
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ANEXO 04
VALIDACION DE INSTRUMENTO (JUICIO DE EXPERTOS)

Juez N° 01

PLANTILLA PARA LA VALIDEZ DE CONTENIDO DEL INSTRUMENTO QUE MIDE EL
EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO DE VAINAS
DE Caesalpinia spinosa (TARA) COMPARADO CON DISCOS DE SENSIBILIDAD DE
NISTATINA, SOBRE UN CULTIVO DE Candida albicans OBTENIDO DE PACIENTES CON
DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS SUBPROTESIS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD
CIUDAD NUEVA DE TACNA EN EL ANO 2020

Nombres y Apellidos del Juez: Wilfredo Gustavo Escalante Otarola

Formacién Académica: Bachiller en Odontologia por la Universidad Catélica de Santa Maria,
Cirujano Dentista por la Universidad Catélica de Santa Maria, Magister en Odontologia en el area
de Periodoncia por la “Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho” — Brasil, Doctor
en Odontologia en el area de Periodoncia por la “Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho” — Brasil.

Area de Experiencia Profesional: Investigacion en Odontologia Tiempo: 7 afios

Cargo actual: Sin filiacion

Institucion: Sin filiacion

Objetivo de la investigacion: Determinar si existe algln efecto antifingico in vitro del extracto

etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) comparado con Nistatina, sobre un
cultivo de Candida albicans obtenido de pacientes con diagnéstico de Estomatitis Subprotesis
que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2020.

Obijetivo del Juicio de Expertos: Validez de contenido del instrumento de medicién

documentaria.
Objetivo de la prueba:
e Obtener diferentes concentraciones del extracto etanélico de vainas de Caesalpinia
spinosa (Tara).
e Evaluar la sensibilidad antifungica del extracto etandlico obtenido de vainas de
Caesalpinia spinosa (Tara).
e Evaluar grado de severidad de la Estomatitis Subprétesis segun la clasificacion de

Newton y Ostlund modificada por Kabawat M.
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Cuadro para la calificacién de los items presentes en el instrumento

DIMENSION ITEM SUFICIENCIA CLARIDAD COHERENCIA | RELEVANCIA | OBSERVACIONES

Edad: ....... Afios 123@[123@(123@[1230@

Género

a. Masculino 123@W123@123@/1230@

b. Femenino

¢ Usa protesis removible?
a. Si

Caracteristicas b No

dirions 123@123@®(123@[123@
Tipo de prétesis removible:
a. Total

b. Parcial

¢ Presenta alguna
enfermedad sistémica?
a. Si

2 B 123@(123@|(123@|1230

Si la respuesta es “Si”,
indicar el nombre y tiempo de

la enfermedad

\

¢Esta tomando algin
medicamento?

a. Si

b. No

Si la respuesta es “Si”,

indicar de cada uno: 12 3@ 12 3@ 12 3@) 12 3@
a. Nombre

b. Dosis

c. Frecuencia

d. Tiempo de uso.
EXAMEN CLINICO
INTRAORAL: ESTADO DE
SALUD DE LA MUCOSA
ORAL:

CLASIFICACION DE
NEWTON Y OSTLUND
MODIFICADA POR
KABAWAT M.

a. Tipo 0: Mucosa 123@123@(123@|1230@

saludable.

b. Tipo | A: Petequias en
tejido palatino normal,
usualmente se
encuentra alrededor de
los orificios de los

ductos de glandulas

mucosas palatinas. /7(
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c. Tipo IB: Area
hiperémica localizada en
la zona protésica.

d. Tipo II: Area
generalizada de
inflamacién de la zona
protésica.

e. Tipo lll: Superficie
palatina hiperplasica con
inflamacién en el &rea
protésica.

Halo de inhibicion del disco
embebido con el extracto

. etandlico de Caesalpinia
Concentraciones .
spinosa (Tara) en mm:
del extracto y

o a. 125 mg/ml: .......... mm
sensibilidad b. 25 mafmi
. 25 mg/ml: .......... mm
antifingica 123 123 123 123
, B c. 50mg/ml: .......... mm @ @ @ @
segun escala de
d. 100 mg/ml: .......... mm
Duraffourd y
Halo de inhibicion del disco
Lapraz.

de sensibilidad antiftingica
de Nistatina en mm:
8l Big; .coresnnes Mm

Grado de sensibilidad

antifingica segun escala de

Duraffourd y Lapraz:

a. Sensibilidad Nula (-):
Menor a 9 mm.

b. Sensibilidad Limite (+):

I 123@(123@|1230@(1230
c. Sensibilidad Media (++):
De 15 mm a 18 mm.

d. Sumamente Sensible
(+++): Mayor o igual a 20
mm.

RESULTADOS DE LA VALIDACION:
OPINION: FAVORABLE .............. X DEBE MEJORAR  us:cvcssswssvmmsmssssisemn NO.FAVORABLE :.co:ouisimsimisnmsasmmsmssesss
OBSERVACIONES:

El.instrumento..estd. bastante.completa...Sin.embarga,..sobre. el disefio. del estudio,.no.me..quedd. clara.en
qué momento se hara la comparacion con la Nistatina, cdémo se menciona en el objetivo general.
Reconitendo Tneluir ssa comparacion enlos experimeritos. Asl mismio, considerar ta-posibitidad de adicloriar
atra.metodolagia microhioldgica. para fortalecer. el trabajo,. si. hubieran. intenciones. de publicacidn...................
Tacna, 27..de ..... diciembre. ... del ...2020.. .

FIRMA: ...\ & . i,
DNI: 42600685
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Juez N° 02

PLANTILLA PARA LA VALIDEZ DE CONTENIDO DEL INSTRUMENTO QUE MIDE EL
EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO DE VAINAS
DE Caesalpinia spinosa (TARA) COMPARADO CON DISCOS DE SENSIBILIDAD DE
NISTATINA, SOBRE UN CULTIVO DE Candida albicans OBTENIDO DE PACIENTES CON
DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS SUBPROTESIS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD
CIUDAD NUEVA DE TACNA EN EL ANO 2020

Nombres y Apellidos del Juez: Maria Patricia Revilla Loayza

Formacion Académica: Bachiller en Odontologia por la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann, Cirujano Dentista por la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, Magister en
Estomatologia con mencién en Patologia, Especialidad de Medicina y Patologia Estomatolégica.
Area de Experiencia Profesional: Jefe de practicas en postgrado en el Departamento de Cirugia
y Medicina Bucomaxilofacial de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Tiempo: 2 afios

Cargo actual: Consulta particular

Objetivo de la investigacion: Determinar si existe algun efecto antifingico in vitro del extracto

etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) comparado con Nistatina, sobre un
cultivo de Candida albicans obtenido de pacientes con diagnéstico de Estomatitis Subprotesis
que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2020.

Objetivo del Juicio de Expertos: Validez de contenido del instrumento de medicién

documentaria.

Obijetivo de la prueba:

o Obtener diferentes concentraciones del extracto etandlico de vainas de Caesalpinia
spinosa (Tara).

e Evaluar la sensibilidad antifingica del extracto etandlico obtenido de vainas de
Caesalpinia spinosa (Tara).

e Evaluar grado de severidad de la Estomatitis Subprotesis segun la clasificaciéon de
Newton y Ostlund modificada por Kabawat M.
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Cuadro para la calificacion de los items presentes en el instrumento

DIMENSION ITEM SUFICIENCIA CLARIDAD COHERENCIA | RELEVANCIA | OBSERVACIONES
Edad: ... Afios 12@4/123@ 10341023 4
Género
a. Mascuiino 1204(123@/ 13410234
b. Femenino
¢Usa protesis removible?
a. Si
Caracteristicas b- No
clinicas 123@123@123@123@

Tipo de protesis removible:
a. Total
b. Parcial

¢Presenta alguna
enfermedad sistémica?
a. Si

b. No

Si la respuesta es “Si”,
indicar el nombre y tiempo de

la enfermedad

1230

1230

1230

1230

¢ Esta tomando algun
medicamento?

a. Si

b. No

Si la respuesta es “Si”,
indicar de cada uno:
a. Nombre

b. Dosis

c. Frecuencia

d. Tiempo de uso.

123@

1230@

123@

12303

EXAMEN CLINICO
INTRAORAL: ESTADO DE
SALUD DE LA MUCOSA
ORAL:

CLASIFICACION DE

NEWTON Y OSTLUND

MODIFICADA POR

KABAWAT M.

a. Tipo 0: Mucosa
saludable.

b. Tipo | A: Petequias en
tejido palatino normal,
usualmente se
encuentra alrededor de
los orificios de los
ductos de glandulas
mucosas palatinas.

12 3@

1230

1230

12309
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c. Tipo|B: Area
hiperémica localizada en
la zona protésica.

Tipo II: Area
generalizada de
inflamacion de la zona
protésica.

Tipo IlI: Superficie
palatina hiperplasica con
inflamacion en el area
protésica.

Concentraciones
del extracto y
sensibilidad
antifingica
segun escala de
Duraffourd y
Lapraz.

Halo de inhibicién del disco
embebido con el extracto
etantlico de Caesalpinia
spinosa (Tara) en mm:

a. 12.5 mg/ml: .mm

b. 25 mg/ml: .......... mm
c. 50 mg/ml: .......... mm
d. 100 mg/ml: .......... mm

Halo de inhibicién del disco
de sensibilidad antifungica
de Nistatina en mm:

a 5Sug: ... Mm

1230

1

123@

2 3@|1

2309

Grado de sensibilidad
antifingica segun escala de
Duraffourd y Lapraz:
a. Sensibilidad Nula (-):
Menor a 9 mm.
b. Sensibilidad Limite (+):
De 9 mm a 14 mm.
c. Sensibilidad Media (++):
De 15 mm a 19 mm.
. Sumamente Sensible
(+++): Mayor o igual a 20
mm.

12 3(@)

12 3@)1

230

12309

RESULTADOS DE LA VALIDACION:

OPINION: FAVORABLE

OBSERVACIONES:
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Juez N° 03

PLANTILLA PARA LA VALIDEZ DE CONTENIDO DEL INSTRUMENTO QUE MIDE EL
EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO DE VAINAS
DE Caesalpinia spinosa (TARA) COMPARADO CON DISCOS DE SENSIBILIDAD DE
NISTATINA, SOBRE UN CULTIVO DE Candida albicans OBTENIDO DE PACIENTES CON
DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS SUBPROTESIS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD
CIUDAD NUEVA DE TACNA EN EL ANO 2020

Nombres y Apellidos del Juez: Rina Maria Alvarez Becerra

Formaciéon Académica: Bachiller en Ciencias con mencién en Obstetricia por la Universidad
Catodlica de Santa Maria, Licenciada en Obstetricia por la Universidad Catélica de Santa Maria,
Magister en Docencia Universitaria y Gestion Educativa por la Universidad Privada de Tacna,
Doctor en Educaciéon con menciéon en Gestion Educativa por la Universidad Privada de Tacna,
Bachiller en Derecho y Ciencias Politicas por la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann,
Abogado por la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, Segunda Especialidad en Salud
Reproductiva por la Universidad José Carlos Mariategui, Segunda Especialidad en Estadistica
para la Investigacién por la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa.

Area de Experiencia Profesional: Docente ordinaria en Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann, Directora de la Escuela de Postgrado en Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann.

Tiempo: 35 afios

Cargo actual: Docente de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann

Institucion: Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.

Obijetivo de la investigacion: Determinar si existe algun efecto antifingico in vitro del extracto

etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) comparado con Nistatina, sobre un
cultivo de Candida albicans obtenido de pacientes con diagnéstico de Estomatitis Subproétesis
que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2020.

Obijetivo del Juicio de Expertos: Validez de contenido del instrumento de medicién

documentaria.
Obijetivo de la prueba:
e Obtener diferentes concentraciones del extracto etanélico de vainas de Caesalpinia
spinosa (Tara).
e Evaluar la sensibilidad antifungica del extracto etandlico obtenido de vainas de
Caesalpinia spinosa (Tara).
e Evaluar grado de severidad de la Estomatitis Subprotesis segun la clasificacion de

Newton y Ostlund modificada por Kabawat M.
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Cuadro para la calificacién de los items presentes en el instrumento

DIMENSION ITEM SUFICIENCIA CLARIDAD COHERENCIA RELEVANCIA | OBSERVACIONES
Edad: ... Alos 1230@)123@)1 239 123@)
Género Sugiero considerar
sexo hombre
o Miazculing 12 1 2@4 1 2 3@ 1 2 3@ e
b. Femenino género es una
categoria social
¢ Usa protesis removible?
a. Si
Caracteristicas bi.No
" 123@)123@)1 23@)123Q)
clinicas

Tipo de prétesis removible:
a. Total
b. Parcial

¢ Presenta alguna
enfermedad sistémica?
a. Si

b. No

Si la respuesta es “Si”,
indicar el nombre y tiempo de

la enfermedad

12 3@)1 2G)s

1 2 3

1 2 3(a)

Sugiero agregar
entre paréntesis el
significado de
enfermedad
sistémica en
términos sencillos
para el encuestado

¢ Esta tomando algdn
medicamento?

a. Si

b. No

Si la respuesta es “Si",
indicar de cada uno:
a. Nombre

b. Dosis

c. Frecuencia

d. Tiempo de uso.

123@

123@123@

12 3(@)

EXAMEN CLINICO
INTRAORAL: ESTADO DE
SALUD DE LA MUCOSA
ORAL:

CLASIFICACION DE

NEWTON Y OSTLUND

MODIFICADA POR

KABAWAT M.

a. Tipo 0: Mucosa
saludable.

b. Tipo | A: Petequias en
tejido palatino nomal,
usualmente se
encuentra alrededor de
los orificios de los
ductos de glandulas
mucosas palatinas.

123@

123@123@

123@
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c. Tipo IB: Area
hiperémica localizada en
la zona protésica.

d. Tipo Il: Area
generalizada de
inflamacion de la zona
protésica.

e. Tipo lll: Superficie
palatina hiperplasica con
inflamacion en el area

protésica.

Concentraciones
del extracto y
sensibilidad
antifungica
segun escala de
Duraffourd y
Lapraz.

Halo de inhibicion del disco
embebido con el extracto
etandlico de Caesalpinia

spinosa (Tara) en mm:

a.- 125 mgiml: s mm
b. 25 mg/ml: .

c. 50 mg/ml: . ..

d. 100 mg/ml: .......... mm

Halo de inhibicion del disco
de sensibilidad antifingica
de Nistatina en mm:

a. 5ug.......... Mm

123@)123@)1 2 30

Grado de sensibilidad

antifingica seglin escala de

Duraffourd y Lapraz:

a. Sensibilidad Nula (-):
Menor a 9 mm.

b. Sensibilidad Limite (+):
De 9mma 14 mm.

c. Sensibilidad Media (++):
De 15 mm a 19 mm.

d. Sumamente Sensible
(+++): Mayor o igual a 20

mm.

)12 3@ 1 2 ()

RESULTADOS DE LA VALIDACION:

OPINION: FAVORABLE X DEBE MEJORAR  NO FAVORABLE

OBSERVACIONES:

P S . —r

Dra. Rina Maria Alvarez Becerra

DNI: 00425041
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Juez N° 04

PLANTILLA PARA LA VALIDEZ DE CONTENIDO DEL INSTRUMENTO QUE MIDE EL
EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO DE VAINAS
DE Caesalpinia spinosa (TARA) COMPARADO CON DISCOS DE SENSIBILIDAD DE
NISTATINA, SOBRE UN CULTIVO DE Candida albicans OBTENIDO DE PACIENTES CON
DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS SUBPROTESIS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD
CIUDAD NUEVA DE TACNA EN EL ANO 2020

Nombres y Apellidos del Juez: Angela Verénica Choque Miranda

Formacion Académica: Bachiller en Ciencias Bioldgicas por la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann, Bidlogo Microbidlogo por la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann,
Magister Scientiae con mencién en Ciencias y Tecnologia en Alimentos por la Universidad
Nacional Jorge Basadre Grohmann.

Area de Experiencia Profesional: Bidlogo — Micriobidlogo.

Tiempo: 25 afios

Cargo actual: Jefa del Departamento de la Escuela Profesional de Biologia y Microbiologia.

Institucion: Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.

Obijetivo de la investigacion: Determinar si existe algun efecto antifungico in vitro del extracto

etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) comparado con Nistatina, sobre un
cultivo de Candida albicans obtenido de pacientes con diagnéstico de Estomatitis Subprotesis
que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2020.

Obijetivo del Juicio de Expertos: Validez de contenido del instrumento de medicion

documentaria.
Obijetivo de la prueba:

e Obtener diferentes concentraciones del extracto etandlico de vainas de Caesalpinia
spinosa (Tara).

e Evaluar la sensibilidad antifingica del extracto etandlico obtenido de vainas de
Caesalpinia spinosa (Tara).

e FEvaluar grado de severidad de la Estomatitis Subprotesis segun la clasificacion de

Newton y Ostlund modificada por Kabawat M.
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Cuadro para la calificacion de los items presentes en el instrumento

DIMENSION

ITEM

SUFICIENCIA

CLARIDAD

COHERENCIA

RELEVANCIA

OBSERVACIONES

Carécteristicas

clinicas

Edad: ....... Afos

123 4

123 4

123 4

Género
a. Masculino
b. Femenino

123 4

123 4

123 4

¢ Usa protesis removible?
a. Si
b. No

Tipo de protesis removible:
a. Total
b. Parcial

12 3 4

12 3 4

12 3 4

¢ Presenta alguna
enfermedad sistémica?
a. Si

b. No

Si la respuesta es “Si”,

indicar el nombre y tiempo de

la enfermedad

123 4

12 3 4

12 3 4

¢ Esta tomando algan
medicamento?

a. Si

b. No

Si la respuesta es “Si”,
indicar de cada uno:
a. Nombre

b. Dosis

c. Frecuencia

d. Tiempo de uso.

123 4

12 3 4

12 3 4

EXAMEN CLINICO
INTRAORAL: ESTADO DE
SALUD DE LA MUCOSA
ORAL:

CLASIFICACION DE

NEWTON Y OSTLUND

MODIFICADA POR

KABAWAT M.

a. Tipo 0: Mucosa
saludable.

b. Tipo | A: Petequias en
tejido palatino normal,
usualmente se
encuentra alrededor de
los orificios de los
ductos de glandulas

mucosas palatinas.

123 4

12 3 4

12 3 4
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c. TipolB: Area
hiperémica localizada en
la zona protésica.

d. Tipo II: Area
generalizada de
inflamacion de la zona
protésica.

e. Tipo lll: Superficie
palatina hiperplasica con
inflamacién en el area
protésica.

Halo de inhibicién del disco
embebido con el extracto
etandlico de Caesalpinia

Concentraciones
spinosa (Tara) en mm:

del extracto y

= a. 125mgml: .......... mm

sensibilidad -
;126 Mgl e mm

antfingica ¢ 1234/1234/1234[123(2)
¢. 50 mg/ml: . ... mm

segun escala de

d. 100 mg/ml: ..

Duraffourd y
Halo de inhibicién del disco

Lapraz. )
de sensibilidad antifingica

de Nistatina en mm:
a 5pg:.......... Mm

Grado de sensibilidad

antifingica segln escala de

Duraffourd y Lapraz:

a. Sensibilidad Nula (-):
Menor a 9 mm.

b. Sensibilidad Limite (+):
De 9 mm a 14 mm.

c. Sensibilidad Media (++):

De 15 mm a 19 mm.

123412341234 123@

d. Sumamente Sensible
(+++): Mayor o igual a 20

mm.

RESULTADOS DE LA VALIDACION:
OPINION: FAVORABLE . Ace@iad0. ... DEBE MEJORAR ... NO FAVORABLE
OBSERVACIONES:
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Juez N° 05

PLANTILLA PARA LA VALIDEZ DE CONTENIDO DEL INSTRUMENTO QUE MIDE EL
EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO DE VAINAS
DE Caesalpinia spinosa (TARA) COMPARADO CON DISCOS DE SENSIBILIDAD DE
NISTATINA, SOBRE UN CULTIVO DE Candida albicans OBTENIDO DE PACIENTES CON
DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS SUBPROTESIS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD
CIUDAD NUEVA DE TACNA EN EL ANO 2020

Nombres y Apellidos del Juez: Edwin Denis Obando Velarde

Formacion Académica: Bachiller en Ciencias Bioldgicas por la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann, Bidlogo Microbidlogo por la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.
Area de Experiencia Profesional: Bidlogo — Microbidlogo.

Tiempo: 21 afios

Cargo actual: Docente Especialista en Laboratorio de Microbiologia.

Institucion: Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.

Obijetivo de la investigacion: Determinar si existe algun efecto antifingico in vitro del extracto
etandlico obtenido de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara) comparado con Nistatina, sobre un
cultivo de Candida albicans obtenido de pacientes con diagnoéstico de Estomatitis Subprotesis
que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2020.

Objetivo del Juicio de Expertos: Validez de contenido del instrumento de medicién

documentaria.
Objetivo de la prueba:

o Obtener diferentes concentraciones del extracto etandlico de vainas de Caesalpinia
spinosa (Tara).

e Evaluar la sensibilidad antifingica del extracto etandlico obtenido de vainas de
Caesalpinia spinosa (Tara).

e Evaluar grado de severidad de la Estomatitis Subprotesis segun la clasificacion de
Newton y Ostlund modificada por Kabawat M.
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Cuadro para la calificacion de los items presentes en el instrumento

DIMENSION

ITEM

SUFICIENCIA

CLARIDAD

COHERENCIA

RELEVANCIA

OBSERVACIONES

Caracteristicas
clinicas

Edad: ....... Aflos

12 3 4

123 4

123 4

Género
a. Masculino
b. Femenino

12 3 4

123 4

123 4

¢Usa protesis removible?
a. Si
b. No

Tipo de proétesis removible:
a. Total
b. Parcial

123 4

123 4

1234

¢ Presenta alguna
enfermedad sistémica?

a. Si
b. No

Si la respuesta es “Si",
indicar el nombre y tiempo de
la enfermedad

123 4

1234

1234

¢ Esta tomando algin

medicamento?

a. Si

b. No
Si la respuesta es “Si",
indicar de cada uno:

a. Nombre

b. Dosis

c. Frecuencia

d. Tiempo de uso.

123 4

123 4

12 3 4

EXAMEN CLINICO
INTRAORAL: ESTADO DE
SALUD DE LA MUCOSA
ORAL:

CLASIFICACION DE

NEWTON Y OSTLUND

MODIFICADA POR

KABAWAT M.

a. Tipo 0: Mucosa
saludable.

b. Tipo | A: Petequias en
tejido palatino normal,
usualmente se
encuentra alrededor de
los orificios de los
ductos de glandulas

mucosas palatinas.

123 4

12 3 4

12 3 4
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c. Tipo | B: Area
hiperémica localizada en
la zona protésica.

d. Tipo II: Area
generalizada de
inflamacion de la zona
protésica.

e. Tipo Ill: Superficie
palatina hiperplasica con
inflamacion en el area

protésica.

Halo de inhibicién del disco
embebido con el extracto

. etandlico de Caesalpinia
Concentraciones
spinosa (Tara) en mm:
del extracto y

- a. 12.5 mg/ml: .
sensibilidad e SR
. 25 mg/ml: . mm
antfingica 9 1234/1234(1234[123(Q)
. ¢. 50 mg/ml: . it
segun escala de
d. 100 mg/ml: .......... mm
Duraffourd y o .
Halo de inhibicion del disco
Lapraz.

de sensibilidad antifungica
de Nistatina en mm:
a. B e Mm

Grado de sensibilidad

antifingica seguin escala de

Duraffourd y Lapraz:

a. Sensibilidad Nula (-):
Menor a 9 mm.

Pl Me® 11 234/1234(1234[123 @

c. Sensibilidad Media (++):
De 15 mm a 19 mm.

d. Sumamente Sensible
(+++): Mayor o igual a 20
mm.

RESULTADOS DE LA VALIDACION:

OPINION: FAVORABLE '/ ..................... DEBE MEJORAR: . c:uiissswsssssissasissmsisisiins NO FAVORABLE
OBSERVACIONES:
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ANEXO N° 05

ANALISIS DE VALIDACION (V DE AIKEN)

item Categoria | Juez1 | Juez2 | Juez3 | Juez4 | Juez5 ,xkdeen
Suficiencia 4 3 4 4 4 0,933

1 Claridad 4 4 4 4 4 1,000
Coherencia 4 2 4 4 4 0,867
Relevancia 4 2 4 4 4 0,867
Suficiencia 4 3 4 4 4 0,933

5 Claridad 4 4 3 4 4 0,933
Coherencia 4 2 4 4 4 0,867
Relevancia 4 2 4 4 4 0,867
Suficiencia 4 4 4 4 4 1,000

3 Claridad 4 4 4 4 4 1,000
Coherencia 4 4 4 4 4 1,000
Relevancia 4 4 4 4 4 1,000
Suficiencia 4 4 4 4 4 1,000

4 Claridad 4 4 3 4 4 0,933
Coherencia 4 4 4 4 4 1,000
Relevancia 4 4 4 4 4 1,000
Suficiencia 4 4 4 4 4 1,000

5 Claridad 4 4 4 4 4 1,000
Coherencia 4 4 4 4 4 1,000
Relevancia 4 4 4 4 4 1,000
Suficiencia 4 4 4 4 4 1,000

5 Claridad 4 4 4 4 4 1,000
Coherencia 4 4 4 4 4 1,000
Relevancia 4 4 4 4 4 1,000
Suficiencia 4 4 4 4 4 1,000

7 Claridad 4 4 4 4 4 1,000
Coherencia 4 4 4 4 4 1,000
Relevancia 4 4 4 4 4 1,000
Suficiencia 4 4 4 4 4 1,000

8 Claridad 4 4 4 4 4 1,000
Coherencia 4 4 4 4 4 1,000
Relevancia 4 4 4 4 4 1,000
PROMEDIO GENERAL DE LA V DE AIKEN 0,975
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ANEXO 06

CONSTANCIA DE EJECUCION DE TOMA DE MUESTRAS EN CLAS

CENTRO DE SALUD CIUDAD NUEVA DE TACNA

REGION

>,‘( TaeNA | s mh

RE
respregesarcio | TACNA
ESTABLECIMIENTO: CENTRO DE SALUD CIUDAD NUEVA

“Afio del Bicentenario del Peri: 200 afios de Independencia”
“Decenio de la Igualdad de Oportunidades para Mujeres y Hombres"

CONSTANCIA

Se hace constar que el Bachiller de la Escuela de Odontologia de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann de
Tacna, Sefior José André Vidal Arias, identificado con Documento Nacional de
Identidad N° 70081725, realiz6 la parte clinica de su tesis titulada: “EFECTO
ANTIFUNGICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO DE
VAINAS DE Caesalpinia spinosa (TARA) COMPARADO CON DISCOS DE
SENSIBILIDAD DE NISTATINA, SOBRE UN CULTIVO DE Candida albicans
OBTENIDO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS
SUBPROTESIS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD CIUDAD NUEVA DE
TACNA EN EL ANO 2020" en el Servicio de Odontologia del CLAS Centro de
Salud Ciudad Nueva de Tacna durante el siguiente periodo: de noviembre del
2020 a marzo del 2021. demostré ser un Bachiller de la Escuela de
Odontologia con grandes cualidades, buen trato personal y capacidad de
liderazgo, eficiente y responsable.

SE EXPIDE LA PRESENTE, A PETICION DEL INTERESADO, PARA LOS
FINES QUE ESTIME POR CONVENIENTE, NO TENIENDO VALOR OFICIAL
PARA ACCION JUDICIAL CONTRA EL ESTADO.

Tacna, 21 de julio del 2021

Salud Nueva Actitud
Casimiro espejo 489 Teléfono Fax: (052) 577550-577521-577518-577472 Tacna - Peri
Correo electronico: csenueva@ m
TACNA-




ANEXO 07

CONSTANCIA DE EJECUCION DE LA PARTE EXPERIMENTAL EN EL

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

WSIDAD Ragy,
> <

Universidad Nacional “Jorge Basadre Grohmann” - Tacna 3

FACULTAD DE CIENCIAS

Escuela Académico Profesional de: Biologia-Microbiologia y Fisica Aplicada

CONSTANCIA

o8 10401

i
) Zoumann

Se hace constar que el Bachiller de la Escuela de Odontologia de la Facultad de Ciencias de
la Salud de la Universidad Jorge Basadre Grohmann de Tacna, Sefior José André Vidal Arias
con cédigo de matricula N° 2014-124013 y con documento de Identidad N° 70081725
realizd la parte experimental de su tesis titulada “EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL
EXTRACTO ETANOLICO OBTENIDO DE VAINAS DE Caesalpinia spinosa (TARA) COMPARADO
CON DISCOS DE SENSIBILIDAD DE NISTATINA, SOBRE UN CULTIVO DE Candida albicans
OBTENIDO DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE ESTOMATITIS SUBPROTESIS QUE ACUDEN
AL CENTRO DE SALUD CIUDAD NUEVA DE TACNA EN EL ANO 2020” Con fecha de enero del

2020 a mayo del 2021.

La presente se extiende a peticidn del interesado para los fines que él estime a los quince

dias del mes de junio de 2021.

Atentamente

Velarde
g ddisrobiologia

Edwin Denis Ohando Velarde

Ciudad Universitaria Av. Miraflores s/n
Apartado 316 Teléfono:052-583000 Anexo: 2102 - Fax: 2101
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ANEXO N° 08

CUADRO DE CONCENTRACIONES Y VOLUMENES PARA LA

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

CONCENT VOLUMEN VOLISJEMEN VOLUMEN CONCENT
T# RACION INICIAL LEVADURA DE CALDO RACION
INICIAL S BHI FINAL
T1 45 mg/mi 333,3 uL 300 pL 2366,7 UL 5 mg/ml
T2 45 mg/ml 360,0 uL 300 pL 23400l | 5,4 mg/ml
T3 45 mg/ml 386,7 uL 300 pL 2313,3puL | 5,8 mg/ml
T4 45 mg/mi 413,3 uL 300 pL 2286,7 pL 6,2 mg/ml
T | 15 45 mg/ml 440,0 pL 300 pL 2260,0puL | 6,6 mg/ml
R | 16 45 mg/ml 466,7 uL 300 pL 2233,3 L 7 mg/ml
Al 177 45 mg/ml 493,3 L 300 pL 2206,7uL | 7,4 mg/ml
T | 18 45 mg/ml 520,0 uL 300 pL 2180,0puL | 7,8 mg/ml
Al T9 45 mg/ml 546,7 UL 300 pL 2153,3 uL 8,2 mg/ml
M| T10 | 45mgml 573,3 uL 300 pL 2126,7uL | 8,6 mg/ml
| | T11 | 45mg/ml 600,0 uL 300 pL 2100,0 pL 9 mg/ml
E T12 45 mg/mi 626,7 uL 300 pL 2073,3 uL 9,4 mg/ml
N | T13 45 mg/mi 653,3 pL 300 pL 2046,7 pL 9,8 mg/ml
T T14 45 mg/mi 680,0 uL 300 pL 2020,0 pL 10,2 mg/ml
O 71 45 mg/mi 706,7 uL 300 pL 1993,3 uL 10,6 mg/ml
S T16 45 mg/mi 733,3 pL 300 pL 1966,7 pL 11 mg/ml
T17 45 mg/mi 760,0 uL 300 pL 1940,0 pL 11,4 mg/ml
T18 45 mg/mi 786,7 pL 300 pL 1913,3 pL 11,8 mg/ml
T19 45 mg/mi 813,3 pL 300 pL 1886,7 pL 12,2 mg/ml
T20 45 mg/mi 840,0 pL 300 pL 1860,0 pL 12,6 mg/ml
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ANEXO N° 09

ESCALA DE SENSIBILIDAD DE DURAFFOURD Y LAPRAZ

ESTATUS MEDIDAS EN
MM
Sensibilidad Nula (-), < 8mm
Sensible (+) >8mm <14mm
Muy sensible (++) >14-20mm
Sumamente Sensible (+++) > 20mm
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ANEXO 10

SECUENCIA FOTOGRAFICA

RECOLECCION DE Caesalpinia spinosa (TARA)

Fotografia N° 01: Recoleccion de vainas de Caesalpinia spinosa (Tara).

148



PREPARACION DE LA MUESTRA RECOLECTADA

Fotografia N° 02: Lavado de la muestra recolectada.

Fotografia N° 03: Secado natural de la muestra recolectada.
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Fotografia N° 05: Molienda de las vainas recolectadas.
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OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Caesalpinia spinosa

Fotografia N° 07: Llenado de la damajuana con alcohol 70° para la
maceracion.
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Fotografia N° 08: Filtrado del macerado.
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Fotografia N° 10: Envolvimiento para traslado hacia el desecador.
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Fotografia N° 11: Proceso de desecado en un Drawer Drier modelo

IC106D de la marca DIDACTA ITALIA.
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Fotografia N° 13: Raspado del extracto etandlico solidificado.
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Fotografia N° 14: Almacenamiento del extracto etandlico en un frasco de

color a&mbar.
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Fotografia N° 15: Pesado del extracto etandlico obtenido y envolvimiento

del recipiente con papel aluminio.
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RECOLECCION DE LAS MUESTRAS MICROBIOLOGICAS

Fotografia N° 16: Preparado de tubos con Caldo Infusion Cerebro Corazon

(Caldo BHI).
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Fotografia N° 17: Esterilizado del Caldo BHI en un autoclave vertical.

Fotografia N° 18: Hisopo estéril para la toma de muestra microbiolégica.
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Fotografia N° 19: Transporte de tubos de ensayo en una caja térmica.

Fotografia N° 20: Preparacion de material para la toma de muestra.

160



Fotografia N° 21: Toma de muestra microbiologica.

Fotografia N° 22: Flameado de la boca del tubo de ensayo para control de
esterilidad.
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Fotografia N° 23: Sumergido del hisopo en el caldo BHI.
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PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS RECOLECTADAS

Fotografia N° 24: Preparado del Agar Papa Dextrosa (PDA)
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Fotografia N° 25: Pesado del Cloranfenicol y preparacion de la mesa de
trabajo.

Fotografia N° 26: Primeras muestras microbiologicas recolectadas.
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Fotografia N° 27: Mezcla de Agar PDA con Cloranfenicol y preparacion de

las placas de Petri.

Fotografia N° 28: Esterilizacion de asa de Kolle para realizar la siembra.
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Fotografia N° 30: Preparacion para el trasplante en agar inclinado.
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Fotografia N° 32: Empaquetado de los viales para su incubacion.
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TINCION SIMPLE CON AZUL DE METILENO

.

Fotografia N° 33: Reconocimiento de levaduras del género Candida.
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PRUEBA DE TUBO GERMINATIVO

BN YA
Fotografia N° 34: Preparacion para centrifugado de sangre.

Fotografia N° 35: Centrifugado de sangre y obtencion de plasma humano
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Fotografia N° 36: Reconocimiento de tubo germinativo formado por

Candida albicans.
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PREPARACION DE LOS DISCOS DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA

Fotografia N° 37:

38

s
32

Fotografia N° 38: Esterilizacion de discos de sensibilidad en estufa.
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PREPARACION DE LAS CONCENTRACIONES DETERMINADAS

Fotografia N° 39: Pesado del extracto etandlico para preparacion de
concentraciones.
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Fotografia N° 41: Concentraciones listas para su aplicacion.
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PRUEBA DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA

b

s’ )

F |

Fotografia N° 42: Siembra por diseminacion.
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Fotografia N° 44: Colocacioén de los discos en sus respectivas placas.
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Fotografia N° 45: Medicion del halo de inhibicién producido por el extracto

etanolico.

Fotografia N° 46: Medicion del halo de inhibicion producido por la
Nistatina.
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mg/ml”.

Fotografia N° 48: “Placas con extracto de Caesalpinia spinosa 25 mg/ml”.

177



Fotografia N° 50: “Placas con extracto de Caesalpinia spinosa 100

mg/ml”.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Fotografia N° 51: Preparacion de solucién madre y obtencion de turbidez

similar al tubo 0.5 de la escala de McFarland.

Fotografia N° 52: Resultados de la Concentracion Minima Inhibitoria 24

horas después.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA FUNGICIDA

Fotografia N° 54: Resultados de la Concentracion Minima Fungicida 24

horas después.
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