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RESUMEN

Objetivo: Comparar la actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de
Larrea divaricata Cav. “Jarilla” y la Clorhexidina al 0.12% en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Métodos: El estudio fue experimental in vitro, se utiliz6 la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175, la cual se reactivd sembrandola en caldo Brain Heart
Infusién (BHI); una vez reactivada, se sembro en agar Muller-Hinton en 21 placas
de Petri; sobre el cual se colocé discos de papel filtro impregnados con el
extracto de la “Jarilla” con las siguientes concentraciones: 7.8 mg/ml, 15.6 mg/ml,
31.2 mg/ml, 125 mg/ml, 250 mg/ml; con clorhexidina al 0.12% (control positivo)
y con glicerina (control negativo). También se determind la Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) en caldo BHI, y en agar Nutritivo se hall6 la
Concentracion Bactericida Minima (CBM).

Resultados: El extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” al 7.8 mg/ml produjo
una media de 8.44 mm de halo de inhibicion, al 15.6 mg/ml produjo una media
de 11.8 mm de halo de inhibicién, al 31.2 mg/ml produjo una media de 12.88 mm
de halo de inhibicién, al 125 mg/ml produjo una media de 16.35 mm de halo de
inhibicion y al 250 mg/ml produjo una media de 18.26 mm; con respecto a la
clorhexidina al 0.12% produjo una media de 12.39 mm de halo de inhibicién y
con respecto a la glicerina no presenta actividad antibacteriana. La
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) fue de 0.97 mg/ml y la Concentracion
Bactericida Minima (CBM) fue de 3.90 mg/ml.

Conclusiones: El extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” a las
concentraciones de 125 mg/mly 250 mg/ml, tuvieron mejor efecto antibacteriano

que la clorhexidina al 0.12%.

Palabras Claves: Actividad antibacteriana, Larrea divaricata Cav. “Jarilla”,
clorhexidina, Streptococcus mutans.



ABSTRACT

Objective: To compare the antibacterial activity in vitro between the extract of
Larrea divaricata Cav. "Jarilla® and Chlorhexidine at 0.12% in strains of
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Methods: The study was experimental in vitro, the strain of Streptococcus
mutans ATCC 25175 was used, which was reactivated by sowing it in Brain Heart
Infusion broth (BHI); once reactivated, it was seeded on Muller-Hinton agar in 21
Petri dishes; on which filter paper discs impregnated with the extract of the
"Jarilla" were placed with the following concentrations: 7.8 mg / ml, 15.6 mg / ml,
31.2 mg/ ml, 125 mg/ ml, 250 mg/ ml; with 0.12% chlorhexidine (positive control)
and with glycerin (negative control). The Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
in BHI broth was also determined, and the Minimum Bactericidal Concentration

(MBC) was found in nutritive agar.

Results: The extract of Larrea divaricata Cav. "Jarilla" at 7.8 mg / ml produced
an average of 8.44 mm of inhibition halo, at 15.6 mg / ml produced an average
of 11.8 mm of inhibition halo, at 31.2 mg / ml produced an average of 12.88 mm
of inhibition halo, at 125 mg / ml produced an average of 16.35 mm of inhibition
halo and at 250 mg / ml produced an average of 18.26 mm; with respect to
chlorhexidine at 0.12%, it produced an average of 12.39 mm of inhibition halo,
and with respect to glycerin it does not present antibacterial activity. The
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was 0.97 mg / ml and the Minimum

Bactericidal Concentration (MBC) was 3.90 mg / ml.

Conclusions: The extract of Larrea divaricata Cav. "Jarilla" at concentrations of
125 mg / ml and 250 mg / ml, had better antibacterial effect than chlorhexidine at
0.12%.

Key Words: Antibacterial activity, Larrea divaricata Cav. "Jarilla", chlorhexidine,

Streptococcus mutans.
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INTRODUCCION

La caries es una enfermedad infecciosa y transmisible de los dientes, que se
caracteriza por la desintegracion progresiva de sus tejidos calcificados, debido a
la accion de microorganismos sobre los carbohidratos fermentables
provenientes de la dieta. Como resultado se produce la desmineralizacion de la
porcion mineral y la disgregacion de su parte organica, referentes

consustanciales de la dolencia.l

El principal microorganismo que da inicio y progresion a la caries dental es el
Streptococcus mutans ya que produce acido lactico, acido propionico, acido
formico cuando metabolizan carbohidratos fermentables como sacarosa,
glucosa y fructuosa. Estos acidos circulan a través de la placa dental hacia el
esmalte poroso disociandose y liberando hidrogeniones, los cuales disuelven
rapidamente el mineral del esmalte, generando calcio y fosfato, los cuales, a su

vez, difunden fuera del esmalte (desmineralizacién dentaria).?

La clorhexidina, como enjuague, tiene un excelente efecto antibacteriano contra
los Streptococcus mutans;® es genotoxico para las células epiteliales a medida
que aumenta la duracién de uso.* Por este motivo numerosos trabajos de
investigacion estan proponiendo el uso de productos naturales por sus
propiedades antibacterianas frente a los Streptococcus mutans.>%78 Seguln la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), més del 80% de la poblacion mundial
utiliza algan tipo de medicina alternativa o la fitoterapia que tiene como definicion
el uso de plantas naturales con fines terapéuticos.® En ese sentido el Per( es un
pais privilegiado ya que posee una gran variedad de especies vegetales con
propiedades medicinales.’® Asi como en toda América, de hecho, algunos

estudios sefialan propiedades de plantas para problemas en especifico.!

La planta Larrea divaricata Cav. “Jarilla” contiene propiedades antibacterianas,
antimicéticos, antiinflamatorios y antitumorales.'? Sin embargo, sus propiedades

y su relevancia clinica en el uso odontologico no han sido estudiadas.

Por lo tanto, el propésito del presente estudio es comparar la actividad
antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea divaricata Cav. Jarilla y la

clorhexidina al 0.12% en cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
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CAPITULOI:

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2004 declar6 que las
enfermedades bucodentales, como la caries dental, es un problema de salud
de alcance mundial que afecta a los paises industrializados y, cada vez con
mayor frecuencia, a los paises en desarrollo, en especial entre las
comunidades mas pobres. Al anunciar las conclusiones del informe mundial
sobre salud bucodental, la OMS ha declarado que se estima que cinco mil
millones de personas en el planeta han sufrido caries dental. «En todo el
mundo se considera que la pérdida de dientes es consecuencia natural del
envejecimiento, pero, en realidad, puede prevenirse». «Existe la idea de que
la caries dental ha dejado de ser un problema en los paises desarrollados,
cuando en realidad afecta a entre el 60% y el 90% de la poblacion escolar y
a la gran mayoria de los adultos. La caries dental es también la enfermedad
bucodental mas frecuente en varios paises asiaticos y latinoamericanos.»'3
En abril del 2012 sefialo la OMS que, en términos mundiales, entre el 60%
y el 90% de los nifios en edad escolar y cerca del 100% de los adultos tienen

caries dental, a menudo acomparfiada de dolor o sensacién de molestia. 4

En México se publicé en el 2004 una investigacién sobre la relacién que
existe entre los niveles de Streptococcus mutans y caries dental; en este
estudio se determind la prevalencia de caries dental en un grupo de nifios
escolares de edades entre 10-13 afios que pertenecen a una escuela de la
zona urbana de la ciudad de Zacatecas, se demostré cuantitativamente que
existe una relacion entre la presencia de un numero alto de unidades
formadoras de colonia de S. mutans y la presencia de caries dental, se
estimé la prevalencia para este grupo con un valor del 56%, que la presencia
de caries es proporcionalmente mayor en el grupo de nifias y la acumulacion
de la placa sumada a la presencia de una cantidad importante de S. mutans
en saliva representan un factor de riesgo para el desarrollo de caries

dental.?®

En el afio 2012 se publica una revision sistemética de 32 articulos cuyo
objetivo era evidenciar la relacion que existe entre la presencia de

Streptococcus mutans y caries dental; el estudio parece ser concluyente en



gue la presencia de Streptococcus mutans esta relacionada con altos
indices de caries y, en consecuencia, puede ser un factor de riesgo para la

aparicion de nuevas lesiones cariosas.®

Es evidente que el Streptococcus mutans que causa la caries dental sigue

siendo un problema de salud oral, asi lo evidencian los multiples estudios.

El antiséptico mas empleado para prevenir y combatir a los Streptococcus
mutans causantes de la caries dental y la formacién de placa, es la

clorhexidina.

En el afio 1997 Joel y Miguel demuestran que el cepillado mas la
clorhexidina tiene mejor efecto antiplaca que solo usar la clorhexidina

individualmente del cepillado.’

En el aflo 1999 Camejo realizd6 un estudio para establecer el efecto
antibacteriano de tres enjuagues bucales (sanguinaria, compuesto fendlico
y gluconato de clorhexidina) sobre Streptococcus mutans en la cual se
puede evidenciar al gluconato de clorhexidina (Peridex) como el Unico
enjuague bucal que tuvo efecto antibacteriano sobre los Streptococcus

mutans.18

En el afio 2006, investigaciones realizadas por Modesto y Drake, muestran
gue la inhibicion importante del crecimiento de Streptococcus mutans y la
incapacidad siguiente de crecer como placa bacteriana en presencia de
sacarosa ocurria después de un régimen de exposicion escalonado a

clorhexidina inicialmente y luego a xilitol.*°

En el 2007 Naverac y Col. hacen un articulo breve sobre la revision
bibliografica de los antimicrobianos presentes en los colutorios, su
efectividad en el control de placa y sus indicaciones, para que el higienista
conozca perfectamente los productos disponibles y pueda aconsejar a los
pacientes que demanden su ayuda; en la cual sefiala que una de las
ventajas principales de la clorhexidina, es que, tiene efecto en disminuir la

gingivitis en un 45% y la placa dental en un 50-55% el cual presenta efecto



inhibidor significativo en la actividad de las enzimas proteoliticas que

generan caries dentinaria.?®

Sin embargo, la clorhexidina esta catalogada como un agente téxico con
reacciones adversas que pueden perjudicar la salud del paciente con un uso

prolongado y desmedido.*?!

Los cientificos en la actualidad promueven el uso de la fitoterapia o medicina
natural; este es el caso de Larrea divaricata, mas conocido como “Jarilla
hembra”, el cual se encuentra ampliamente distribuido en el noroeste, centro
y sudeste de Argentina asi como también en las regiones aridas del Peru
propios de la costa de los departamentos de Ica, Arequipa (circunscritas en
el valle de Majes) y Moquegua; tiene propiedades antibacterianas,

antimicoticos, analgésicas, antiinflamatorias, antioxidantes y antitumorales.

12,22,23,24,25

Entonces la principal bacteria que da inicio y progreso de la caries dental, es
el Streptococcus mutans.?® EL antiséptico mas empleado en los tratamientos
odontolégicos que posee gran efectividad frente a este microorganismo, es
la clorhexidina.??® La planta Larrea divaricata Cav. “Jarilla” posee

propiedades antibacterianas.
1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Existira diferencia en la actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de
Larrea divaricata Cav. “Jarilla” y la clorhexidina al 0.12% en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 251757

1.3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.3.1. Objetivo general

- Comparar la actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” y la Clorhexidina al 0.12% en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.



1.3.2. Objetivos especificos

- Determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y la
Concentracion Minima Bactericida (CMB) in vitro del extracto de
Larrea divaricata Cav. “Jarilla” en cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

- Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” a las concentraciones de 7.8 mg/ml, 15.6
mg/ml, 31.2 mg/ml, 125 mg/ml y 250 mg/ml en cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175.

- Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de la clorhexidina al 0.12%

en cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
1.4. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION
1.4.1. Importancia de la investigacion

En trabajos de investigacion precedentes a ésta, se han demostrado que
las plantas medicinales tienen principios activos con propiedades
antibacterianas que pueden ser utilizados para el control del
Streptococcus mutans causantes del inicio y progreso de la “caries
dental”’; la planta medicinal en estudio, también tiene propiedades
antibacterianas, asi lo sefalan los antecedentes y las pruebas piloto

previas a la investigacion.

Esta investigacion es importante porque pretende demostrar que el
extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” posee actividad antibacteriana
frente al Streptococcus mutans. Por muchos afios se ha empleado la
clorhexidina al 0.12% debido a su alta efectividad contra los
Streptococcus mutans, asi mismo este antiséptico tiene sus limitaciones

en cuanto a su uso, debido a sus reacciones adversas.

Esta investigacion permitird ampliar la visién en la practica odontol6gica
ya que se requiere descubrir y aplicar otras soluciones naturales para el

tratamiento antibacteriano contra los Streptococcus mutans y de esa



manera prevenir la caries dental, problema tan relevante en nuestra

sociedad.
1.4.2. Viabilidad de la investigacion

La presente investigacion fue viable porque se conté con los recursos

necesarios para su realizacion:
1.4.2.1. Recursos humanos

- Investigador : Bach. Adolfo Barcena Pfara
- Asesor : Mg. Wilbert Calizaya Chiri

1.4.2.2. Recursos financieros

El presente trabajo de investigacion fue financiado, en su totalidad, por

el investigador.
1.4.2.3. Recursos de materiales

- Mandilén blanco.

- Barbijo.

- Guantes clinicos.

- Gorro clinico.

- Lentes.

- Soporte universal.

- Pinzas para el soporte universal
- Olla

- Base para la cocina eléctrica (mayodlica)
- TermoOmetro ambiental.

- Mortero y pistilo.

- Platos descartables.

- Cuchara analitica.

- Probeta de 10, 100 y 250 ml.

- Beaker de 50, 250 ml.

- Piseta con agua destilada.

- Matraz de 125 ml.



Espatula de yeso.

Espatula de cera.

Bagueta.

Tubos de ensayo mediano.
Tubos de ensayo pequefios.
Gradillas blancas grandes.
Tripode.

Rejilla de asbesto.

Mecheros.

Encendedor.

Placas de Petri.

Asa de Kolle.

Set de micropipetas.

Pinzas de algodon.

Cristal violeta.

Solucion de lugol.

Alcohol acetona.

Safranina.

Aceite de inmersion.

Porta laminas.

Porta objeto.

Papel aluminio.

Papel kraft.

Pabilo.

Hisopos.

Papel filtro lento y rapido WHATMAN.
Algodon.

Frascos de vidrio color caramelo de 250 ml.
Gasa.

Guantes quirurgicos.

Hojas de la “Jarilla”.

Alcohol de 70°.

Cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Caldo Brain Heart Infusion (BHI).
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- Agar Mitis Salivarius.
- Agar Nutritivo.

- Agar Muller Hinton.

- Alcohol de 96°.

1.4.2.4. Recursos de equipos

- Estufa

- Equipo de Soxhlet.

- Cocina eléctrica.

- Balanza analitica

- Equipo de destilacion.
- Autoclave.

- Refrigeradora.

- Incubadora.

- Microscopio.

- Camara digital.
1.4.2.5. Recursos institucionales

- Universidad Alas Peruanas Filial - Arequipa.

- GenLab del Pera S.A.C. Tecnologias para la vida.
1.5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Esta investigacion no presento limitaciones debido que todo el material e

instrumentos (recursos) fueron asequibles.
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2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

No existe ningun archivo, tesis, articulo, publicacion e investigacion sobre
la comparacion de la actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de
Larrea divaricata Cav. “Jarilla” y la Clorhexidina al 0.12% en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175; pero, si existen investigaciones que

hablan referentes al tema de esta investigacion:
2.1.1. Antecedentes Internacionales

Catiana Zampini Iris, Cudmani Norma, Isla Maria Inés, ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DE PLANTAS MEDICINALES ARGENTINAS SOBRE
BACTERIAS ANTIBIOTICO-RESISTENTES, ARGENTINA 2007: Esta
investigacion demostré que los extractos alcohdlicos de L. divaricata, L.
cuneifolia, y S. aphylla (tres de las once especies de plantas ensayadas)
fueron las mas activas con CIM < 200 ug/mL ocasionando diametros de
halos de inhibicion en un rango de 1,5 a 2,5 cm sobre las siguientes
bacterias: E. Coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, E. cloacae, S. marcescens,

M. morganii, A. baumannii, P. aeruginosa, S. maltophilia.??

Davicino Roberto, Aida Mattar Maria, Casali Yolanda Angelina, Correa
Silvia Graciela, Pettenati Elisa Margarita y Micalizzi Blas, ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS DE PLANTAS USADAS EN MEDICINA
POPULAR EN ARGENTINA 2007: A través de esta investigacion se hizo
un estudio de 10 extractos de plantas utilizadas en la medicina popular en
Argentina en la actividad antifungica in vitro contra 4 cepas de hongos. Se
demuestra que el extracto con mayor efecto antifingico fue el extracto
etandlico de Larrea divaricata, la cual tiene un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de S. cereviceae (CIM de 2,5 mg/ml), C. albicans (CIM de 20
mg/ ml) y A. niger (CIM de 120 mg/ml).%

Stege PW, Davicino RC, Vega AE, Casali YA, Correa S, Micalizzi B.
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS ACUOSOS DE
LARREA DIVARICATA CAV (JARILLA) CONTRA HELICOBACTER
PYLORI, ARGENTINA 2006: Los resultados de esta investigacion

muestran que los extractos a base de Larrea divaricata Cav. Tuvieron una
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actividad inhibitoria de 0.04-0.1 mg/l contra cepas de H. pylori. Estos
resultados apoyan el uso popular de Larrea divaricata Cav. en las
alteraciones gastricas y promueven nuevas investigaciones para
caracterizar estos compuestos con un potencial terapéutico contra las

ulceras gastricas y el cancer gastrico asociado a H. pylori.?°

Romero Cintia Mariana, Vivacqua Cristian German, Abdulhamid Maria
Belén, Baigori Mario Domingo, Slanis Alberto Carlos, Gaudioso de Allori
Maria Cristina, Tereschuk Maria Laura; ACTIVIDAD DE INHIBICION DE
BIOFILM DE PLANTAS MEDICINALES TRADICIONALES DEL
NOROESTE DE ARGENTINA CONTRA PATOGENOS NATIVOS Y
MICROORGANISMOS AMBIENTALES, ARGENTINA 2016: El objetivo
de este estudio fue investigar las actividades antimicrobianas, anti-biofilm
y de adhesion celular de plantas nativas (Larrea divaricata, Tagetes
minuta, Tessaria absinthioides, Lycium chilense y Schinus fasciculatus)
recolectadas en el noroeste de Argentina frente a 2 cepas bacterianas
(Bacillus licheniformis y Staphylococcus sciuri); pero concentrandonos en
la actividad antibacteriana de Larrea divaricata, esta planta presenté una
CIM para Bacillus licheniformis de 250 pg/ml y para Staphylococcus sciuri

de 31.25 pg/ml segln la tabla N° 2 de este articulo.*®

Gomez-Cansino Rocio, Guzman-Guitierrez Silvia, Campos-Lara Maria
Guadalupe, Espitia-Pinzon Clara Ines, Reyes-Chilpa Ricardo;
COMPUESTOS NATURALES DE LAS PLANTAS MEDICINALES
MEXICANAS COMO MEDICAMENTOS POTENCIALES PARA LAS
DROGAS ANTI-TUBERCULOSIS, MEXICO 2017: Los autores de este
articulo desarrollaron una busque segura de los compuestos naturales de
plantas medicinales mexicanas como posibles farmacos antituberculosos;
dentro de esta extensa busqueda bibliografica de libros publicados,
articulos y fuentes electronicas de informacion como Pubmed (Medline) y
la base de datos BADEPLAM; se halla que la “Jarilla” tiene un efecto
antituberculoso con una CIM de 50 pg/ml.3!

Hapon MV, JJ Boiteux, MA Fernandez, G Lucero, MF Silva, PH Pizzuolo,
EFECTO DE COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN
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EXTRACTOS DE PLANTAS ARGENTINAS EN EL CRECIMIENTO
MICELIAR DEL FITOPATOGENO BOTRYTIS CINEREA PERS.
ARGENTINA 2017: El objetivo de este trabajo fue estudiar el valor
potencial de cuatro extractos de plantas nativas de Argentina y alguno de
sus compuestos fendlicos como biofarmacos sobre B. cinerea. En esta
investigacién Se utilizaron extractos acuosos de cuatro especies nativas
argentinas, Larrea divaricata, Prosopis strombulifera, Tessaria
absinthioides y Schinus molle var. areira. En conclusion, los extractos de
P. strombulifera y T. absinthioides no inhibieron el crecimiento miceliar
mientras que S. molle lo estimulo. Larrea divaricata demostré una
inhibicion superior al 50% con concentraciones de 100 mg/mL de su

extracto vegetal.®?
2.1.2. Antecedentes Nacionales

No existe antecedentes Nacionales.
2.1.3. Antecedentes Locales

Cuba Ventura Veronica, Saavedra Sanchez Marylia Alejandrina,
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DE LOS
EXTRACTOS DE LARREA DIVARICATA CAV. “JARILLA” FRENTE A
CEPAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS Y STREPTOCOCCUS
PYOGENES, AREQUIPA 2011: El extracto etandlico de Larrea divaricata
Cav. “Jarilla” a la concentracion de 125 pg/ml para Staphylococcus aureus
produjo un halo de inhibicién de 30 mm, una CIM de 7.8 mg/ml y una CBM
de 15.6 mg/ml; y para Streptococcus pyogenes a la concentracion de 125
pug/ml del extracto de la “Jarilla” produjo un halo de inhibicion de 27 mm,
una CIM de 15.6 mg/ml y una CBM de 31.3 mg/ml; también se muestra el
procedimiento para extraer el extracto etandlico de Larrea Divaricata Cav.
“Jarilla” por Soxhlet, en la presente investigacion también se emplea el
mismo meétodo de extraccion por Soxhlet, que fue aplicado para el

antibiograma frente a los Streptococcus mutans.33

12



2.2. BASES TEORICAS

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

Fitoterapia

Se define como la ciencia que estudia el uso de los productos de origen
vegetal con finalidad preventiva y de tratamiento. La fitoterapia actual se
considera una terapéutica suave, no agresiva, que utiliza principalmente
productos con actividad moderada, con margenes terapéuticos
relativamente amplios; se considera especialmente util en el tratamiento

de afecciones leves o moderadas, y afecciones crénicas.3
Planta medicinal

Es aquella que tiene propiedades terapéuticas; es un recurso, cuya parte
0 extractos se emplean como drogas en el tratamiento de alguna afeccion.
El conocimiento empirico acerca de las plantas medicinales y sus efectos
curativos se acumul6 durante milenios y posteriormente pasoé a ser parte
integral de sistemas y tradiciones curativas, la cantidad de plantas con
propiedades curativas es tal que nadie puede dominar la totalidad del

conocimiento de esta materia.3®
Larrea

El género Larrea, con 5 especies en América, solo una para el Perd
(Larrea divaricata Cav. “Jarilla”) propio de la costa de los departamentos

de Ica, Arequipa (circunscrita al Valle de Majes) y Moquegua.®

2.2.3.1. Especies

En América se encuentran cinco especies, las cuales se conocen como
jarillas:36
Larrea ameghinoi (jarilla rastrera).
- Larrea nitida (jarilla fina o jarilla de la sierra)
- Larrea divaricata (jarilla hembra).
- Larrea cuneifolia (jarilla macho).
- Larrea tridentada, conocida como wamis (ubicada al norte de

México).
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2.2.4. Larrea divaricata Cav. “Jarilla”
2.2.4.1. Clasificacion taxonémica

Para la clasificacion taxondmica de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” se

tomd en cuenta la clasificacion segin Engler:3’

Reino: Plantae

Subreino: Embriofitas

Division: Embriofitas  sifonégamas, espermatofitas,
antofitas

Subdivision: Angiospermas

Clase: Dicotiled6neas

Subclase: Arquiclamideas

Orden: Geraniales

Familia: Zygophyllaceae

Género: Larrea

Especie: Larrea divaricata Cav.

Nombre Vulgar:  Jarilla, Yarrilla, Varrilla

2.2.4.2. Etimologia

Larrea: nombre genérico que fue nombrado en honor de Juan Antonio
Hernandez Pérez de Larrea un clérigo espafiol, nacido en Villar del
Salz el 30 de septiembre de 1730, amigo de la ciencia, que fue dean del

cabildo de Zaragoza y obispo de Valladolid.®®

Divaricata: Epiteto latino que significa "extendida".3°
2.2.4.3. Descripcion botanica

Larrea divaricata Cav. “Jarilla” es una planta fanerégama de la familia
Zygophyllaceae, arbustiva anual de tallos lefiosos, cilindricos y
resinosos; florece de octubre a fines de noviembre y alcanza hasta casi

2 metros de altura.*°
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Figura N° 1: Larrea divaricata Cav. “jarilla”!?

Hojas: Bifoliadas (con dos foliolos soldados en la base) de color
verde.

Fruto: Velloso en forma de capsula con 5 mericarpos
indehiscentes, por el color blanco grisaceo tiene el aspecto de un
copo de algodon.

Flores: Actinomorfas o zigomorfas, hermafroditas, solitarias o
encimas, tetrameras o pentdmeras, estambres entre 8,10 y 15;
presentan ovario supero 3,5y 12 locular con 2 o0 mas 6vulos por
I6culos, estilo simple; estigma entero o cinco lobulado y son de color

amarillo.?t

Figura N° 2: Hojas, frutos y flores de Larrea divaricata Cav.

“Jarilla™?
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2.24.4.

2.2.4.5.

Figura N° 3: Hojas, frutos y flores de Larrea divaricata Cav.
“Jarilla”.
Fuente:http://www.floramendocina.com.ar/clase_3/larrea_divari
cata_7283.html

Habitat

Original de América del Sur, ubicadndose en la costa de los

departamentos de Ica, Arequipa y Moguegua.*?
Usos tradicionales

- Tradicionalmente se ha utilizado en casos de resfriado, varicela,
diarrea, dolor, problemas menstruales y picaduras de serpientes.

- Por via externa se ha utilizado como antiinflamatorio en el
tratamiento de las contusiones, especialmente en caso de
hematomas, asi como para estimular el crecimiento del cabello.

- Antirreumatico, emenagogo, desodorante pédico.

- Antirresfrio, anticatarral, antigripal, expectorante.

- Atiinflamatorio, dermopatico, febrifugo, oxitécico, insecticida,
antiodontélgico, antitusivo.

- Paratratar y prevenir venas varicosas.

- Curar callos y hongos.*?
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2.2.4.6.

2.2.4.7.

Usos cientificamente comprobados

Antiinflamatoria durante los procesos artriticos.
Antioxidante

Fungicida.

Actividad analgésica.

Antitumoral.

Antibacteriana.?

Contraindicaciones

Presenta una muy baja toxicidad, en concentraciones mayores al 3%
durante consumos prolongados -como conservante de alimentos-
genera quistes en zona cortical y medular del riion. No debe ser
consumido en periodos de embarazo, lactancia, pacientes de
hepatitis o nifios pequenios.

A dosis elevadas se ha relacionado con la cirrosis hepatica, el cancer
y los quistes renales. No debe tomarse durante mucho tiempo sin
indicacion profesional. No se recomienda en el embarazo y la
lactancia; ademas, esta planta puede tener algun efecto reductor de

la fertilidad.?

2.2.4.8. Dosis recomendada

No ha sido suficientemente documentada para uso interno.
Se emplea las hojas en cocimiento (30g/l) para uso externo, en
forma de bafios tibios (hemorroides y transpiracion fétida de pies), 2

veces al dia.12

2.2.5. Extraccién del principio activo

La extraccion es una técnica de purificacion y separacion, para separar

una sustancia de una mezcla soélida o liquida mediante el uso de un

solvente. Los extractos son una buena forma de aprovechar las bondades

medicinales de una planta, existen métodos de extraccion cuyo objetivo

es que a partir del material vegetal y la adicion de un solvente adecuado
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se logre extraer el principio activo, metabolitos primarios, secundarios,

pigmentos entre otros con los que pueda contar una planta. 43

La extraccion puede clasificarse:

m

METODOS

EXTRACTIVOS

m

<m

Disolventes

Figura N° 4: Clasificacién de métodos de extraccion.*?
2.2.5.1. Extraccion por Soxhlet

Es un sistema cerrado y que permite el flujo del solvente en ciclos. Los
equipos de soxhlet constan de tres partes: un reservorio de solvente en
la parte inferior, el cual es un baldén, donde se coloca el solvente
extractor y se somete a ebullicién. La segunda parte es un soporte para
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el material vegetal el cual se coloca empaquetado en papel filtro.
Finalmente se tiene un refrigerante o condensador el cual recibe los
vapores del solvente que vienen desde el balén y los condensa para
hacer gotear el solvente sobre el material vegetal. Cuando el soporte
gue mantiene el material vegetal se llena de solvente recién destilado,
se activa un siféon que hace que el extracto formado pase al balon donde
continua en ebullicion. Cada llenada del solvente en el soporte de
muestra es un ciclo y pueden repetirse varios ciclos de extraccion hasta

el agotamiento de la muestra.*

Figura N° 5
1. Balon: Reservorio
de solvente.
2. Sifon: Soporte para
el material vegetal.
3. Refrigerante o]
condensador
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2.2.6. Clorhexidina
2.2.6.1. Descripcién

La clorhexidina es una molécula bicatiénica simétrica, es un dimero
proguanil por lo que se dice que es una bisguanida, conectada por una
cadena central hexametileno. En cada extremo se enlaza un radical
paraclorofenil (2 anillos 4 clorofenil), resultando su nombre completo:

paraclorofenilbiguanida. 446

hexamethylene

0 ¢

HN NH
biguanide HN >_ NH HN 44 NH  biguanide
NH HN

HN NH

Cl Cl
4-chlorophenyl 4-chlorophenyl

Figura N° 6: Estructura de la clorhexidina®’

Este compuesto es una base fuerte dicationica a pH superior a 3.5 con
dos cargas positivas en cada extremo del puente hexametileno. Es esta
naturaleza dicationica que la hace extremadamente interactiva con los
aniones, lo que es relevante para su eficacia, seguridad, efectos
secundarios colaterales y dificultad para formularla en productos.
Aunque es una base, la clorhexidina se mantiene més estable en forma
de sal y la preparaciéon mas comun es la sal de digluconato por su alta

solubilidad en agua.*®

Clorhexidina fue desarrollada en la década de los 40 por Imperial
Chemical Industries en Inglaterra, por cientificos que realizaban estudios

sobre la malaria. Los investigadores fueron capaces de desarrollar
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2.2.6.2.

compuestos denominados polibiguanidas, que demostraron tener
amplio espectro antibacteriano; sali6 al mercado en 1954 como
antiséptico para heridas de la piel, posteriormente se usé en medicina y
cirugia. En odontologia se utilizé inicialmente como antiséptico bucal y
en tratamientos de endodoncia. El estudio definitivo que introdujo la
clorhexidina en el mundo de la periodoncia fue realizado por Loe y
Schiott en 1970, demostrando que un enjuague de 60 segundos dos
veces al dia con solucion de gluconato de clorhexidina al 0,2% en
ausencia de cepillado normal, inhibia la formacién de placa y

consecuentemente, desarrollo de gingivitis.4°46:48-50
Propiedades

Clorhexidina es un eficaz antiséptico de amplio espectro frente a
microorganismos de la placa bacteriana. Su accion es rapida y mantiene
su efecto durante largo periodo, liberandose en forma gradual por
difusion en la cavidad oral hasta por 24 horas, segun vaya disminuyendo
la concentracion de clorhexidina en la saliva, evitando asi la posible
recolonizacion bacteriana en cavidad oral. Debido a su carga positiva,
se adsorbe, durante el enjuague oral, en la superficie de los dientes,
placa y mucosa oral, que tienen una carga neta negativa, formando un
sistema de liberacion sostenida. La Clorhexidina actua a distintos
niveles: Elimina la estructura de la placa bacteriana existente, inhibe la
adhesion de proteinas muco-salivares, inhibe la formacién de nueva
placa bacteriana y destruye microorganismos responsables de
formacion de placa dental. En bajas concentraciones es bacteriostatica
y en las elevadas es bactericida. La baja absorcion de clorhexidina es
un factor en su baja toxicidad. Se metaboliza en el organismo,
absorbiéndose débilmente por la mucosa del tracto digestivo,
eliminandose por las heces el 90% del farmaco absorbido y el resto lo
hace por orina. No se acumula en el organismo ni se metaboliza en

sustancias lesivas.*>49

La clorhexidina se usa, en la mayoria de casos, para tratamiento de

enfermedades periodontales; al actuar como agente bacteriostatico o
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2.2.6.3.

bactericida, actuando sobre bacterias cariogénicas. La clorhexidina es
el agente antimicrobiano bucal mas usado, efectivo e investigado en
eliminar o disminuir el Streptococos mutans en procesos dependientes

de este microorganismo.>?

La clorhexidina 0.12% presenta efecto inhibidor significativo en la

actividad de las enzimas proteoliticas que generan caries dentinaria.>3

Investigaciones realizadas muestran que la inhibicion importante del
crecimiento de Streptococcus mutans y la incapacidad siguiente de
crecer como placa bacteriana en presencia de sacarosa ocurria después
de un régimen de exposicion escalonado a clorhexidina inicialmente y

luego a xilitol .18

Se ha reportado también que los barnices de clorhexidina son capaces
de reducir los niveles de Streptococcus mutans, Porphyromonas
gingivalis y la gingivitis, mejorando la salud oral del paciente.®3

Mecanismo de accidn

Clorhexidina se une fuertemente a la membrana celular bacteriana, lo
gue a bajas concentraciones produce aumento de la permeabilidad con
filtracibn de componentes intracelulares incluido el potasio (efecto
bacteriostatico). En concentraciones altas produce precipitacion del
citoplasma bacteriano y muerte celular (efecto bactericida). En boca se
adsorbe rapidamente a las superficies de contacto, incluidos los dientes
con pelicula adquirida, proteinas salivales y a la hidroxiapatita. Los
depositos de clorhexidina se forman por la interaccion reversible de la
molécula de clorhexidina con grupos fosfato, sulfato y carboxilo de los
tejidos blandos y duros. La clorhexidina adsorbida se libera
gradualmente en 8-12 horas en su forma activa. Después de 24 horas
aun pueden recuperarse concentraciones bajas de clorhexidina, lo que
evita la colonizacion bacteriana durante ese tiempo. Su pH Optimo se
encuentra entre 5.5 y 7.0; en funcién de éste ejerce su accion frente a
diferentes bacterias. Con un pH entre 5.0 y 8.0, es activa frente a

bacterias Gram positivas y Gram negativas. Los estreptococos orales
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transportan azucares a través del sistema fosfoenolpiruvato
fosfotransferasa. La clorhexidina incluso en baja concentracién, inhibe
este sistema; esto podria explicar el hecho de que, a bajas
concentraciones, clorhexidina puede reducir la produccién de acido a
partir de glucosa por estreptococos orales sin afectar su viabilidad

celular.4548

La clorhexidina previene la formacion de placa por medio de los

siguientes pasos:*®

- Bloguea grupos de acidos libres de las glicoproteinas salivales
(mucinas), que forman la pelicula adquirida que permitira la
formacion de placa bacteriana, siendo ésta su primera capa, no
permitiendo la formacion de la misma.

- La carga ibnica positiva de la clorhexidina atrae a la superficie
microbiana de carga negativa, para lo que contribuye el pH del
medio, que es neutro o0 basico, permitiendo a los microorganismos
unirse a las moléculas de clorhexidina y no se adhieran a la pelicula
adquirida. La clorhexidina actia sobre la membrana de
microorganismos produciendo cambios electroforéticos que actian
sobre las bacterias produciendo precipitacion de iones potasio y
fosfato. A mayor concentracion de clorhexidina se produce una
precipitacion plasmatica de los microorganismos, causandoles la
muerte, lo que le confiere efecto bactericida.

- La clorhexidina también destruye la placa formada al competir con el
ion calcio, factor coadyuvante de la formacion y crecimiento de placa
bacteriana que actia como molécula de enlace que permite a las
bacterias fijarse a la pelicula adquirida sin impedimentos. Cuando la
clorhexidina se une al i6n calcio, impide la unién del mismo a las
bacterias.

- A altas concentraciones la clorhexidina produce tras unirse a la pared
bacteriana, cambios electroforéticos que causan precipitacion

citoplasmatica que conlleva la muerte celular.
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2.2.6.4. Presentaciones

La clorhexidina se puede encontrar en diversas presentaciones, asi

tenemos: 46

- Colutorios: es la mas utilizada, su forma de presentacion comuan es
en solucién al 0.12% para enjuagues de 15 ml durante 30 segundos
y al 0.2% para enjuagues de 10 ml.

- Dentifricos: es dificil formular la clorhexidina en una pasta dental.

- Geles: en comparacion con el colutorio, el gel muestra mayor control
en la inflamacién gingival debido a mayor adherencia a la superficie
dental y mucosa; su uso no solo se justificaria en el control de
enfermedad periodontal, sino también como antiséptico de accion
localizada.

- Barnices: El barniz de clorhexidina presenta eficacia probada en la
reduccion de Streptococcus mutans. Ademas, se reducen los
efectos secundarios como alteraciones del gusto y el sabor amargo,
asi como la ausencia de lesiones mucosas al cefiirse la aplicacion a
la superficie dentaria disminuyendo el contacto con superficies
mucosas.

- Aerosoles: Presentacion mas usada en pacientes con discapacidad
fisica y psiquica, por la comodidad de aplicacion por parte de
familiares.

- lIrrigaciones: Con irrigaciones pulsatiles al 0.06% soélo se obtienen
resultados transitorios con ventaja de ser agradable para el paciente.
La irrigacion del surco gingival con agua reduce el numero de
microorganismos, al adicionar agentes antimicrobianos se consigue
disminuir ain mas el nUmero de microorganismos.

- Chicles con clorhexidina: se ha demostrado su eficacia
consiguiendo reduccion significativamente mayor de indices de
placa y gingivitis que los chicles placebo y similares resultados a 2
enjuagues diarios con clorhexidina. A demas los chicles presentan

ventaja de producir menor tincién en dientes y superficies orales.
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2.2.7. Streptococcus mutans
2.2.7.1. Clasificacion

Esta especie bacteriana presenta la siguiente clasificacion

taxondmica:>*

DOMINIO : Bacterias

PHYLIUM : Firmicutes

CLASE : Bacilli

ORDEN : Lactobacillales
FAMILIA : Streptococcaceae
GENERO : Streptococcus
ESPECIE : Streptococcus mutans

2.2.7.2. Streptococcus mutans y grupo mutans

La especie Streptococcus mutans se ubica dentro de un conjunto de
bacterias denominado “Grupo Mutans”, los cuales presentan diversidad
genética, antigénica y bioquimica; también, comparten rasgos
fenotipicos como fermentacion del manitol y sorbitol, produccion de
glucanos extracelulares a partir de sacarosa, ciertos morfotipos
coloniales al ser cultivados en agar con sacarosa y la induccién de caries
a partir del consumo de carbohidratos (sobre todo sacarosa) por parte

del huésped.>®

El grupo mutans esta conformado por las siguientes especies: S.
mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S. downei, S. macacae y S.
ferus. La primera diferenciacion de las distintas cepas se efectud a partir
de su perfil de produccion de bacteriocinas; posteriormente se encontrd
gue existian ocho grupos seroldgicos en las especies del grupo mutans.
Los dos grandes subgrupos presentan respectivamente los serotipos
c/elf (correspondiente a S. mutans) y d/g (S. sobrinus). Las especies del
grupo mutans predominantes en la boca de la mayoria de los sujetos
corresponden al S. mutans, mientras que el S. sobrinus aparece en

menos individuos y en cantidades menores.>®

25



2.2.7.3.

2.2.7.4.

El Streptococcus mutans presenta el serotipo ¢, que es el mas frecuente
en la colonizacion inicial, que se produce en funcién de caracteristicas

particulares de la saliva de cada individuo.57:58
Descripcion

S. mutans es un coco Gram positivo, que se dispone en pares o cadenas
cortas; es anaerobio o aerobio facultativo, ya que para desarrollarse
necesita medios enriquecidos y ambientes de microaerofilia o
anaerobiosis, con una tension de CO:2 al 10%. Posee los polisacaridos
antigénicos definidos para los serotipos c, e y f, siendo el serotipo c el

mas predominante de la cavidad oral en humano.5%-61

-t

Figura N° 7: Streptococcus mutans.

Fuente: http://www.microbiologybook.org/fox/newgram4.jpg
Estructura celular

El Streptococcus mutans tiene una pared celular gruesa, ésta se
compone de peptidoglicano (mureina) y acidos teicoicos que impiden la
lisis osmadtica del protoplasto celular y le confieren rigidez y forma.
Presenta proteinas fijjadoras de glucanos, que intervendrian en la
adhesién a la pelicula adquirida, cuando en ella existen glucanos
adsorbidos, y en los procesos de agregacion bacteriana. Posee
proteinas parietales superficiales, que pueden liberarse al medio en el

curso de crecimiento bacteriano, y se comportan como adhesinas; son
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2.2.7.5.

conocidas como antigenos I/ll, y medirian la adhesién a la pelicula
adquirida en ausencia de glucanos en su superficie y la coagregacion
con otras bacterias. El papel que desempefian sus fimbrias y acidos
lipoteicoicos en los procesos de adhesion a tejidos del hospedador y en
los de agregacion bacteriana es controvertida. El S. mutans se compone
de ADN circular y tiene por lo menos tres estrechamente relacionados,
pero diferentes pldsmidos. Los tamafios de estos plasmidos son
similares, de aproximadamente 5,6 kilobases (kb). Estos son
importantes para S. mutans debido a sus funciones, incluyendo la
resistencia a ciertos antibidticos o metales pesados; la produccion de
bacteriocina y la inmunidad, las vias catabdlicas de accesorios y los
mecanismos para la conjugacibn como las actividades de

transferencia.>9-62
Factores de virulencia

Los factores de virulencia son los que promueven la colonizacién e
invasion en tejidos, haciendo que las bacterias alcancen altos niveles de
poblacion antes que se vean limitadas por la respuesta del hospedero.

En el caso del S. mutans, tenemos los siguientes:®?

- Acidogenicidad: S. mutans es capaz de fermentar diversos
azucares, particularmente manitol y sorbitol. En medios ricos en
carbohidratos se genera acido lactico como producto final del
metabolismo, el cual se ha asociado con el origen de caries.

- Aciduricidad: es la tolerancia al acido, que le permite mantener
una capacidad glicolitica a niveles bajos de pH (pH 4.4), donde el
crecimiento de otras especies esté inhibido.

- Acidofilicidad: S. mutans puede resistir la acidez del medio
bombeando protones (H+) fuera de la célula.

- Sintesis de polisacaridos extracelulares: A partir de Ila
fermentacion de hidratos de carbono, principalmente de la
sacarosa, el S. mutans puede sintetizar polisacaridos extra
celulares como glucanos (dextran y levan) y fructanos, que

promueven la adherencia selectiva y acumulacién de un amplio
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namero de estreptococos cariogénicos en los dientes, ademas de
aumentar la porosidad y dimension de la matriz de la placa dental.
Esto permite una mayor difusién de sustrato a través de la superficie
del esmalte, se produce un descenso de los valores de pH en capas
mas profundas de la placa y se favorece el desarrollo de la caries.
- Sintesis de polisacéaridos intracelulares: como el glucégeno, que
puede ser degradado por dextranasas, fructanasas y
glucégenofosforilasas. Sirve como reserva alimenticia y mantiene la
produccion de &cido durante largos periodos aun en ausencia de

consumo de azucar.

2.2.7.6. Habitat

2.3.

El principal hospedador del S. mutans es la boca del hombre, puede
desarrollarse en temperaturas que van desde 18 a 40 °C. Coloniza
especialmente las superficies duras de la cavidad oral (esmalte o
cemento); se han obtenido también aislamientos a partir de heces
humanas. ElI S. mutans induce lesiones cariosas tanto de superficies
lisas, de fosas y fisuras, como en zonas interproximales y cemento
radicular. A nivel extraoral, el S. mutans estd relacionado con

endocarditis subagudas y raramente con otros procesos patolégicos.>®
DEFINICION DE LOS TERMINOS BASICOS

- In vitro: Producido en el laboratorio por métodos experimentales-¢4

- Extracto: Producto sélido o espeso obtenido por evaporacion de un
zumo o de una disolucién de sustancias vegetales o animales.®*

- Principios activos: son sustancias que se encuentran en las distintas
partes u oOrganos de las plantas y que alteran o modifican el
funcionamiento de érganos y sistemas del cuerpo humano y animal.5

- Inocular: Introducir en un organismo una sustancia que contiene los
gérmenes de una enfermedad.®*

- Bacteriostatico: Que impide la proliferacion de bacterias.%

- Bactericida: Que destruye las bacterias.®
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Concentracion: Magnitud que expresa la cantidad de una sustancia por
unidad de volumen, y cuya unidad en el sistema internacional es la mol
por metro ctbico (mol/m3).64

Concentracién Inhibitoria Minima (CIM): Es la medida de la
sensibilidad de una bacteria a un antibiotico. Es la minima cantidad de
antimicrobiano que es capaz de impedir el crecimiento de un
microorganismo en unas condiciones normalizadas. Para llevarlo a cabo
es necesario utilizar cepas control (de referencia) con el fin de que los
resultados sean reproducibles y comparables.®

Concentracion Bactericida Minima (CBM): Es la minima cantidad de
antibiotico capaz de destruir el 99,9% de una muestra inoculada en
condiciones estandarizadas.%

Inhibicién: Disminucion o detencion de las funciones normales de una
parte del organismo por medios mentales o quimicos.%

Aerdbio: Microorganismo que vive y crece en presencia de oxigeno libre.
Los aerobios se dividen en aerobios facultativos y aerobios obligados.®
Gram positivo: Que conservan el color violeta de la tincion que se utiliza
en el método de Gram. para tefiir microorganismos.%

Actividad antibacteriana: La actividad antimicrobiana se define como
la capacidad de matar, inhibir y/o inactivar microorganismos, impedir su
proliferaciéon y/o impedir su accién patégena.®®

Extracto hidroalcéholico: Alcohol puro de 96 grados y plantas. Los
extractos pueden actuar como insecticidas, fungicidas y repelentes,
dependiendo de la planta que uno utiliza para su elaboracion. La funcion
del alcohol es de extraer las sustancias, o las propiedades, de las
plantas. A este tipo de extracto de alcohol con agua, se le llama una
tintura.%8

Cepas: Conjunto de microorganismos derivados de las mdltiples
divisiones de una célula inicial.®”

ATCC: Son siglas del American Type Culture Collection una
organizacién encargada de la adquisicion, autenticacion, produccion,
conservacion, desarrollo y distribucion de los microorganismos de

referencia estandar.%8

29



CAPITULO Il

HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA
INVESTIGACION
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3.1. FORMULACION DE LA HIPOTESIS PRINCIPAL Y DERIVADAS

3.1.1. Hipotesis principal

Es probable que la obtencion y aplicacion del extracto de Larrea divaricata

Cav. “Jarilla” posean actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

3.1.2. Hipotesis derivada

Es probable que el extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” posea

actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de Streptococcus mutans

ATCC 25175 diferente a la clorhexidina al 0.12%.

3.2. VARIABLES; DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL

Variables Indicadores | Naturaleza Escqlq Eje
medicién
7.8mg/ml
Extracto de la 9
Larrea 15.6 mg/ml
. . . 31.2 mg/ml Cualitativa Ordinal
Independientes: divaricata Cav.
. A 125 mg/mi
Sustancias Jarilla
. . 250 mg/ml
antimicrobianas
Gluconato de
clorhexidina al 0.12% Cualitativa Ordinal
0.12 %
Depend.lfzntes: ., Diametro del
Accidn Accion o ,
) i ) ) ) Halo de Cuantitativa Razoén
antibacteriana in antibacteriana .,
vitro inhibicion
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CAPITULO IV:

METODOLOGIA
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4.1. DISENO METODOLOGICO

4.1.1. Tipo de estudio

La investigacion es de tipo experimental porque se aplicé el extracto de

Larrea divaricata Cav. “Jarilla” sobre cepas de Streptococcus mutans

para establecer su capacidad antibacteriana.

4.1.2. Disefio de investigacion

4.1.2.1.

4.1.2.2.

4.1.2.3.

4.1.2.4.

De acuerdo ala temporalidad

Transversal: Porque la informacion se obtuvo de una Unica medicién a

las 48 horas.
De acuerdo al lugar de recoleccion de datos

Laboratorial: El estudio fue in vitro y se desarrollé en los laboratorios de

la Universidad Alas Peruanas Filial - Arequipa.
De acuerdo al momento de la recoleccion

Prospectivo: Ya que se obtuvo informacion a medida que se iba

desarrollando la investigacion.
De acuerdo ala finalidad investigativa

Relacional - Comparativo: Porque se estudio la influencia de la variable
independiente (extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla”) sobre una
variable dependiente (diametro del halo de inhibicién del Streptococcus
mutans ATCC 25175), también se comparé con el efecto de la
Clorhexidina al 0.12% de acuerdo al didmetro del halo de inhibicion del
Streptococcus mutans ATCC 25175.

4.2. DISENO MUESTRAL

Para la presente investigacion se ha trabajado con 21 placas de Petri; cada

placa de Petri fue dividido para las concentraciones de la “Jarilla”, la

clorhexidina al 0.12% y la glicerina.
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4.2.1. Criterios de inclusién

- Cepa liofilizada de “Streptococcus mutans” ATCC 25175.
- Extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla”.

- Gluconato de clorhexidina al 0.12%.
4.2.2. Criterios de exclusion.

- Medios de cultivos contaminadas con otros microorganismos.

- Antibiograma en Agar Mitis Salivarius.
4.3. TECNICA DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica que se empled en la presente investigacion fue la observacién
laboratorial, y el instrumento que se utilizé para la recoleccién de los datos

fue una ficha de recoleccion de datos. (Véase ANEXO N° 1)
4.3.1. Procesamiento del material vegetal
4.3.1.1. Obtencién de la planta

La planta Larrea divaricata Cav. “Jarilla” fue recolectada el 21 de agosto
del 2017 en horas de la tarde en las laderas de Central — Aplao, Region
Arequipa. La identificacion taxonomica de la planta fue realizada por el
herbario de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de San
Agustin (UNSA), Arequipa-Peru. (véase ANEXO N° 2)

4.3.1.2. Estabilizacién

La planta recolectada fue lavada para eliminar residuos (polvo), luego las
hojas fueron seleccionadas y dispuestas en bandejas de papel aluminio
para ser sometidas a calor seco a temperatura de 80 °C en una estufa

por un periodo de 15 minutos y asi evitar la acciéon enzimatica.*3

4.3.1.3. Molienda y empaquetamiento

Se procedio a la pulverizacion con la ayuda de un mortero y pistilo hasta
la obtencion de particulas uniformes luego se procedié a pesar 10 g de
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hojas pulverizadas de Larrea divaricata Cav. “Jarilla”, y se empaqueto
en papel filtro.*® (Véase ANEXO N° 3)

4.3.2. Método de obtencion del extracto
4.3.2.1. Extraccion por Soxhlet

El empaquetado de los 10 g fue colocado en el sifén del equipo extractor;
seguidamente en el balon del equipo extractor se colocé 250 ml del
solvente indicado (etanol 96°) procediéndose a armar el equipo. Se
coloco el bal6n a bafio maria a una temperatura de 78 °C por un periodo
de 16 horas, hasta que el solvente haya agotado toda la muestra del
cartucho (12 ciclos), finalmente se procedi6 a desarmar el equipo
enfriandolo previamente y asi obteniéndose el extracto etandlico. Este

procedimiento se realizé 3 veces. (Véase ANEXO N° 4)
4.3.2.2. Determinacion del Rendimiento de la Extraccién

El porcentaje de rendimiento de extraccion (%RE) o el porcentaje de
soélidos solubles, se fundamenta en determinar la diferencia de peso al

evaporar el solvente del extracto obtenido.** (Véase ANEXO N° 5)
4.3.2.3. Procedimiento

Se llevo los extractos al equipo de destilacion obteniéndose un extracto
casi seco, estos extractos se colocaron en vasos de precipitado
previamente rotulados y se llevé a bafio maria hasta sequedad total, para
finalmente ser pesados para determinar su porcentaje de rendimiento
por diferencia de peso. El porcentaje de rendimiento se determina

mediante la siguiente ecuacion:*

%RE = Peso de Extracto seco X 100

Peso de las hojas secas
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4.3.3. Preparacion del material microbiolégico
4.3.3.1. Obtencién del Streptococcus mutans

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 se obtuvo del
laboratorio GenLab del Pert S.A.C. Tecnologia para la vida (Véase
ANEXO N° 6), también proporcionaron el protocolo de bioseguridad
para la manipulacién de las cepas (Véase ANEXO N° 7) y se realizo las

evaluaciones con el extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla”.
4.3.3.2. Activacion de las cepas bacterianas

La cepa estandar ATTC (American Type Culture Collection) 25175
Streptococcus mutans liofilizada se mantuvo en condiciones de
refrigeracion (2-8 °C); se reactivo utilizando un tubo de ensayo mediano
con medio de cultivo de caldo BHI (Brain Heart Infusion), en la cual se
procedié a sembrar la cepa y se incubd a 37°C por 24 horas; para su
reproduccién, se repico (en una placa de Petri) en agar Mitis Salivarius
y también se llevé a la incubadora por 24 horas, a partir de las colonias
desarrolladas en este medio se realizo la coloracion de Gram para
constatar su pureza y se extrajo 4 a 5 colonias para la escala de
McFarland. (Véase ANEXO N° 8)

4.3.3.3. Coloracion Gram

- Se coloco una azada de bacterias sobre una lamina portaobjetos
limpia.

- Se dej6 secar a temperatura ambiente, con la finalidad de que el
material no sea arrastrado durante el proceso de tincion.

- Se colocé la lamina sobre un soporte de tincion y fue cubierta con
solucion de cristal violeta por 1 min. Luego se procedio a lavar la
lamina con agua de cafio.

- Se cubrio la lamina con lugol durante 1 min. Y se procedio a lavar.

- Se sostuvo la lamina entre el pulgar y el indice y se bafio la
superficie con el colorante Acetona-Alcohol hasta no arrastrar mas

colorante violeta (10 segundos).
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- Se cubrio la superficie de la lamina con Safranina por 1 min. y se
lavo.

- Se observé al microscopio a 40 x y posteriormente a 100x con aceite
de inmersién, evidenciandose colonias Gram-positivos agrupadas
en cadenas y pares lo que nos indica que son colonias de
Streptococcus mutans. (Véase ANEXO N° 9)

4.3.4. Evaluacion de la actividad antibacteriana
4.3.4.1. Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
A. Método de la dilucion en caldo

Esta prueba se basé en la sensibilidad del microorganismo, se realizé
diluciones seriadas del extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” en
caldo BHI, después se agrego la suspension bacteriana estandarizada
de Streptococcus mutans ATCC 25175 para determinar la
concentracion del extracto que inhibe el crecimiento bacteriano.”
(Véase ANEXO N° 10)

B. Preparacién del extracto madre

Se prepard una solucion madre con 2.5 g de Larrea divaricata Cav
“Jarilla” en 10 ml de glicerina, lo que nos da una concentracibn madre
de 250 mg/ml.”*

C. Preparacion del in6culo

El indculo debe contener una concentracion de 108 UFC/ml; para ello se
utilizé un asa de Kolle estéril se toco las superficies de 4 a 5 colonias
gue han sido aisladas en agar Mitis Salivarius. Se sumergi6é con el asa
de Kolle en 10 ml de caldo BHI descargando todo el material bacteriano
y luego se retiré el asa. La turbidez del medio fue semejante a la del
tubo N° 0.5 de la escala de McFarland, la cual equivale, a una

concentracion de 108 UFC/ml."t

Se coloco en la estufa a 37°C por 24 horas.
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D. Preparacién de las diluciones

Para la dilucién se necesité una concentracion de 10 UFC/ml, para ello
se procedié a realizar una dilucién de 1:100 del in6culo ya preparado
(108 UFC/ml). Es decir, se puso en un tubo de ensayo 9.9 ml de caldo

BHI y después se agregd 0.1 ml de la concentracién de 108 UFC/ml."t

- Se coloc6 a cada tubo 1 ml de caldo BHI (12 tubos).

- Al tubo N°1 se afiadi6 1 ml del extracto, se mezclo y retird 1ml; y
este ml se afiadio al tubo N°2.

- Del tubo N°2 se retiré 1 ml y se afiadio al tubo N°3 y se mezclé.

- Del tubo N°3 se retir6 1 ml y se afadir al tubo N°4 y se mezclé y asi
sucesivamente hasta el tubo N°10.

- Eltubo N°11 solo contiene caldo BHI (Control Negativo).

- El tubo N°12 solo contiene caldo BHI y suspensién bacteriana
(Control Positivo).

- Se afadié a cada tubo 1 ml del inéculo de concentracion 108
UFC/ml.

- Se Incubd los tubos por 24 horas a 37°C.

- Se Observo la turbidez de los tubos para hallar el punto de ruptura.

- Los tubos de la izquierda son claros (indica que el desarrollo
bacteriano ha sido inhibido por la concentracion del extracto); los
tubos de la derecha son turbios (indica que el desarrollo bacteriano

no ha sido inhibido por la concentracion del extracto).
4.3.4.2. Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM)
A. Método de dilucion en placa

Este método determiné que, a la menor concentracion de la sustancia
en investigacion, produce la muerte de mas del 99.9% de las bacterias
en estudio. (Véase ANEXO N° 11)
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a) Procedimiento

- Se procedié a sembrar en placas con agar nutritivo todos

aguellos tubos en los cuales no se observa turbidez.
- Seincubo a 37°C por 24 horas.

- Se observo el crecimiento bacteriano en las placas, luego se

procedi6 a indicar el punto de ruptura.
4.3.4.3. Determinacion de la sensibilidad antimicrobiana
A. Método de difusiéon en discos (Kirby — Bauer)

El principio basico de este método consiste en que el disco impregnado
con el antibidtico entra en contacto con la superficie himeda del agar,
el agua es absorbida por el papel de filtro y el antimicrobiano se difunde
hacia el medio circundante. Para ello antes de que se procediera a
ejecutar la sensibilidad antimicrobiana, se realiz6 una prueba piloto.
(Véase N° ANEXO 12) Una vez halladas los resultados con la prueba

piloto, se ejecutd el propdsito de esta investigacion.”t (Véase ANEXO
N° 13)

a) Preparacion de los discos

Se elaboraron discos de papel filtro Whatman de aproximadamente
6 mm de diametro, con un perforador, los cuales fueron esterilizados
en la autoclave por 15 minutos a 121°C, posteriormente fueron

almacenados en una placa de Petri previamente esterilizado.’*

b) Inoculacion de los discos

Una vez esterilizados y con la ayuda de una placa de Petri estéril,
los discos fueron impregnados con las diferentes concentraciones
del extracto Larrea divaricata Cav. “Jarilla”, la clorhexidina al 0.12%

(control positivo) y la glicerina (control negativo).
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c) Preparacion para determinar la sensibilidad antibacteriana

Se prepar6 21 placas de Petri con contenido de agar Muller-Hinton,
el cual se sometid a un control de esterilidad por incubacién a 37°C
por 24 horas. Luego fueron sembradas con el inéculo preparado de
la suspension de la bacteria en estudio equivalente a 108 UFC/ml
con la ayuda de un hisopo estéril en forma horizontal de derecha a
izquierda, en forma vertical de arriba hacia abajo, en el sentido de
las agujas del reloj y en contra del sentido de las agujas del reloj,
teniendo la precaucion de no dejar algun espacio sin suspension y

luego se dej6 secar la siembra por 5 minutos.

En cada placa de Petri se colocé cinco discos impregnados con las
diferentes concentraciones de los extractos de Larrea divaricata
Cav. “Jarilla” (7.8 mg/ml, 15.6 mg/ml, 31.2 mg/ml, 125 mg/ml y 250
mg/ml), un disco con clorhexidina al 0.12% (control positivo) y un
disco con glicerina (control negativo) con la ayuda de una pinza
estéril (en total se colocaron 7 discos en cada placa de Petri), se

llevo a incubacion a 37°C por 48 horas.

Se efectud la lectura del diametro de los halos de inhibicién
alrededor del disco que contiene los extractos y la clorhexidina, la
lectura se realizé desde el exterior de la tapa y se anot6 en la ficha
de recoleccion de datos, para ello se emple6 una regla milimetrada
Vernier. (Véase ANEXO N° 14)

4.4. TECNICAS ESTADISTICAS PARA EL PROCESAMIENTO DE LA
INFORMACION

Para el procesamiento de los datos estadisticos se utilizo el software
estadistico SPSS Version 19.0 del cual se us6 ANOVA con un nivel de
significancia del 5% (0.005).

4.5. ASPECTOS ETICOS

Para la presente investigacion no se consideran los aspectos éticos puesto

gue es un trabajo in vitro.
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CAPITULO V:

RESULTADOS Y DISCUSION
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5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO

TABLA N°1

Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” sobre

cepas de S. mutans

N° de tubos control
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 + -
Caldo BHI 1ml Iml 1ml 1mi 1ml 1ml 1ml 1ml 1mi 1ml 1ml 1mi
Extracto de Larrea
divaricata Cav. Iml iml Iml 1ml 1ml Iml Iml Iml 1ml Iml / /
“Jarilla”.
In6culo 108 UFC/mI 1ml Iml 1ml 1mi 1ml Iml Iml Iml 1mi Iml Iml /
Concentracion del
extracto en mg/ml 125 62.5 31.3 15.6 7.8 3.9 1.95 0.98 0.49 0.24 / /
Turbidez S. mutans - - - - - - - - + + + -
CIM 0.98

Interpretacion:

Para la determinacion de la CIM se empled el método de dilucidén en caldo BHI (Infusion cerebro-corazon). En la tabla N° 1 se
observa que el extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” frente a Streptococcus mutans tiene una CIM de 0.98 mg/ml la cual

representa actividad antibacteriana a menor concentracion.
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TABLA N° 2

Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM)

de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” sobre cepas de S. mutans

Tubo/Placa 5 6 7 8
Streptococcus NC NC C C
mutans
CBM 3.9
mg/ml

NC: No creci6

C: Creci6

Interpretacién:

Para la determinacion de la CBM se empled el método de dilucion en
placa.

En la tabla N° 2 se observa que la CBM del extracto de Larrea divaricata
Cav. “Jarilla” es de 3.9 mg/ml indicando que a esa concentracién produce

la muerte del Streptococcus mutans en mas del 99.9%.
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TABLA N° 3

Actividad antibacteriana in vitro de la clorhexidina al 0.12% en

cepas de Streptococcus mutans

CLORHEXIDINA HALO

(0.12%) (mm)

Media Aritmética 12.39
Desviacion Estandar 1.13
Halo Minimo 10.5
Halo Méximo 14.0
Total 21

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:

En la tabla N° 3 se muestra la actividad antibacteriana de la clorhexidina

a una concentracion de 0.12%, sobre las cepas de Streptococcus mutans.

Como se puede observar de los resultados obtenidos, el halo inhibitorio
formado fue en promedio de 12.39 mm, ademas este oscilé entre un valor

minimo de 10.5 y lleg6 hasta un valor maximo de 14.0 mm.
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GRAFICON° 1

Actividad antibacteriana in vitro de la clorhexidina al 0.12% en

cepas de Streptococcus mutans

Media Aritmética
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TABLA N° 4

Actividad antibacteriana in vitro del extracto de Larrea

divaricata Cav. “Jarilla” en cepas de Streptococcus mutans

HALO DE INHIBICION

GRUPO DE
ESTUDIO Media Desviacion Halo Halo
Aritmética Estandar Minimo Maximo
Jarilla 7.8 mg/ml 8.44 1.22 6.9 10.5
Jarilla 15.6 mg/mli 11.08 1.52 8.5 13.6
Jarilla 31.2 mg/ml 12.88 1.50 11.0 15.8
Jarilla 125 mg/ml 16.35 0.90 15.0 18.5
Jarilla 250 mg/ml 18.26 0.75 17.2 204

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:

En la Tabla N° 4 se muestra la actividad antibacteriana del extracto de
Larrea divaricata Cav. “Jarilla”, en las diferentes concentraciones

probadas sobre cepas de Streptococcus mutans.

Los resultados obtenidos nos permiten definir que, para una
concentracion de 7.8 mg/ml, el halo inhibitorio fue en promedio de 8.44
mm; respecto a la concentraciéon de 15.6 mg/ml, el halo correspondi6 a
11.08 mm; la concentracion de 31.2 mg/ml, tuvo un halo de 12.88 mm; en
relacion a la concentracion de 125 mg/ml, el halo que se formé fue 16.35
mm vy, finalmente, para la concentracion de 250 mg/ml, el halo que se
evidencio fue de 18.26 mm. Entonces, de acuerdo a estos valores, las
mayores concentraciones de extracto de la “Jarilla” tuvieron los halos de

inhibicion mas grandes.
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GRAFICO N° 2

Actividad antibacteriana in vitro del extracto de Larrea

divaricata Cav. “Jarilla” en cepas de Streptococcus mutans

arilla 7.8 Jarilla 15.6
| mg/ml

Jarilla 31.2
mg/ml

Jarilla 125
mg/ml
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TABLA N°5

Actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” de 7.8 mg/ml y la clorhexidina al 0.12 %

en cepas de Streptococcus mutans

GRUPO ESTUDIO

HALO INHIBICION

Clorhexidina Jarilla
(0.12%) (7.8 mg/ml)
Media Aritmética 12.39 8.44
Desviacion Estandar 1.13 1.22
Halo Minimo 10.5 6.9
Halo Méaximo 14.0 10.5
Total 21 21

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:

En la tabla N° 5 se compara la actividad antibacteriana de la clorhexidina
al 0.12% con el de “Jarilla” en una concentracion al 7.8 mg/ml sobre cepas

de Streptococcus mutans.

Respecto a la clorhexidina, se puede observar que formé un halo de
inhibicion promedio de 12.39 mm, mientras que, para el extracto de la
“Jarilla”, su halo formado correspondié a 8.44 mm; es decir, el halo de
inhibicion de la clorhexidina fue mayor que el formado por el extracto de

la “Jarilla” en esta concentracion.
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GRAFICO N° 3

Actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” de 7.8 mg/ml y la clorhexidina al 0.12 %

en cepas de Streptococcus mutans

12.39

Clorhexidina Jarilla 7.8 mg/ml
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TABLA N° 6

Actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” de 15.6 mg/ml y la clorhexidina al

0.12 % en cepas de Streptococcus mutans

GRUPO ESTUDIO

HALO INHIBICION

Clorhexidina Jarilla
(0.12%) (15.6 mg/ml)
Media Aritmética 12.39 11.08
Desviacion Estandar 1.130 1.52
Halo Minimo 10.5 8.5
Halo Méaximo 14.0 13.6
Total 21 21

Fuente: Matriz de datos

Interpretacién:

En tabla N° 6 se compara la actividad antibacteriana de la clorhexidina al 0.12%
con el extracto etandlico de la “Jarilla” en una concentracion al 15.6 mg/ml sobre

cepas de Streptococcus mutans.

Respecto a la clorhexidina, se puede observar que formd un halo de inhibicidn
promedio de 12.39 mm, mientras que, para el extracto de “Jarilla”, su halo
formado correspondié a 11.08 mm; el halo de inhibicion de la clorhexidina fue
ligeramente mayor que el formado por el extracto etanélico de la “Jarilla” a esta

concentracion.
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GRAFICO N° 4

Actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” de 15.6 mg/ml y la clorhexidina al

0.12 % en cepas de Streptococcus mutans

12.39

Clorhexidina

51



TABLA N° 7

Actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” de 31.2 mg/ml y la clorhexidina al

0.12 % en cepas de Streptococcus mutans

GRUPO ESTUDIO

HALO INHIBICION

Clorhexidina Jarilla
(0.12%) (31.2 mg/ml)
Media Aritmética 12.39 12.88
Desviacion Estandar 1.13 1.50
Halo Minimo 10.5 11.0
Halo Méximo 14.0 15.8
Total 21 21

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:

En la tabla N° 7 se compara la actividad antibacteriana de la clorhexidina al
0.12% con el extracto de “Jarilla” en una concentracion al 31.2 mg/ml sobre

cepas de Streptococcus mutans.

Respecto a la clorhexidina, se puede observar que formd un halo de inhibicién
promedio de 12.39 mm, mientras que, para el extracto de la “Jarilla”, su halo
formado correspondié a 12.88 mm; entonces el halo de inhibicion de la
clorhexidina fue ligeramente menor que el formado por el extracto de la “Jarilla”

en esta concentracion.
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GRAFICON° 5

Actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea

divaricata Cav. “Jarilla” de 31.2 mg/ml y la clorhexidina al

0.12 % en cepas de Streptococcus mutans

Clorhexidina Jarilla 31.2
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TABLA N° 8

Actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” de 125 mg/ml y la clorhexidina al

0.12 % en cepas de Streptococcus mutans

GRUPO ESTUDIO

HALO INHIBICION

Clorhexidina Jarilla
(0.12%) (125 mg/ml)
Media Aritmética 12.39 16.35
Desviacion Estandar 1.13 0.90
Halo Minimo 10.5 15.0
Halo Méaximo 14.0 18.5
Total 21 21

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:

En la tabla N° 8 se compara la actividad antibacteriana de la clorhexidina al
0.12% con el extracto de la “Jarilla” en una concentracion al 125 mg/ml sobre

cepas de Streptococcus mutans.

Respecto a la clorhexidina, se puede observar que formd un halo de inhibicién
promedio de 12.39 mm, mientras que, para el extracto de la “Jarilla”, su halo
formado correspondié a 16.35 mm; entonces el halo de inhibicion de la
clorhexidina fue mucho menor que el formado por el extracto de la “Jarilla” en

esta concentracion.
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GRAFICO N° 6

Actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” de 125 mg/ml y la clorhexidina al

0.12 % en cepas de Streptococcus mutans

16.35

Jarilla 125
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TABLA N° 9

Actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” de 250 mg/ml y la clorhexidina al

0.12 % en cepas de Streptococcus mutans

GRUPO ESTUDIO

HALO INHIBICION

Clorhexidina Jarilla
(0.12%) (250 mg/ml)
Media Aritmética 12.39 18.26
Desviacion Estandar 1.13 0.75
Halo Minimo 10.5 17.2
Halo Méaximo 14.0 20.4
Total 21 21

Fuente: Matriz de datos

Interpretacién:

En la tabla N° 9 se compara la actividad antibacteriana de la clorhexidina al
0.12% con el extracto de la “Jarilla” en una concentracion al 250 mg/ml sobre

cepas de Streptococcus mutans.

Respecto a la clorhexidina, se puede observar que formo6 un halo de inhibicion
promedio de 18.26 mm, mientras que, para el extracto de la “Jarilla”, su halo
formado correspondi6 a 16.35 mm; entonces el halo de inhibicion de la
clorhexidina fue mucho menor que el formado por el extracto de la “Jarilla” en

esta concentracion.
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GRAFICON° 7

Actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea

divaricata Cav. “Jarilla” de 250 mg/ml y la clorhexidina al

0.12 % en cepas de Streptococcus mutans

Clorhexidina Jarilla 250 mg/ml
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5.2. ANALISIS INFERENCIAL

TABLA N° 10

Prueba de analisis de varianza para comparar la actividad
antibacteriana in vitro de las concentraciones del extracto de

Larrea divaricata Cav. “Jarilla” sobre el Streptococcus mutans

, Valor Grados de Significancia
HALO DE INHIBICION Estadistico | Libertad P
Jarilla 7.8 mg/ml
Jarilla 15.6 mg/ml
0.000
Jarilla 31.2 mg/ml 220.024 100
(P <0.05)
Jarilla 125 mg/ml
Jarilla 250 mg/ml

En la comparacién llevada a cabo de la actividad antibacteriana sobre las cepas
de Streptococcus mutans de las diferentes concentraciones del extracto de
Larrea divaricata Cav. “Jarilla” (Tabla N° 4), se aplico la prueba estadistica de
Andlisis de Varianza, que compara mas de dos medias aritméticas y nos permite

establecer si las diferencias entre los grupos de estudio son o0 no significativas.

Como se aprecia, segun la prueba estadistica aplicada, las diferencias
encontradas fueron significativas, por tanto, podemos colegir que a mayor
concentracion del extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla”, es mayor la

actividad antibacteriana sobre cepas de Streptococcus mutans.
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TABLA N° 11

Pruebat de Student para comparar la actividad antibacteriana
de la clorhexidina al 0.12% con las concentraciones del
extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” sobre el

Streptococcus mutans

CLORHEXIDINA Valor Grados de Significancia
(0.12%) Estadistico | Libertad P
, 0.000
Jarilla 7.8 mg/ml 118.123 41
(P <0.05)
_ 0.003
Jarilla 15.6 mg/ml 9.922 41
(P <0.05)
_ 0.239
Jarilla 31.2 mg/ml 1.431 41
(P =0.05)
_ 0.000
Jarilla 125 mg/ml 157.077 41
(P < 0.05)
_ 0.000
Jarilla 250 mg/ml 391.062 41
(P < 0.05)

En la comparacion llevada a cabo de la actividad antibacteriana entre la
clorhexidina al 0.12% con las diferentes concentraciones del extracto de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” (Tablas N° 5, 6, 7, 8 y 9), se aplicé la prueba estadistica
t de Student, que compara dos medias aritméticas y nos permite determinar si la

diferencia encontrada es, o por el contrario no, significativa.

Como se aprecia, segun la prueba estadistica aplicada, la diferencia encontrada
entre la clorhexidina al 0.12% y la “Jarilla” al 7.8 mg/ml y 15.6 mg/ml fueron
significativas, por tanto, a estas concentraciones la clorhexidina tuvo una mejor

actividad antibacteriana que la “Jarilla”.
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Comparando la clorhexidina al 0.12% con la concentracion de “Jarilla” al 31.2%,
la diferencia encontrada no fue significativa, es decir, ambos fueron igual de
eficaces respecto a su actividad antibacteriana sobre cepas de Streptococcus

mutans.

Respecto a la clorhexidina al 0.12% frente a la “Jarilla” en sus concentraciones
de 125 mg/mly 250 mg/ml, las diferencias encontradas fueron significativas, por
lo que podemos concluir en este caso que la “Jarilla” tuvo mejor efecto

antibacteriano que la Clorhexidina.
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5.3. COMPROBACION DE HIPOTESIS
5.3.1. Hipotesis principal

Es probable que la obtencion y aplicacion del extracto de Larrea divaricata
Cav. “Jarrilla” posean actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de

Streptococcus mutans ATCC 25175.
Conclusion

De acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla N° 10), procedemos a
aceptar la hipétesis principal, puesto se ha demostrado que el extracto de
Larrea divaricata Cav. tuvo actividad antibacteriana, siendo mejor a

concentraciones mayores.
5.3.2. Hipotesis derivada

Es probable que el extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarrilla” posea
actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de Streptococcus mutans

ATCC 25175 diferente a la clorhexidina al 0.12%.

Regla de decision

SiP2=0.05 No se acepta la hipoétesis.
SiP<0.05 Se acepta la hipotesis.
Conclusion

Tomando en cuenta los resultados obtenidos (Tabla N° 11), procedemos
a aceptar la hipétesis derivada, pues queda demostrado que la “Jarilla” a
concentraciones de 7.8 y 15.6 mg/ml fue menos efectiva que la
clorhexidina, sin embargo, a concentraciones de 125 mg/mly 250 mg/ml,

el extracto fue mejor.
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5.4. DISCUSION

En la presente investigacion de tipo experimental se busc6 comparar la
actividad antibacteriana in vitro entre el extracto de Larrea divaricata Cav.
“Jarilla” y la Clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175; para ello se realizé concentraciones de 7.8 mg/ml, 15.6
mg/ml, 31.2 mg/ml, 125 mg/ml y 250 mg/ml del extracto de las hojas de
Larrea divaricata Cav. “Jarilla”; se utilizé la clorhexidina a una concentracion
de 0.12% que nos sirvié como control positivo y también se usé la glicerina
como control negativo, sobre Streptococcus mutans “ATCC 25175,

Aun no se refieren estudios sobre la actividad antibacteriana de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” frente a los Streptococcus mutans, pero si de
estudios farmaco-quimicos donde se demuestra que esta especie vegetal
presenta denominados compuestos fendlicos que le da las propiedades
antibacterianas frente a: H. pylori, E. Coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, E.
cloacae, S. marcescens, M. morganii, A. baumannii, P. aeruginosa, S.
maltophilia, S. cereviceae, C. albicans, Bacillus licheniformis,
Staphylococcus sciuri, B. cinérea, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes; este trabajo de investigacion también ha demostrado que el
extracto etandlico de las hojas de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” a las
concentraciones ya mencionadas, presenta propiedades antibacterianas ya
gue genero halos de inhibicion frente a la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175 (Gram +) y a las concentraciones de 125 mg/ml y de 250
mg/ml fue mayor al de los halos de inhibicién que generd la clorhexidina al
0.12%.
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CONCLUSIONES

PRIMERO:

La Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) in vitro del extracto de Larrea
divaricata Cav. “Jarilla” sobre las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
fue de 0.97 mg/ml. y la Concentracion Minima Bactericida (CMB) in vitro del
extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” sobre las cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175 fue de 3.90 mg/ml.

SEGUNDO:

La actividad antibacteriana in vitro del extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla”
a las concentraciones de 7.8 mg/ml produjo una media de 8.44 mm, 15.6 mg/mi
produjo una media de 11.8 mm, 31.2 mg/ml produjo una media de 12.88 mm,
125 mg/ml produjo una media de 16.35 mm, 250 mg/ml produjo una media de
18.26 mm de los halos de inhibicion sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

TERCERO:

La actividad antibacteriana in vitro de la clorhexidina al 0.12% produjo una media
de 12.39 mm de halo de inhibicién sobre cepa de Streptococcus mutans ATCC
25175.

CUARTO:

El extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” a las concentraciones de 125 mg/ml

y 250 mg/ml, tuvieron mejor efecto antibacteriano que la clorhexidina al 0.12%.
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RECOMENDACIONES

PRIMERO:

Se recomienda para los estudiantes y egresados de la Facultad de Farmacia y
Bioguimica y la Facultad de Estomatologia, elaborar una presentacion
farmacéutica a base de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” para el tratamiento

antibacteriano de Streptococcus mutans.
SEGUNDO:

Se recomienda a los estudiantes y egresados de la Facultad de Estomatologia,
emplear el extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” frente a otros

microorganismos patdégenos de la cavidad oral.
TERCERO:

Se recomienda a los estudiantes y egresados de la Facultad de Estomatologia,
realizar pruebas “in vivo” en cavidad oral frente caries dental por Streptococcus

mutans.
CUARTO:

Se sugiere a los estudiantes y egresados de Medicina Humana y Ciencias de la
Salud, realizar mas estudios sobre productos naturales que tengan propiedades
antibacterianas sobre microorganismos que puedan comprometer la salud fisica

e integral de la poblacion por infecciones de origen buco dental.
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ANEXO N° 1

Ficha de recoleccion de datos: Concentraciones (mg/ml) y Halos de inhibicién (mm)

ANTIBIOGRAMA Concentraciones del extracto de las hojas de la “Jarilla” Clorhexidina | Glicerina
Streptococcus mutans 7.8 mg/ml 15.6 mg/ml | 31.2 mg/ml | 125 mg/ml 250 mg/ml 1.2 mg/ml -
Cultivo # 01 48 horas
Cultivo # 02 48 horas
Cultivo # 03 48 horas
Cultivo # 04 48 horas
Cultivo # 05 48 horas
Cultivo # 06 48 horas
Cultivo # 07 48 horas
Cultivo # 08 48 horas
Cultivo # 09 48 horas
Cultivo # 10 48 horas
Cultivo # 11 48 horas
Cultivo # 12 48 horas
Cultivo # 13 48 horas
Cultivo # 14 48 horas
Cultivo # 15 48 horas
Cultivo # 16 48 horas
Cultivo # 17 48 horas
Cultivo # 18 48 horas
Cultivo # 19 48 horas
Cultivo # 20 48 horas
Cultivo # 21 48 horas
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ANEXO N° 2

Constancia del Herbarium Aregvuipense (HUSA) del Universidad Nacional

de San Agustin de Arequipa

i

P 80U
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN@'}i

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS g @ 5
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA ) & )

HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) s

s my

5

CONSTANCIA 25- 2017-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Se hace constar que las muestras frescas de hojas, tallos, flores y frutos de la planta traida
al laboratorio por el Sr. Adolfo Barcena Pfara con DNI Nro. 47050966 para el analisis
botanico corresponde a la especie Larrea divaricata Cav. “Jarilla” de la familia
Zigophyllaceae. Dicha muestra fue obtenida de las laderas de Aplao en la provincia de Castilla
Dpto. Arequipa, para el estudio de la Tesis de pregrado titulada: “COMPARACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO ENTRE EL EXTRACTO DE Larrea divaricata Cav.
“Jarilla” y la CLORHEXIDINA AL 0.12% EN CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC 25175,
AREQUIPA-2017” de la Escuela Profesional de Estomatologia de la Universidad Alas
Peruanas.

Los resultados de dicha identificacién y tipificacion corresponde a:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: ZIGOPHYLLALES
FAMILIA: ZIGOPHYLLACEAE
SUBFAMILIA: Larreoideae
GENERO: Larrea

ESPECIE: Larrea divaricata Cav.

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que se estime
conveniente.

Arequipa 22 de Agosto del 2017

B eoncio\\g(iﬁo Herrera
DIRECTOR

Herbarium Areqvipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Carrion s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 984248674
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA - PERU
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ANEXO N° 3

Procesamiento del material vegetal

Recoleccion de la planta Larrea divaricata Cav. “Jarilla” en horas de la tarde en

las laderas de Central - Aplao, Region Arequipa.

La planta vegetal fue trasladada a los laboratorios de la Universidad Alas
Peruanas Filial Arequipa y se procedioé al Lavado, secado y deshojado de la

planta vegetal.
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Hojas de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” se colocdé en papel aluminio y fue
sometida a 80 °C en una estufa por un periodo de 15 min para evitar la accion

enzimatica.

Una Vez terminado el proceso de deshidratacion del material vegetal se procedio
a su pulverizacion con la ayuda de un mortero y pistilo hasta la obtencion de
particulas uniformes y a empaquerlos en cartuchos de papel filtro de 10 g de

peso.
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ANEXO N° 4

Método de extraccion del extracto etandlico por Soxhlet

Se peso 10 g de la hoja pulverizada de Larrea divaricata Cav. “Jarilla”

Se coloco el cartucho de 10 g en el sifén, 250 ml de etanol de 96° en el balon y

se culmind en el armado del equipo colocando el refrigerante del equipo Soxhlet.

o
oo itz |
o

1 33 iy
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Se procedio a poner en marcha el proceso de extraccion, previo control de la
temperatura de 75°C - 85°C
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ANEXO N° 5

Determinacion del porcentaje de rendimiento de la extraccion

Para determinar el porcentaje de rendimiento se requiere eliminar el solvente

etanol de 96°, para ello se empled el método de destilacion.

‘ !\\l!l ".‘vigx

Se elimind el etanol a bafio maria, controlando la Temperatura de 75 — 85 °C.
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Se elimind todo el etanol a sequedad total y se pes6 nuevamente los Beaker

junto con el extracto puro de Larrea divaricata.

De las 3 repeticiones que se realizd con el método de extraccién por Soxhlet,

tenemos los siguientes datos para hallar el porcentaje de rendimiento:

- 10g +10g +10g = 30g (peso total de las hojas secas trituradas

homogéneamente)
- 21.10509g + 35.00279g + 35.3453g = 91.453g (peso del Beaker)

- 24.9345g + 38.9782g + 40.1536g = 104.0663g (peso del Beaker + Jarilla

pura)
- 104.0663g — 91.453g = 12.6133 (peso del extracto seco de la Jarilla)
Férmula para hallar el porcentaje de rendimiento:

%RE = Peso de Extracto seco X 100
Peso de las hojas secas
%RE = 12.6133 g X 100
309
%RE = 42.04
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ANEXO N° 6

Adquisicién de la cepa bacteriana Streptococcus mutans ATCC 25175 de
GenLab del Peru S.A.C.

del Peri SAC

Tecnologias para la Vida
RAZON SOCIAL: GEN LAB DEL PERU S.A.C.
Jr. Capac Yupanqui N° 2434 Lince, Lima, Lima - PERU (Alt Cdra, 8 Av. 2 de Wayo San Isidroj

Av. Las Flores de Primavera N° 849 Urb. Las Flores San Juan de Lurigancho, Lima, Lima N
Central Telf.: 203-7500 Telefax:(51-1) 203-7501

e-mail: ventas@geniabperu.com  web: www.genlabperu.com 0002- N(.) 0 0 1 8 7 6 0 :

Gen Lab@) R.U.C. 20501262260

o

Sr(es):
UNIVERSIDAD ALAS PERUENAS
Direccién: ‘ T e
JESU IALIMALIMA
R.UC. N° de Guia de Remisién SRR
Ped NO 017163
N° de O.C A N° Pedido

ue mutans derived from ATCC® 25175™+¢

PEPEGRAF. S.A. R.U.C. 20372514290 SERIE 0002 DEL 18001 al 19000 SUNAT N° 12749733023 F.l.: 03-02-2017

L SON: S.E.U.0.

SUB TOTAL e
NOTA:  DESPUES DE VENCIDO EL PLAZO DE Lima, 7 L e o b TSE R de ZO‘I’
CANCELACION, SE RECARGARA EL INTERES LEGAL AC LG.V. {18}
POR EL TIEMPO QUE TRASCURRA PARA LA GEN LAB DEL PERV S &/ i
CANCELACION DE ESTA FACTURA, LOS TOTAL
CHEQUES DEBERAN SER GIRADOS UNICA Y

EXCLUSIVAMENTE GEN LAB DEL PERU S.A.C.

.A.C.

ADQUIRENTE O USUARIO
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Genlab

del Peri SAC

Tecnologias para la Vida

RAZON SOCIAL: GEN LAB DEL PERU S.A.C.

Jr. Cépac Yupanqui N° 2434 Lince, Lima, Lima - PERU (AR Cdra. 8 Av. 2 de Mayo San Isidro)
Av, Las Flores de Primavera N° 849 Urb. Las Flores San Juan de Lurigancho, Lima, Lima
Central Telf.: 203-7500 Telefax:(51-1) 203-7501
e-mail: ventas@g com  web: www. peru.com

R.U.C. 20501262260

0002---"N9--0025409

Sres):  UNIVERSIDAD ALAS PERU AN 2 RU.C.:
Cod. Cliente:
Orden de Compra: i o

Punto de Numero de Pedido:

Llegada:

Tipo de Movimiento:

Punto de Partida: sy ; scrp

-LIMA 6 Fecha de Traslado:

Sr(es):
R.U.C.:

Marca y Placa :
N° Licencia de Conducir :

Ven!as(q(f Compras( ) Consignacién( ) Ventas con Entrega a Terceros( ) Ventas Sujeta a Confirmacioén por el

Proveedor( ) Traslado entre Establecimientos de la misma Empresa( ) Devolucion( ) Otros( )

SERIE 0002 DEL 24951 al 25950 SUNAT N° 12909444023 F.l.: 19-05-2017

. S.A. RU.C.

BIENES TRANSPORTADOS : Una vez recepcionada la mercaderi: Firma y Sello

A.C.
55 p. GEN LAB DEL PERU S.A.C.
Despachador

RECIBI CONFORME
DESTINATARIO
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ANEXO N° 7

Protocolo de seguridad brindada por GenLab del Pert S.A.C.

HOJA DE DATOS DE SEGURIDAD SDS.204

O Microbiologics®

KWIK-STIK™, KWIK-STIK™ Plus y
Lab-Elite™ CRM Hydrating Fluid

SECCION 1: IDENTIFICACION ————
KWIK-STIK™, KWIK-STIK™ Plus y Lab-Elite™ CRM Hydrating Fluid
ad Microbiologics, Inc.

200 Cooper Avenue North

St. Cloud, Minnesota 56303 USA
T 320-253-1640

SECCION 2: INSTRUCCIONES SOBRE RIESGOS
Clasificacién segan los Sistemas  Irritante para los ojos (Categorfa 2)
Generales de Salud:

Palabra indicadora: Advertencia

Pictograma:

Indicacién de Peligro: H318: Causa irritacion grave a los ojos.

Notas de Advertencia: P264: Léavese bien las manos después de manipularlo.

P280: Use protecci6n para las manos, el cuerpo, los ojos y el rostro.

EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Enjuague bien con agua durante
varios minutos. Retlrese las lentillas si usa y no le resulta diffcil y continte
enjuagando. Si persiste la irritacién: Busque atencién médica.

Punto de Ebullicién: N/A

Presidn de Vapor: N/A

Densidad de Vapor: N/A

Solubilidad en Agua: N/A

Gravedad Especifica: N/A

Porcentaje de Volatilidad: N/A

Tasa de Evaporacién: N/A

Clasificacién segun los Sist Riesgos para la Salud: 2
de Identificacién de Materiales Inflamabilidad: O
Peligrosos: Riesgos Fisicos: 0
SDS.204.SPAN.EU Rev C Pagina 1 de 4
2015.APR.15

84




HOJA DE DATOS DE SEGURIDAD SDS.204

SECCION 3: COMPOSICION E INFORMACION SOBRE LOS
INGREDIENTES

Cada barrita naranja contiene un depésito de liquido hidratante. El liquido hidratante consiste en cloruro
de sodio, cloruro de potasio, cloruro de magnesio, fosfato monopotésico, fosfato disédico, tioglicolato de
sodio y agua desionizada.

SECCION 4: MEDIDAS DE PRIMEROS AUXILIOS
Ojos:  Enjuague bien con agua durante varios minutos. Si usa lentillas retfreselas si no le resulta dificil y
continte enjuagando. Si persiste la irritacién: Busque atencién médica.

SECCION 5: MEDIDAS CONTRA INCENDIOS
N/A

SECCION 6: MEDIDAS CONTRA LA LIBERACION ACCIDENTAL

En caso de que no se haya hidratado la preparacién de microorganismos liofilizados, no necesita hacer
nada. En caso de que se haya hidratado la preparacién de microorganismos liofilizados, consulte la
Seccién LIT.115, Limpieza de Riesgo Bioldgico en nuestra pagina de internet www.microbiologics.com
- Centro de Soporte - Biblioteca de Documentos=> Informacion Complementaria.

SECCION 7: MANEJO Y ALMACENAMIENTO
Almacene el producto entre 2°C y 8°C en su recipiente sellado original.

El lfquido hidratanle es un Ifquido estéril y, por sf mismo, no supone ningln riesgo. Cuando usa el liquido
hidratante para hidratar la preparacién de microorganismos liofilizados crea una suspensién que contiene
microorganismos, los cuales, bajo ciertas condiciones, pueden provocar un proceso infeccioso.

Debe emplear las técnicas apropiadas para evitar la exposicion y el contacto con el crecimiento de
microorganismos y las suspensiones con microgranulos rehidratadas. El faboratorio de microbiologfa debe
estar equipado con las instalaciones para recibir, procesar, mantener, almacenar y disponer de material
con riesgo biolégico. El personal del laboratorio de microbiologia que usa estos dispositivos debe estar
capacitado y contar con experiencia y dominio en el procesamiento, mantenimiento, almacenamiento y
desecho de material con riesgo biol6gico.

SECCION 8: CONTROLES CONTRA LA EXPOSICION Y EQUIPO DE

PROTECCION PERSONAL

Proteccién de las Vias  El liquido hidratante que se usa junto con la preparacion de microorganismos

Respiratorias: liofilizados indica que los procedimientos operativos estandar de cada
laboratorio deben dictar el uso de gabineles de bioseguridad y la indicacién de

Ropa de Proteccién: El liquido hidratante que se usa junto con la preparacién de microorganismos
liofilizados indica que los procedimientos operativos estandar de cada
laboratorio deben dictar el uso de guantes, delantales impermeables y otro tipo
de ropa de proteccidn.

SDS.204.SPAN.EU Rev C Pagina 2 de 4
2015.APR.15
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HOJA DE DATOS DE SEGURIDAD SDS.204

SECCION 9: PROPIEDADES FiSICOQUIMICAS
Solucién acuosa fransparente, incolora.

SECCION 10: ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD
El producto es estable si se cumplen las condiciones de almacenamiento apropiadas.

SECCION 11: INFORMACION TOXICOLOGICA

Informacion sobre los Efectos Toxicolégicos:

Toxicidad Aguda: DL50 Oral en ratas: 2,301 mg/kg (Lineamientos de
Pruebas de |la OCDE 401) Inhalacién: no hay datos
disponibles
Dérmica: no existen datos disponibles

Corrosion o Irritacion Dérmica: Piel: conejo
Resultado: No hay irritacién en la piel

Dafios Graves o lrritacién en los Ojos: conejo

Ojos: Resultado: Irritacion moderada en los ojos (Lineamientos de Pruebas de la
OCDE 405)
Sensibilizacién en las Vias No existen datos disponibles

Respiratorias o la Piel:

Mutagenicidad de células Rata
germinales: Sintesis de ADN no programada
Carcinogenicidad: Instituto Internacional para la Investigacion sobre el Cancer, Conferencia

Estadounidense de Higienistas Industriales a Nivel Gubernamental,
Programa Nacional de Toxicologfa y Ley de Salud y Seguridad Nacional: No
existe indicacién de probabilidad, posibilidad o confirmacién de que |os

Toxicidad Reproductiva: No existen datos disponibles
Toxicidad para Organos No existen datos disponibles
gspeclﬁcos - Exposicién

Unica:

Toxicidad para Organos en No existen datos disponibles

Especifico - Exposicién Repetida:

Riesgos por Aspiracién: No existen datos disponibles

SECCION 12: INFORMACION ECOLOGICA

Toxicidad en Peces: CL50: Lepomis macrochirus - 10,650 mg/l - 96 h

Toxicidad en Daphnia y Otros CES50: Daphnia magna (pulga de agua) - 2,400 mg/l - 48 h
Invertebrados Acuaticos: (Lineamiento de Pruebas) de la OCDE 202)

SDS.204.SPAN.EU Rev C Pagina 3 de 4
2015.APR.15
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HOJA DE DATOS DE SEGURIDAD

SECCION 13: INSTRUCCIONES DE DESECHO
El lfquido hidratante es un Ifquido estéril Y, por si mismo, no supone ningtin riesgo. Cuando usa el lfquido
hidratante para hidratar la preparacién de microorganismos liofilizados crea una suspensién que contiene
microorganismos, los cuales, bajo ciertas condiciones, pueden provocar un proceso infeccioso.

Los materiales liofilizados, las suspensiones microgranuladas rehidratadas y el crecimiento
subsiguiente de estos microorganisimos en medios de cultivo se consideran material de riesgo
biolégico. Las agencias y los estatutos regulan la forma de desechar los materiales con riesgo
biolégico. Cada uno de los laboratorios debe estar al tanto de la forma correcta de desechar
materiales con riesgo biolégico y cumplir con dichos lineamientos.

SECCION 14: INFORMACION DE TRANSPORTACION
Debido a que el liquido hidratante est4 contenido en una unidad que también contiene microgranulos de
microorganismos liofilizados, consulte las regulaciones nacionales e internacionales relacionadas con el
embarque y el transporte de materiales con riesgo bioldgico. Clasificacin segln las Naciones Unidas
Sustancia Biol6gica UN3373 Categorfa B de microgranulos de microorganismos liofilizados de
Microbiologics. Se pueden enviar ciertos nimeros de catéalogo de Microbiologics de conformidad con la
Seccién UN2814, Sustancias Infecciosas. Consulte la seccién TIB.2023 Cepas Enviadas UN2814 para
ver una lista completa de los microorganismos enviados de conformidad con la UN2814.

SECCION 15: INFORMACION REGULATORIA
N/A

SECCION 16: OTRA INFORMACION
N/A

SDS.204.SPAN.EU Rev C Pagina 4 de 4
2015.APR.15
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ANEXO N° 8

Preparacion del material bioldgico

Preparacion de los medios de cultivo BHI y Mitis Salivarius, para la activacion de
las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
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ANEXO N° 9
Coloracion Gram

Se coloc6 una azada de S. mutans sobre una lamina limpia de portaobjetos y se

preparé todo para la tincion Gram.

Se realiz6 la coloracion Gram: solucion de cristal violeta (1 min.), lugol (1min.),

acetona (10 seg.) y safranina (1 min.).

Se observo al microscopio a 40 x
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ANEXO N° 10

Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

Se prepar6 el extracto madre diluyendo 2.5 g del extracto puro de Larrea

divaricata Cav. “Jarilla” en 10 ml de glicerina.

Para la preparacion del indculo se alisté en un tubo de ensayo, se afiadié 10ml
de BHI a una turbidez del medio semejante a la del tubo N° 0.5 de la escala de

McFarland el cual equivale a 108 UFC/ml y se dejo incubar por 24 horas.
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Se realizé una dilucion de 1:100 del in6culo; es decir se tomo 0.1 ml del in6culo
de 108 UFC/ml y este se vertié en 9.9 ml de caldo BHI que ya contenia en un
tubo de ensayo; de esta manera obtenemos una solucién del inéculo de 10°
UFC/ml el cual ser4 empleado para hallar la Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM). En la que se prepararon 12 tubos de ensayo con cada concentracion (se
explica en el marco tedrico), se hallé una CIM de 0.97 mg/ml para S. mutans
ATCC 25175.
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Anexo N° 11

Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM)

Se sembr6 en Agar nutritivo todos aquellos tubos, y se incub6 por 24 horas a

37°C, se observo el crecimiento bacteriano en las placas, luego se procedi6 a

indicar el punto de ruptura, dando una CBM de 3.90 mg/ml (Tubo N° 6).
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ANEXO N° 12

Prueba piloto

Se prepard las concentraciones y se colocaron los discos para observar el efecto
antibacteriano. En esta imagen se evidencia que el efecto antibacteriano

mientras mayor es la concentracion mayor es el efecto.
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ANEXO N° 13

Determinacién de la sensibilidad antimicrobiana

Se sembré en 21 placas de Petri contenidas con agar Mduller-Hinton, y se
colocaron los discos con el extracto de Larrea divaricata Cav. “Jarilla” en

diversas concentraciones, la clorhexidina al 0.12% vy la glicerina y se expusieron

a la incubadora por 48 horas.

Después de 48 horas se procedio hacer la lectura de los diametros de los halos
de inhibicién con la regla milimetrada Vernier.
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ANEXO N° 14

Matriz de consistencia de datos: Concentraciones (mg/ml) y halos de inhibicion (mm)

ANTIBIOGRAMA Concentraciones del extracto de las hojas de la “Jarilla” Clorhexidina | Glicerina
Streptococcus mutans 7.8 mg/ml 15.6 mg/ml | 31.2 mg/ml | 125 mg/ml | 250 mg/ml 1.2 mg/ml -
Cultivo # 01 48 horas 7.1 9.9 12 16.6 18.7 11 -
Cultivo # 02 48 horas 9 11.6 11.1 16.1 18 10.6 -
Cultivo # 03 48 horas 9.4 12.7 13.4 17.1 20.4 12 -
Cultivo # 04 48 horas 10 11.7 11.3 15.3 17.8 10.6 -
Cultivo # 05 48 horas 9.8 12.2 13 15.5 18.3 12.5 -
Cultivo # 06 48 horas 10 12.8 15.8 18.5 19.3 13.3 -
Cultivo # 07 48 horas 9.8 13.6 12.2 16.4 18.7 12.6 -
Cultivo # 08 48 horas 10.5 13.3 13.7 17.8 19 13.8 -
Cultivo # 09 48 horas 8.8 10.6 15.4 15.5 17.6 13.3 -
Cultivo # 10 48 horas 6.9 10.6 12.1 15 17.8 11.7 -
Cultivo # 11 48 horas 9.9 11.2 15.4 17.3 18.1 13.8 -
Cultivo # 12 48 horas 6.9 11.4 14.7 16.2 18 12.5 -
Cultivo # 13 48 horas 7.4 10.3 14 16.3 17.5 12 -
Cultivo # 14 48 horas 7.5 9 11.3 16.2 17.2 10.5 -
Cultivo # 15 48 horas 7.2 8.5 11 17 18.3 12.8 -
Cultivo # 16 48 horas 8.1 9.4 12 16.3 18 13.3 -
Cultivo # 17 48 horas 8.8 13.5 13.3 17.2 18.3 14 -
Cultivo # 18 48 horas 7.5 10.9 13 16.5 18.3 13.6 -
Cultivo # 19 48 horas 7.8 10.7 12.8 15 17.9 11 -
Cultivo # 20 48 horas 7.5 9.5 11.5 16 19.2 12.5 -
Cultivo # 21 48 horas 7.4 9.4 11.5 15.6 17.2 12.8 -
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