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RESUMEN

Se ha reportado importancia del F. Faecalis, como el principal patdgeno que puede
influir de manera desfavorable en el tratamiento de conductos. Objetivo: deteminar el
efecto antibacteriano del extracto etandlico de Erytroxylum Coca (E. Coca) frente
Enterococcus Faecalis ATCC®51299™. Materiales y Métodos: Estudio con enfoque
cuantitativo, experimental in vitro,transversal, prospectivo. La cepa bacteriana fue
obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC), las concentraciones para
evaluar el efecto antibacteriano mediante el método de difusion en disco, fueron (25%,
50%, 75% y 100%), ademas los controles positivos y negativo fueron ( G. Clorhexidina
0.12% y Cloruro de Sodio 0.9%), respectivamente. Asimismo, se utilizé el agar Mitis
Salivarius (LIOFILCHEM) para el crecimiento de la cepa bacteriana en estudio; por otro
lado, para el extracto etanolico de E. coca se obtuvo la muestra vegetal de la Empresa
Nacional de la Coca (ENACO) - Trujillo, que posteriormente a su acondicionamiento fue
macerada por 7 dias en Etanol Absoluto, procediendo a la preparacion final del extracto.
Finalmente, después de realizar el método de difusion en discos las placas fueron
incubadas a 36.5 °C durante 24 horas; posterior a ello, se efectud la lectura de los halos
de inhibicion con una regla milimetrada, los cuales fueron interpretados seguin las
recomendaciones de la CLSI. Resultados: El extracto etanélico de E. Coca present6 halos
inhibitorios frente a E. Faecalis con medias de 8.125 mm, 7.745 mm, 7.630 mm vy 7.245
mm, para las concentraciones de 100%, 75%, 50% Yy 25%, respectivamente. Por otro lado,
el control positivo (G. Clorhexidina al 0.12%) present6 halos de inhibicion de 14,475mm.
Conclusiones: Existe una diferencia significativa entre los halos medios de inhibicion
entre las concentraciones de E. Coca y G. Clorhexidina al 0,12%, con una significancia
del 5%, lo que nos indica que, si bien los extracto etandlico de E. Coca “Coca” tienen un

efecto positivo, no es comparable al efecto que tiene el G. Clorhexidina al 0.12%.

Palabras Claves: Antibacterianos, Enterococcus Faecalis, Técnicas in vitro, Coca.
(Fuente: DeCS Bireme).



ABSTRACT
Importance of F. Faecalis has been reported as the main pathogen that can adversely
influence root canal treatment. Objective: to determine the antibacterial effect of the
ethanolic extract of Erythroxylum Coca (E. Coca) against Enterococcus Faecalis
ATCC®51299 ™, Materials and Methods: Study with a quantitative, experimental in
vitro, cross-sectional, prospective approach. The bacterial strain was obtained from the
American Type Culture Collection (ATCC), the concentrations to evaluate the
antibacterial effect by the disk diffusion method were (25%, 50%, 75% and 100%), in
addition to the positive controls and negative were (G. Chlorhexidine 0.12% and Sodium
Chloride 0.9%), respectively. Likewise, Mitis Salivarius agar (LIOFILCHEM) was used
for the growth of the bacterial strain under study; On the other hand, for the ethanolic
extract of E. coca, the plant sample was obtained from the National Coca Company
(ENACO) - Trujillo, which after its conditioning was macerated for 7 days in Absolute
Ethanol, proceeding to the final preparation of the abstract. Finally, after performing the
disk diffusion method, the plates were incubated at 36.5 °C for 24 hours; After that, the
inhibition halos were read with a millimeter rule, which were interpreted according to the
CLSI recommendations. Results: The ethanolic extract of E. Coca presented inhibitory
halos against E. Faecalis with means of 8,125 mm, 7,745 mm, 7,630 mm and 7,245 mm,
for concentrations of 100%, 75%, 50% and 25%, respectively. On the other hand, the
positive control (G. Chlorhexidine 0.12%) presented inhibition halos of 14.475mm.
Conclusions: There is a significant difference between the mean inhibition halos between
the concentrations of E. Coca and G. Chlorhexidine at 0.12%, with a significance of 5%,
which indicates that, although the ethanolic extracts of E. Coca "Coca" have a positive

effect, it is not comparable to the effect of G. Chlorhexidine 0.12%.

Keywords: Antibacterials, Enterococcus Faecalis, In vitro techniques, Coca.
(Fuente: MeSH).
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INTRODUCCION
1.1. Realidad problematica

La asintomatologia, ausencia de inflamacion y fistulas, la conservacion de
un diente vital y solido en su alveolo, nos muestran el éxito de un
tratamiento de conductos; frente a ello, queda un 14% y 2% de los mismos
que pueden fracasar. Asimismo, se asocia a ello la fijacion bacteriana, como
consecuencia de no cumplir con los estandares o protocolos antes, durante
y después del tratamiento antes mencionado; entre ellos, deficiencias en la
obturacion, conformacion de conductos inadecuados, conductos sin tratar,
separaciones de instrumentos. Ante ello, se relaciona ante los fracasos de
tratamientos de conductos al Enterococcus Faecalis (F. Faecalis), entre los
primeros microorganismos en colonizar la microbiota pulpar con una
diseminacion que puede llegar hasta el tejido 6seo.t

Se ha reportado importancia del F. Faecalis, como el principal patégeno que
puede influir de manera desfavorable en el tratamiento de conductos. Sin
embargo, se ha identificado mas este microorganismo en retratamientos,
que en infecciones iniciales con una prevalencia mayor a 80%. Ahora bien,
entre sus caracteristicas encontramos que, €S un cOCO gram positivo,
pudiéndose adaptar a una ecologia muy diversa con poco oxigeno.?
Asimismo, su gran capacidad para generar dafio y su dificil lisis del E.
faecalis, se relaciona a su produccion de biopeliculas, debido que esta Gltima
es responsable de mas del 60% de infecciones, presentando mayor
resistencia que las células planctonicas.®

Al E. Faecalis se ha podido aislar en ambientes en equilibrio. Sin embargo,
el problema radica cuando se pierde este principio, porque puede ser
responsable de infecciones graves, con un peligro mayor si el individuo se
encuentra en un entorno nosocomial. Por otro lado, su presencia mas
reconocida es en el ambiente subgingival de pacientes inmunosuprimidos.*
Los efectos sobre el huésped relacionado con este microorganismo puede
afectar de una manera muy perjudicial para mantener la salud del érgano
dentario, a ello se le conoce como factores de virulencia, que logran que el

microorganismo tenga una efectividad dafiina sobre un nido del huésped.



Los factores de virulencia del E. Faecalis son conocidos como el desvio
inmunoldgico y su vinculo a proteinas de la matriz extracelular. Es por ello,
que cuando estos factores no se encuentran la infeccion comienza a
disminuir. Las biopeliculas formadas por estos microorganismos dependera
de las oportunidades de colonizar un huesped con éxito, con dos objetivos
fundamentales; la primera, para acarrear una patologia; y la segunda, que es
la méas preocupante debido a que compromete la vitalidad general de la
persona, es la que puede establecer resistencia antibiotica. Ahora bien, en
cuanto a la proteasa bacteriana conocida como Gelatinasa, genera posibles
dafios a las ceélulas con afeccion; asimismo, la toxina denominada
Hemolisina, es la responsable de causar la ruptura de la membrana celular,
ademas de poder generar una fagocitosis reducida.®
Asimismo, entre sus mecanismos de accion, los méas conocidos
encontramos, transposones, plasmidos y  intercambio  de
plasmidos. Ademas, entre las resistencia que mas se han reportado son, al
eritromicina, cloranfenicol, tetraciclina, clindamicina aminoglucésidos de
alto nivel, vancomicina, beta-lactamasa. En Estados Unidos de América
(USA), se identifico la primera cepa de E. Faecalis con codigo de cepa V583
resistente a la Vancomicina. En la secuencia del genoma encontrado se
identific6 mas de 20% elementos, entre ADN y genomas moviles. A
mediados del afio 2000, se encontr6 en infecciones producidas por
Staphylococcus Aureus, aislados de E. Faecalis, lo que nos explica la
movilizacion del E. Faecalis en las resistencias a otras especias de

relevancia clinica.®

Finalmente, lo antes mencionado, motivé a realizar la presente
investigacion que tendra como objetivo deteminar el efecto antibacteriano
del extracto etandlico de erytroxylum coca frente enterococcus faecalis
ATCC®51299™.
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1.2. Trabajos Previos

Nacional

Loyola D. et al (2020). “Extracto etandlico de Schinus molle L. ( molle)
y Erythroxylum coca Lam (coca ): propiedades antibacterianas a diferentes
concentraciones contra Streptococcus mutans @ un estudio in  vitro”,
compararon la efectividad respecto a dos concentraciones frente a
Streptococcus Mutans. Concluyeron que el ambas concentraciones de las
muestras en estudio tuvieron efecto antibacteriano, teniendo la
concentracion al 75% mayor efecto (11,2 mm; 11,6 mm y 11,3 mm; 11,8
mm, respectivamente); sin embargo, dicho efecto no fue superior al grupo

control (Gluconato de Clorhexidina 0,12).”

Salcedo M. (2018). “Comparacion del efecto antibacteriano del extracto
etandlico del Erythroxylum novogranatense var. truxillense y Erythroxylum
coca var. coca frente al Streptococcus mutans”. Determinar el efecto
antibacteriano de ambas especies de hojas de Coca sobre Streptococcus
Mutans, en el estudio se evalud tres concentraciones (100%, 50%, 25% y
12,5%), mediante en método Kirby-bauer a las 24 y 48 horas. Concluy6 en
su estudio que la hoja de Coca var. Coca al 100% y 50% tiene mayor efecto

antibacteriano que la variedad E. novogranatense var.®

Luna M, Diaz C, Baca F. (2017). « Efecto del extracto acuoso, acido y
alcoholico de las hojas secas de Erythroxylum coca var coca (coca) en
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis y
Candida albicans in vitro”. Realizaron un estudio experimental, Los
extractos acuoso, acido y alcohdlico presentaron efecto sobre Trichiphyton
Rubrum (TR), Microsporum Canis (MC) en extracto alcohélico. Ademas
hubo diferencia de velocidad de crecimiento de CA, TR y TM en extractos
acuoso, acido y alcoholico comparado con AS, pero entre ellos solo TR,
TM y MC presentaron diferencia con la velocidad.®

Hurtado Y. (2017). « Asociacién entre la masticacion de la hoja de Coca 'y
la prevencion de la Caries dental en los pobladores del caserio de Buenos
Aires, jaén”. Su investigacion de cohorte, analiz6 a 33 pobladores, de los

cuales 16 fueron casos y 17 controles, para recolectar datos utilizo la lista
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de cotejos y el odontograma, como resultados generales obtuvo un Riesgo
Relativo (RR) de 0,27. Finalmente , el autor concluyd que masticar hoja de
coca puede prevenir la caries dental .0

Mejia E. (2017). “Efecto antibacteriano “in vitro” del extracto etandlico de
la hoja de Erythroxylum novogranatense (COCA) y la clorhexidina frente a
Streptococcus mutans ATCC25175”. Mediante la técnica Kirby Bauer,
realizando 23 réplicas en su procedimiento experimental, tuvo a la
Clorhexidina al 2% como control positivo, se incubaron las muestras a 37
°C, los halos se identificaron y evaluaron mediante una regla en milimetros,
al dia siguiente de la experimentacion. Sus resultados finales demostraron
que tanto el extracto alcohdlico de Erythroxylum novogranatense y la

Clorhexidina presentan efecto inhibitorio frente a la cepa en estudio.*

Enciso C. (2016). “Estudio in vitro de la actividad antibacteriana del
extracto de Erythroxylum coca sobre bacilos negro pigmentantes”. Utilizo
dos métodos para identificar la actividad antibacteriana ( Kirby Bauer y
Dilucién en medio liquido). Las muestras bacterianas fueron recolectadas
clinicamente de bolsas periodontales mayores a 4mm pacientes atendidos
en la Facultad de Odontologia de la UNMSM. Los resultados para el primer
test mostraron sensibilidad limite para las concentraciones de 12,5% vy
100%, mientras que para el siguiente test la concentraciébn minima
inhibitoria fue la de 100%.%?

Ramos A. (2012). “Actividad antibacteriana del extracto de Erythroxylum
coca sobre Porphyromonas Gingivalis, estudio in vitro”. En su estudio se
utilizd el metodo de dilucion en medio liquido y difusién en Agar. Los
resultados del primer método nos mostraron que la concentracion al 100%
tiene sensibilidad limite sobre el crecimiento de la bacteria. Ahora bien, en
el segundo test la concentracion minima para evitar el crecimiento de la
bacteria fue de 6,25% el cual representa la concentracion minima

inhbitoria.®®

Rojas R. (2011). “Eficacia antibacteriana in vitro del extracto de hoja de
coca en comparacion con Clorhexidina frente a Staphylococcus y

Streptococcus”. Obtuvo el extraco mediante maceracién alcohdlica de

12



Erythroxylum Coca Lam. Asimismo, la evaluacion del efecto antibacteriano
se realiz6 mediante la técnica de difusion en disco, se incubaron las muestas
a 37 °C, por 24 y 48 horas. Tuvo como conclusiones de su investigacion
que, existio efecto inhibitorio en las concentraciones de 100 y 1500 pl/ 20

ul, pero no fue superior este al control positivo.'*

Alvarado V, Moromi H. (2010). “Efecto antibacteriano in vitro de Plantago
major L, Erythroxylum novogranatense, Plowman var truxillense y Camelia
Sinensis sobre bacterias de importancia estomatologica”. La metodologia
que se utilizd es la técnica de Kirby Bauer, respecto a L. acidophilus, S.
mutans, Prevotella melaninogenicus, Actinomyces viscosus Yy
Fusobacterium nucleatum. Ahora bien, los extractos fueron macerados
mediante extracto hidroetandlico y se obtuvo el extracto seco mediante la
destilacion de los mismos. Por otro lado, se utilizé G. clorhexidina al 0,12%
para control positivo y alcohol etilico para el control negativo. Se concluyé
que los tres extractos tuvieron efectividad antibacteriana frente a los
microorganismos antes mencionados en sus concentraciones de 25% y
50%.%

Minaya P. (2008). “ Determinacion de la actividad antibacteriana “in vitro”
del extracto etanolico de la hoja de Erythroxylum novogranatense var
truxillense (coca) frente a bacterias orales cariogénicas”. Se estudiaron las
siguientes bacterias ( S. mutans y Lactobacillus Casei). Dentro de los
controles positivos y negativos, se utilizaron alcohol 96% y agua destilada,
respectivamente.Respecto a la media del efecto inhibitorio para S. mutans
fue 34,4 mm y para L. Casei 33,7 mm. Concluyendo que el extracto tuvo
mayor efecto inhibitorio que el control positivo.*®

Borrovic F. (2006). ““ Efecto antibacteriano del extracto alcoholico de la
hoja de Erythroxylum novogranatense Var. Truxillense (coca) sobre flora
mixta salival”. El extracto se obtuvo mediante la maceracion alcoholica. El
presente estudio concluye que el extracto em estudio presenta efecto
inhibitorio frente a las muestras salivales estudiadas con halos de 13, 46
mm y 14,71 mm, presentando mayor efecto antibacteriano que los

controles.’

13



Local

Cossio B. (2018). “ Efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroetanolico de Erythroxylum Coca “Coca” frente a Streptococcus
Mutans ATCC 35668”. En su estudio identifico el efecto inhibitorio
mediante la técnica de Kirby Bauer, la cepa fue estandarizada de la misma
American Type Culture Colletions, las concentraciones con las cuales
trabajo fue 25%, 50% y 75%, como control positivo utilizé Gluconato de
Clorhexidina al 0,12%. Entre sus resultados podemos valorar que las
concentraciones de 50% y 75% tuvieron efecto inhibitorio frente a S.

mutans.!8

1.3. Teorias relacionadas al tema

1.3.1. Enterococcus

Anaerobios facultativos grampositivos, no esporulantes, conocidos por
ser resistentes a un gran grupo de farmacos. Respondables de muchas
infecciones intrahospitalarias. Se han aislado un poco méas de 35
especies con diferente tipo de adaptacion; sin embargo, si hay
responsables de la mayoria de las infecciones son Enterococcus Faecalis

y Enterococcus Faecium.®

Estas bacterias son capaces de adaptarse a circunstancias que otros
microorganismos no podrian resistir, pudiendo no afectarle la falta de
oxigeno, en el medio ambiente es facil poder encontrar este tipo de
bacterias. Asimismo, es sabido que lo encontramos también en el tracto

gastrointestinal y cavidad bucal, dependiendo mucho de la especie.?°
1.3.2. Enterococcus Faecalis

Elaboradores de acidos (lactico, férmico, acético), partiendo de la
transformacion de la glucosa, entre los lugares que puede ser aislado y
tiene relevancia estomatologica, se encuentra la cavidad bucal. Sin
embargo, puede ser responsable de infecciones en la via urinaria o

también en las endocarditis.??°
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1.3.3. Erythroxylum Coca

Erytroxylum Coca, es considerada como una de las plantas con
principios activos terapéuticos mas antiguas, su uso se ha encontrado
hace més de 7000 afios, su mayor consumo se identifica en las ciudades
vecinas a la cordillera de los Andes, se sabe que en Perd exiten méas de
3 millones de personas que consumen aun la hoja de Coca. Por otro lado,
en ciertas zonas de paises latinoamericanos, la hoja de Coca representa
un valor cultural y metafisico, la primera porque individuos la utilizan
como parte de su vida diaria para fortalecerse mentalmente y
fisicamente para jornadas largas de trabajo, asi también para poder
relacionar familias y la comparten en ceremonias importantes como
simbolo de respeto; ahora bien, en cuanto al valor metafisico, se utiliza
en ofrentas a la “Madre tierra” mostrando respeto y ofrenciéndole algo
muy preciado para ellos, asi es como la cultura pide que le vaya bien en
sus objetivos familiares y sociales.?®

Encontramos este arbusto en gran cantidad continente Americano, no
menos de 100 especies reconocidas, también existen hojas de Coca en
Oceania y Africa. Por otro lado, se puedem identificar mas de 10
alcaloides en las hojas, pudiendo varias segin especie, entre los
alcaloides mas importantes tenemos, higrina, cuscohigrina, nicotina,
metilecgonina, tropina, benzoilecgonina y el alcaloide méas conocido
identificado con el nombre de cocaina. Por otro lado, se reconocen sus
usos mas relevantes como la masticacion directa, infusiones, entre otros.
Se han reportado diversos estudios que demuestran la efectividad de la
hoja de coca como antibacteriano, antifungico, antiinflamatorio y

anestésico.?’
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Metabolitos primarios de Erythroxylum Coca?®
- Lipidos

- Proteinas

- Carbohidratos

- Aminoacidos

- Grasas

Metabolitos secundarios de Erythroxylum Coca?®
- Alcaloides de tropano y Pyridina

- Terpenos

- Flavonoides

1.3.4. Medicina Tradicional

Desde tiempos remotos se han usado diferentes productos de la
naturaleza para el cuidado de las personas con diferentes afecciones, a
ello se le conoce como medicinal tradicional, aquellos conocimientos se
han podido transmitir de generacion en generacion, tal es asi que se han
convertido hoy en dia una practica normal entre las familias. Ahora bien,
con el avance de la ciencia se puede conocer en profundidad los diversos
componente de productos naturales, ya sean de origen vegetal o

animal .2
1.3.5. Medicina Herbolaria

Los productos de origen vegetal hasta la actualidad son reconocidos por
sus amplios beneficios en la salud general, a ello se conoce como
medicina herbolaria, existe una gran cantidad de vegetales que
contienen efectos terapéuticos ideales para prevenir y combatir diversas
patologias, gracias a sus componentes activos que contienen entre su

amplia gama de metabolitos primarios y secundarios.!
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1.3.6. Farmacognosia

Para estudiar los principios activos, bioquimica y los componentes
principales de futuros productos o medicamentos que sean de origen
natural (vegetal, microbiano o animal), necesitamos de la ciencia
denominada Farmacognosia. En cuando a los productos de origen
vegetal, tienen siempre un compuesto mas complejo e invariable a la de
los otros farmacos de diferente origen, ello puede deberse a las
variabilidades externas en la que se puede exponer tales hierbas,
factores como el ambiente diverso, pueden jugar un papel importante en
cuanto a la cantidad y calidad de metabolitos de las plantas, sumado a
que el tratamiento de las plantas poscosecha, secado y almacenamiento

pueden alterar de manera irreversible el material herbal.*?
1.3.7. Biopelicula oral

Colectividad de una amplia cantidad de serie de microbios asociados a
una matriz extracelular de polisacéridos, responsables por su factor de
virulencia de varias enfermedades infecciosas orales cuando se
encuentran en desequilibrio. Asimismo, la etapa de crecimiento o
conservacion de la misma comprende fijacion de microorganismo,
desarrollo y disgregacion de la biopelicula. Todo agente que interfiera
en el ciclo del biofilm, es un potencial conservador del equilibrio del
mismo; ademas, la complejidad de la flora bacteriana bucal, hacen que
los que postulen como agentes antibacterianos bucales, necesiten tener

una sustantividad cada vez mas prolongada.
1.3.8. Agentes antimicrobianos

En la lucha contra las infecciones mundiales y para reducir los indices
de resistencia a estos, los antimicrobianos representan la primera linea
de lucha frente a ello, debido a que lo antes mencionado representa una
advertencia a tener en cuenta para la salud publica mundial. Por lo tanto,
en la actualidad se vienen buscando nuevas alternativas de tratamientos

frente a las infecciones que se presentan cada vez mas complejas en
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individuos de todo el mundo; frente a ellos se estd mirando como buenas
respuestas ante esta amenaza a los remedios antiguos usados por

nuestros antepasados, entre ellos el Erythroxylum Coca.>*
1.3.9. Medios de cultivo

Tienen la capacidad de permitir la reproduccion del microorganismo; es
por ello, que contienen diversos componentes nutritivos para poder
brindarles un ambiento donde puedan desarrollarse de la mejor manera.
Por otro lado, podemos encontrar medios liquidos y sélidos, mientras
que si los diferenciamos por su aporte nutritivo podemos encontrar
usuales o enriquecidos; por un lado, los usules, con menos cantidad de
nutrientes, pero necesarias para el desarrollo de Dbacterias
metabdlicamente no oxigenantes, mientras que los enriquecidos, se
potencian con vitaminas o cofactores, ideales para estreptococos,

neumococo, genococo Y bacterias hemofilas.
1.3.10. Método Kirby Bauer

Tambien conocido como método de difusidn en discos, que consite en
colocar sensidiscos encima del medio de cultivo, en tales discos se
impreganaré las soluciones a estudiar, se considera un método practico,
preciso y reproducible y se recomienda como método de prueba

estandar para evaluar susceptibilidad microbiana.®
1.3.11. Principios de Bioseguridad

Buenos protocolos de trabajo y una concientizacion sobre el trabajo con
materiales e insumos que pueden dafar su salud, es parte de ser
profesionales capacitados para seguir cada paso que rigen las normas en
los laboratorios. Ahora bien, exiten barreras de las cuales podemos
aprovechar para complementar de la mejor manera el nivel de seguridad
basico y estas barreras son primarias y secundarias. Las primeras,
protegen al entorno como tal, en estas se incluyen las cabinas de
bioseguridad y los equipos de proteccion individual. Por otro lado, en

las barreras secundarias, se llega a proteger al personal mas cercano,
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como al mas lejado con adecuadas areas de trabajo que van a velar por
la seguridad de todos los que estén en el ambiente antes, durante y
después de los procedimientos, teniendo cada lugar para trabajos
especificos y con reglamentaciones fijadas y sefializadas donde

corresponda.®’
1.3.12. Cabinas de bioseguridad

Son equipos de laboratorios, que forman parte de bioseguridad no solo
del personal que manipula el material biolégico sino también del
ambiente donde este se desarrolla, pudiendo mantener un correcto
control del mismo, la finalidad de su uso radica en que disminuye la
contaminacion por los aerosoles provenientes de los materiales en uso,
atenuando una posible infeccién por parte de los investigadores. Por
otro lado, existen en el mercado variedad de marcas pero en cuanto a su
clasificacion podemos reconocerlas por su capacidad de funcionamiento
de filtros o por la capacidad de contencién de aerosoles ( Cabinas de
bioseguridad clase I, 11 y 111).38

Clases de cabinas de bioseguridad

La cabina de bioseguridad clase I, esta disefiada para poder trabajar con
microorganismos de bajo o medio, ademas se reconoce que protege
tanto al investigador como al ambiente. Asimismo, las cabinas de
bioseguridad clase I, representan ademas una proteccion adicional al
producto experimental debido a el aire de los filtros Hepa recorren de
una manera uniforme, presentan subdivisiones (A y B). Finalmente, las
cabinas de bioseguridad clase 111, son probablemente las méas seguras
debido a su sellado hermético, se puede usar con todos los
microorganismos debido a su seguridad, no se indica utilizar con gases

debido a posibles explosiones por su presion negativa que ejerce.*
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1.3.13. Gluconato de Clorhexidina

En la actualidad es el antiséptico méas utilizado para evitar posibles
afecciones en la cavidad bucal, debido a su amplio campo de accion. Su
creacion data por los afios 1940 por la empresa denominada “Industrias
quimicas imperiales” con otros fines. Por otro lado, uno de sus
mecanismos de accién radica en evitar la formacion de la pelicula
adquirida y evitar el buen desarrollo de patdgenos colonizadores. Entre
sus concentraciones mas usadas encontramos al 2% y 0.12%. En la
actualidad se utiliza como agentes controles para diferentes estudios en
las cuales se desea evaluar productos nuevos de diversos origenes
evidenciando un posible mayor efecto antibacteriano que el Gluconato

de Clorhexidina.*®
1.3.14. Técnica turbidimétrica y Escala de McFarland

Es una de las técnicas més utilizadas para evaluar la turbidez mediante
un turbidimetro en una sustancia liquida, en cuanto a su uso para
in6culos de microorganismos en medio liquido, mide tanto la intensidad
de luz como su dispersion, identificando la concentracion suspendidos
bacterianos. Ello nos ayuda para evaluar la cantidad de bacterias en la
suspension teniendo como patron estandar la escala de McFarland.*
1.4. Formulacion del problema
¢Cual es el efecto antibacteriano el extracto etandlico de Erythroxylum

Coca “Coca” frente a Enterococcus Faecalis ATCC®51299™?

20



1.5. Justificacion e importancia del estudio
En los tratamientos de conductos donde no se han cumplido con las metas
terapéuticas deseadas, se reconocera la sintomatologia dada por una
infeccion radicular, entre otros microorganismos, el que se encuentra con
mayor prepoderancia es el E. Faecalis, su capacidad para proliferarse y
producir dafio es reconocidas debido a sus factores de virulencia.
Los extractos de origen vegetal, a lo largo de afios vienen siendo puestos a
prueba para evidenciar sus capacidades terapéuticas y separando sus
principios activos para poder ser usados en beneficio de la sociedad,;
asismismo, tales resultados vienen dando oportunidades de poder ampliar
el ambito farmacoldgico y diversidad de eleccion en cuanto a productos
naturales, tal es asi que los productos de origen sintético estan siendo
relegados por muchas personas y profesionales de la salud. Todo ello debido
a que los beneficios de muchos productos connaturales que se han reportado
son: antibacteriano, antifungico, anestésico, antiviral, antiinflamatorios.
La importancia tedrica del presente estudio radica en que, si los resultados
son positivos con el uso de los principios activos de Erythroxylum coca
frente a Enterococcus Faecalis, podria ser el inicio de una investigacion mas
profunda para poder elaborar un producto natural como irrigante de
conductos, con los beneficios que este traeria para los Cirujanos Dentistas
de nuestro pais y el mundo, obteniendo un excelente irrigante a un costo
mas accesible.
Asimismo, su importancia investigativa radica en que, en la actualidad no
existe reporte de investigaciones gque evallen el efecto antibacteriano de la
hoja de Coca frente a E. Faecalis en nuestro pais lo que podria sumar de
manera sustancial en la formacion de una futura linea de investigacion de
las propiedades y principios activos de esta hoja en estudio.
Finalmente, debido a los antecedentes y teoria tan importante sobre el uso
de la hoja de Coca en diferentes terapias para el beneficio de la salud,
motivo a realizar la presente investigacion que tuvo como objetivo
deteminar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de erytroxylum

coca “coca” frente enterococcus faecalis ATCC®51299™ .
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1.6. Hipdtesis
Hai: El extracto etanolico de Erythroxylum Coca “Coca” presenta efecto
antibacteriano frente a la cepa de E. Faecalis ATCC®51299™.
Ho: El extracto etandlico de Erythroxylum Coca “Coca” no presenta efecto
antibacteriano frente a la cepa de E. Faecalis ATCC®51299™,
1.7. Objetivos
1.7.1. Objetivo General

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Erythroxylum Coca “Coca” frente a Enterococcus Faecalis

ATCC®51299™
1.7.2. Objetivos Especificos

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etanolico de
Erythroxylum Coca “Coca” al 100% frente a Enterococcus
Faecalis ATCC®51299™

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Erythroxylum Coca “Coca” al 75% frente a Enterococcus Faecalis
ATCC®51299™

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Erythroxylum Coca “Coca” al 50% frente a Enterococcus Faecalis
ATCC®51299™

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etanolico de
Erythroxylum Coca “Coca” al 25% frente a Enterococcus Faecalis
ATCC®51299™
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MATERIAL Y METODO

2.1. Tipo y Disefio de Investigacion
La investigacion en cuestion tuvo un enfoque cuantitativo debido a que se
utilizaron datos numeéricos de los halos de inhibicion, experimental in vitro
porque la evaluacion del efecto antibacteriano se realizé fuera de un ser vivo
en laboratorio,transversal y prospectivo porque los datos se recolectaron en
el presente y en un determinado momento.

2.2.Poblacién y muestra
La presente investigacién tuvo como poblacion las placas petri inoculadas
con la cepa de Enterococcus Faecalis ATCC®51299™. Por otro lado, el
muestreo fue no probabilistico por conveniencia, de 1 extracto, 4
concentraciones, 1 cepa bacteriana, 20 repeticiones. Por lo tanto, se obtuvo

80 unidades experimentales.
2.2.1. Criterios de Inclusion

- Medio de cultivo con Enterococcus Faecalis
ATCC®51299™.

- Extracto etan6lico de Erythroxylum Coca “coca”.

- Gluconato de Clorhexidina 0.12% (Control positivo).

- Cloruro de Sodio 0.9% (Control negativo).

- Forma del halo de inhibicién regular

2.2.2. Criterios de Exclusion

- Contaminacion del medio.

2.3.Variables, Operacionalizacion
Variable Independiente
Extracto alcohdlico de Erythroxylum Coca “coca”
Variable Dependiente

Efecto antibacteriano
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Operacionalizacion

Variables Dimensiones Indicadores item Técnica e instrumento
de recoleccion de datos
Contenido del | Concentraciones
Varlaple . extracto y sus 25% Maceracion,
Independiente:
Extracto alcoholico de Etandlico respectivas 50% evaporacion y
Erythroxylum Coca concentraciones 75% condensacion
“coca” 100%
Medida del
efecto
Variable Halo de inhibitorio
Depen_d|ente_: inhibicién mediante la Milimetros Regla milimetrada
Efecto antibacteriano
técnica de (mm)
difusion en
discos
Organismo
microscopico
In6culo que puede o no | Enterococcus
Covariable . . . .
. . bacteriano tener Faecalis Microorganismo
Microorganismo
sensibilidad | ATCC®51299™ estandarizado
frente al
extracto en
estudio
Sustancias
. Gluconato de obtenido de
Covariable
Controles Clorhexidina diversas formas 0.12%
(Control quimicas con Concentraciones
Positivo) las que se comerciales
controlara el
Cloruro de Sodio efecto
(Control inhibitorio 0.9%
Negativo)
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2.4, Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y

confiabilidad

24.1.

24.2.

2.4.3.

24.4.

Recoleccion de la hoja de Erythroxylum Coca “coca”

En la presente investigacion se obtuvieron las hojas secas y
frescas mediante la Empresa Nacional de la Coca (ENACO),
mediante su sede Trujillo. Asimismo la empresa otorgo la
constancia de la especie y variedad de dichas hojas.
Acondicionamiento de la hoja de Erythroxylum Coca “coca”
Posteriormente a la obtencidn de la hoja en estudio, se lavo con
agua y desinfectd con alcohol al 96%. Ademas se dejo enfriar a
temperatura ambiente y pasd después a un segundo secado
mediante una estufa a 40 °C durante 5 horas. Posteriormente, se
procedi6 a ejecutar la molienda de forma artesanal.
Preparacion del extracto etanolico de Erythroxylum Coca
“coca”

Después de obtener la especie vegetal en estudio molida, se
procedié a la elaboracién del extracto etandlico; ahora bien, se
colocd en un frasco color ambar 250 mg de material vegetal,
ademas se agregara 750 mL de etanol quimicamente puro
(Merck, Darmstadt, Alemania), siguiendo el procedimiento se
conservd para su maceracion dicha sustancia durante 7 dias en
constante circulacion para poder extraer la mayor cantidad de
principios bioactivos. Ademas, se llevd tal solucién a un
Rotavapor después de haberse filtrado tres veces con papel filtro
(Whatman), tal paso concluy6 con el extracto seco disponible
para su dilucion posterior. Posteriormente, antes de
experimentar se realizaron las concentraciones (25%, 50%, 75%
y 100%), ello fue pesado en una balanza de laboratorio.
Planificacion y estructuracion de la Cepa bacteriana
Enterococcus Faecalis ATCC®51299™

Para la presente investigacion se utilizd cepas con registro
comprobado y liofilizadas de la American Type Culture

Collection (ATCC), para su utilizacion en el procedimiento
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2.4.5.

2.4.6.

experimental se reactivé un dia antes (24 horas) mediante Agar
Nutritivo, a 37 °C. Por otro lado, con ayuda de la técnica
turbidimétrica se estandarizo el indculo a 0,5 de la escala de
McFarland (1,5x108 UFC/mL). Todos procedimientos se
realizaron segun las especificaciones de la metodologia (M-
100), del Instituto de estandares clinicos y de laboratorio.**
Siembra e identificacion del efecto antibacteriano por
método de difusion en disco

Para evaluar el efecto antibacteriano del extracto etanolico de
Erythroxylum Coca “coca” frente a Enterococcus Faecalis
ATCC®51299™, se utilizd Agar Mitis Salivarius (Merck,
Darmstadt, Alemania), sobre el cual se dispersé el indculo sobre
la superficie del agar con un hisopo estéril en direcciones
distintas para asegurarnos un crecimiento regular, pudiendo
posteriormente controlar el exceso de humedad; asimismo,
siguiendo con el procedimiento se prepararon los discos de papel
filtro con 6 mm de diametro (Whatman) con las concentraciones
del extracto en estudio y los controles positivo y negativo
(Gluconato de Clorhexidina 0.12%, Cloruro de Sodio 0.9%),
respectivamente, Segun lo recomendado por el Instituto de
estandares clinicos y de laboratorio. Después se procedio a
colocarlos en la superficie del Agar Mitis Salivarius; finalmente,
las placas Petri fueron rotuladas, selladas e incubadas a 36.5 °C
durante 24 horas.*?

Lectura e interpretacién de resultados

Finalmente, después de la incubacion durante 24 horas se
procedio a la medicion de los halos de inhibicion con una regla
milimetrada, se interpretd siguiendo las recomendaciones del
Instituto de estandares clinicos y de laboratorio. Asimismo, se
considerara actividad nula de 0 - 9 mm, sensibilidad limite 9-
14mm, sensibilidad intermedia de 15-19mm y por ultimo

sumamente sensible 20mm a méas.*!
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2.5. Procedimiento de analisis de datos
Se realiz6 estadistica descriptiva e inferencial. En cuanto a la descriptiva se
emple6 media, varianza y desviacién estandar; por otro lado, para el analisis
de normalidad se uso la prueba Shapiro-Wilk en relacion al nimero de datos
por tratamiento (n=20). Asimismo, se utilizé pruebas no parameétricas,
debido a que los datos numéricos no presentaron normalidad por lo que se
emplearon las pruebas estadisticas H de Kruskal-Wallis para evaluar el
efecto de las concentraciones en conjunto y U de Mann-Whitney para
evaluar el efecto de las concentraciones individualmente. Ademas, para la
comparacion de las concentraciones del extracto con el Control Positivo
(Gluconato de Clorhexidina 0.12%), se utiliz6 la prueba Bonferroni, todo
ello con un nivel de confianza de 95%.

2.6. Criterios éticos
El presente proyecto de investigacion fue evaluado por el comité de ética
en investigacion de la Universidad Sefior de Sipéan, se reconocid, identifico
y respeto los principios de bioseguridad para las practicas microbiolégicas,
disminuyendo riesgos de contaminacidon, en especial con productos
biol6gicos. Asimismo, se llevdé a cabo con profesionales con amplia
experiencia, en ambientes ideales para estudios in vitro, respetando los
principios éticos establecidos en la declaracion de Helsinki.*?

2.7. Criterios de rigor cientifico
Respecto a los protocolos, fueron procedimientos correctamente
estandarizados siguiendo parametros utilizados en investigaciones en
laboratorios internacionales como lo establece la Clinical and Laboratory
Standards Institude (CLSI). Asimismo, se asegurd que la investigacion
cumpla con los requisitos propios de un manuscrito fidedigno, se empled
cepas estandarizadas para la realizacion del experimento. Se disminuyeron
los sesgos debido a que la investigacion cont6 con profesionales capacitados
en el area a desarrollarse la misma. Todos los procedimientos fueron
debidamente sefialados para futuras investigaciones, debido a que es
reproducible su metodologia, pudiendo incentivar futuros proyectos

investigativos in vitro.
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I11.  RESULTADOS

3.1. Tablas y figuras

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Erythroxylum Coca
“Coca” frente a Enterococcus Faecalis ATCC®51299™
Tabla 1

Estadisticos de los factores del extracto etandlico de Erythroxytum Coca “Coca” y
Enterococcus Faecalis ATCC®51299™

Extracto etandlico de Erythroxylum coca G. Clorhexidina
Estadisticos 25 % 50% 75% 100%  0.12%. (Control
Positivo).
Media 7,245 7,630 7,745 8,125 14,475
Varianza 0,244 0,171 0,222 0,253 1,085
Desv. Desviacion 0,494 0,413 0,471 0,503 1,042
Prueba estadistica Halos de Inhibicion (mm)
H de Kruskal-Wallis 62,071
Grados de libertad 4,000
Sig. asintotica (bilateral) 0,000

Fuente: Elaboracion del autor.

El efecto antibacteriano frente al Enterococcus Faecalis ATCC®51299™ medido
mediante halos medios de inhibicion producidos por el extracto etandlico de
Erythroxytum coca al 25% es de 7,245 mm, el cual se va incrementando de acuerdo al
incremento del porcentaje del extracto, llegando a un halo medio de inhibicién de 8,125

mm al 100% de este extracto, mientras que el Gluconato de Clorhexidina 0.12% tiene un
halo de inhibicion de 14,475 mm.
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Figura 1
Efecto medio antibacteriano del extracto etanolico de Erythroxylum Coca “Coca” y

Gluconato de clorhexidina al 2% frente al Enterococcus Faecalis ATCC®51299™

14.47
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Erythroxytum Erythroxytum Erythroxytum Erythroxytum Gluconato de
coca 25% coca 50% coca 75% coca 100% clorhexidina 2%
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Fuente: Elaboracion del autor.

El efecto antibacteriano frente al Enterococcus Faecalis ATCC®51299™ medido
mediante halos medios de inhibicion producidos por el extracto etandlico de
Erythroxytum coca al 25% es de 7,245 mm, el cual se va incrementando de acuerdo
al incremento del porcentaje del extracto, llegando a un halo medio de inhibicion de
8,125 mm al 100% de este extracto, mientras que el Gluconato de clorhexidina tiene

un halo de inhibicion de 14,475 mm.
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Figura 2

Comparacion del efecto de los factores del extracto etanélico de Erythroxylum Coca
“Coca” frente a Enterococcus Faecalis ATCC®51299™
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Fuente: Elaboracion del autor.

Figura 3

100%

Tratamiento

oxytum coca

Gluconato de
clorhexidino 2%

Comparacion entre pares del efecto antibacteriano del extracto etandlico de

Erythroxylum Coca “Coca” y Gluconato de clorhexidina al 0,12% frente al
Enterococcus Faecalis ATCC®51299™
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2327
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* Cada nodo representa el rango promedio de muestra de cada tratamiento, las lineas amarillas la

existencia de diferencias significativas y las lineas negras la no existencia de diferencias

significativas.
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Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Erythroxylum Coca “Coca” al

100%.

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Erythroxylum Coca
“Coca” al 100% frente a Enterococcus Faecalis ATCC®51299™

Tabla 2
Efecto antibacteriano del extracto etanolico de Erythroxylum Coca “Coca” al 100% y
del Gluconato de Clorhexidina 0.12% frente al Enterococcus Faecalis ATCC®51299™

Erythroxytum  G. Clorhexidina

Estadisticos Coca 100 % 0.12%. (Control
Positivo).
Media 8,125 14,475
Varianza 0,244 1,085
Desv. Desviacion 0,494 1,042
Prueba estadistica Halos de Inhibicion (mm)
U de Mann-Whitney 0,000
Sig. asintética (bilateral) 0,000

Fuente: Elaboracion del autor.

En la tabla 2, se puede apreciar que para el efecto antibacteriano frente a
Enterococcus Faecalis ATCC®51299™ del extracto etandlico de Erythroxylum Coca
“Coca” al 100%, el halo medio de inhibicion es de 8,125 mm, mientras que el Gluconato
de clorhexidina al 0.12% presenta un halo medio de inhibicion 14,475 mm; ademas, se
encontro en la tabla 2, que existe una diferencia significativa entre los halos medios de
inhibicidn de los dos tratamientos, con una significancia del 5%, lo que nos indica que si
bien del extracto etandlico de Erythroxylum Coca “Coca” al 100% tiene un efecto

positivo, no es comparable al efecto que tiene el Gluconato de Clorhexidina al 0.12%.
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Efecto antibacteriano del extracto etanodlico de Erythroxylum Coca “Coca” al

75%.

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Erythroxylum Coca
“Coca” al 75% frente a Enterococcus Faecalis ATCC®51299™

Tabla 3
Efecto antibacteriano del extracto etanolico de Erythroxylum Coca “Coca” al 75% y

del Gluconato de Clorhexidina 0.12% frente al Enterococcus Faecalis
ATCC®51299™

Erythroxytum  G. Clorhexidina

Estadisticos Coca 75 % 0.12%. (Control

Positivo).

Media 7,745 14,475

Varianza 0,222 1,085

Desv. Desviacion 0,471 1,042

Prueba estadistica Halos de Inhibicion (mm)
U de Mann-Whitney 0,000
Sig. asintotica (bilateral) 0,000

Fuente: Elaboracion del autor.

En la tabla 3, se aprecia que el efecto antibacteriano frente al Enterococcus Faecalis

ATCC®51299™ del extracto etanolico de Erythroxylum Coca “Coca” al 75%, tiene un

halo medio de inhibicion de 7,745 mm, mientras que el Gluconato de clorhexidina al

0.12% tiene un halo medio de inhibicion de 14,475 mm, a un nivel de confianza del 95%,

como se muestra en la tabla 3; asi mismo se encontrd que existe una diferencia

significativa entre los halos medios de inhibicion de los dos tratamientos mensionados,

con una significancia del 5%, es decir que el efecto que produce el Gluconato de

Clorhexidina al 0.12% sigue siendo superior al del extracto etandlico de Erythroxylum

Coca “Coca”.
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Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Erythroxylum Coca “Coca” al
50%.

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Erythroxylum Coca
“Coca” al 50% frente a Enterococcus Faecalis ATCC®51299™

Tabla 4

Efecto antibacteriano del extracto etanolico de Erythroxylum Coca “Coca” al 50% y
del Gluconato de Clorhexidina 0.12% frente al Enterococcus Faecalis
ATCC®51299™

Erythroxytum  G. Clorhexidina

Estadisticos Coca 50 % 0.12%. (Control

Positivo).

Media 7,630 14,475

Varianza 0,171 1,085

Desv. Desviacion 0,413 1,042

Prueba estadistica Halos de Inhibicion (mm)
U de Mann-Whitney 0,000
Sig. asintotica (bilateral) 0,000

Fuente: Elaboracion del autor.

El efecto antibacteriano frente al Enterococcus Faecalis ATCC®51299™ del extracto
etanolico de Erythroxylum Coca “Coca” al 50%, tiene un halo medio de inhibicién de
7,630 mm, mientras que el Gluconato de clorhexidina al 0.12% tiene un halo medio
de inhibicion de 14,475 mm; Asimismo, se encontré que existe una diferencia
significativa entre los halos medios de inhibicion de estas, con una significancia del
5%, lo que indica que el efecto antibacteriano frente al Enterococcus Faecalis
ATCC®51299™ del Gluconato de Clorhexidina al 0.12% es superior al del extracto

etandlico de Erythroxylum Coca “Coca” al 50%.
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Efecto antibacteriano del extracto etanodlico de Erythroxylum Coca “Coca” al

25%.

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Erythroxylum Coca
“Coca” al 25% frente a Enterococcus Faecalis ATCC®51299™

Tabla 5
Efecto antibacteriano del extracto etanolico de Erythroxylum Coca “Coca” al 25% y

del Gluconato de Clorhexidina 0.12% frente al Enterococcus Faecalis ATCC®51299™

Erythroxytum G. Clorhexidina

Estadisticos Coca 25 % 0.12%. (Control
Positivo).

Media 7,245 14,475
Varianza 0,244 1,085
Desv. Desviacion 0,494 1,042
Prueba estadistica Halos de Inhibicién (mm)

U de Mann-Whitney 0,000

Sig. asint6tica (bilateral) 0,000

Fuente: Elaboracion del autor.

En latabla 5, se determino que el efecto antibacteriano frente a Enterococcus Faecalis
ATCC®51299™ del extracto etanolico de Erythroxylum Coca “Coca” al 25%, el halo
medio de inhibicion 7,245 mm, mientras que el Gluconato de clorhexidina al 2% tiene un
halo medio de inhibicion de 14,475 mm; de igual modo, se encontré que existe una
diferencia significativa entre los halos medios de inhibicion de estas, con una
significancia del 5%, que muestra que el efecto antibacteriano del Gluconato de
Clorhexidina al 0.12% es mejor que el del extracto etandlico de Erythroxylum Coca
“Coca” al 25% frente al Enterococcus Faecalis ATCC®51299™.
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3.2. Discusion de resultados

La importancia que representa seguir hoy en dia una linea de investigacion en
todas las areas de la Odontologia toma cada vez més relevancia debido a que se
puede seguir un camino recto en cuanto a la basqueda de nuevas teorias. En el
mundo, los investigadores hacen un gran esfuerzo en el area de la salud con la
finalidad de encontrar nuevas alternativas terapéuticas con el fin de obtener
nuevos productos y al alcance de todos. Ante ello, las ciencias estomatoldgicas
no quedan relegadas de ese esfuerzo tratando de ampliar la gama de
posibilidades terapéuticas para la prevencion, diagndstico, tratamiento y
rehabilitacién de las afecciones bucales, en medio de esa blsqueda constante se
trata de encontrar principios activos de origen natural.

Loyola D et al,” Pudieron encontrar propiedades antibacterianas de Schinus
molle L. (molle) y Erythroxylum coca Lam (coca) frente a S. mutans,
coincidiendo con el presente estudio debido a que el extracto es derivado
vegetal; Asimismo, para su investigacion utilizaron la Hoja de Coca en su
variedad Lam; por otro lado, en el presente estudio se utilizd la variedad
Novogranatense Truxillense reconociendo de las diferencias que podrian tener
cada una de las variedades; asimismo, se utiliz6 al Enterococcus Faecalis como
microorganismo estudiado.

En los resultados del presente estudio se identifico que las concentraciones mas
altas (75%, 100%) presentan efecto inhibitorio mas alto frente a E. Faecalis,
coincidiendo con lo presentado por Salcedo M.® donde identifico que sus
concentraciones mas altas de E. Coca var. Coca y var. Novogranatense (100%
y 50%) presentaron mayor halo inhibitorio que sus otras concentraciones frente
a S. mutans. Por otro lado, utilizaron como grupo control alcohol, mientras que
en el presente estudio de utilizo Cloruro de Sodio 0.9%.

Existen diversas soluciones para poder obtener o extraer principios activos de
los vegetales, dentro de ellos los extractos acuosos, alcohdlicos,
hidroalcohdlicos y acidos son los méas conocidos, la cantidad de sustancia
extraida dependera de los compuestos solubles de cada vegetal para una
solucion en especifica; sin embargo, existe una tendencia en diversas
investigaciones donde son los extractos vegetales con solventes alcoholicos
presentan mayor efectos inhibitorios que otros, es por ello que el presente

estudio se centrd en investigar el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico
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de E. Coca frente a E. Faecalis, coincidiendo con el estudio de Luna M et al,’
donde el extracto alcoholico que de E. Coca tuvo mayor efecto antifingico que
los extracto acidos y acuosos.

Hurtado Y,°en su investigacion concluyd practicar la masticacion de E. Coca
como costumbre se presenta como efecto preventivo frente a bacterias de
relevancia estomatoldgica, lo que coincide con la presente investigacion debido
a que se encontrd que la hoja en estudio presente efecto inhibitorio frente a E.
Faecalis, ello nos impulsa a buscar nuevos estudios en busca de lo que podria
ser una nueva linea de investigacion en Odontologia.

Se reconoce a la técnica Kirby Bauer como una de las més precisas para estudiar
sensibilidades bacterioldgicas, es por ello en sus investigaciones Mejia E,'! y
Enciso C,*? utilizaron la técnica en mencion coincidiendo con la del presente
estudio, identificando lo importante que es seguir las recomendaciones dadas
por otros estudios para poder replicar la metodologia en la busqueda de trabajos
de calidad y seguir una misma linea de protocolos internacionales.

Ramos A, demostré que su extracto de E. Coca evita el crecimiento de
Porphyromonas Gingivalis, con una concentracion minima inhibitoria de
6,25%, presentando similitud en comparacién que en su estudio la bacteria fue
una con relevancia en estomatolégica en patologias periodontales y en nuestro
estudio se investigb a E. Faecalis con importancia estomatodgica en
retratamientos endododnticos. Rojas R,* investigo la hoja de E. Coca frente a S.
Aureus, encontrando similar resultado a la presente investigacion, donde el
extracto en estudio no supero el efecto que pudo tener el control positivo (G.
Clorhexidina 0.12%).

Alvarado V, Moromi H,* evaluaron diversas especies vegetales; entre ellas, E.
Coca, utilizando como solvente hidroetanol, lo que difiere de la presente
investigacion en la cual se trabajo con etanol quimicamente puro, ello nos
muestra que se puede extraer los principios activos de diversos solventes.
Finalmente, se recomienda evaluar a futuro que solvente presenta mejor
propiedades para la extraccién de mayor cantidad de compuestos activos.
Existen variedades en la estructuras de los microorganismos dependiendo de su
clasificacion, dentro de ese contexto Minaya P,*® evidencid en su estudio que el
extracto alcohdlico de E. Coca Novogranatense Var Truxillense tuvo mayor
efecto antibacteriano que el grupo control positivo (Alcohol 96%) frente a
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bacterias cariogénicas, lo que no coincide con el presente estudio debido a que
el efecto inhibitorio del extracto alcohdlico de E. Coca Novogranatense no fue
mayor que el grupo control positivo ( Gluconato de Clorhexidina 0.12%).
Borrovic F,!’ encontré un mayor efecto del extracto alcoholico de E. Coca que
el de los controles frente a una flora mixta salival, lo que no coinciden los
resultados con el presente estudio, debido a que los efecto del extracto no fueron
mayores a los del control positivo. Ahora bien, ello pudo ser a que el indculo
presentaban diversos microorganismos pudiendo presentarse unos mas que
otros, mientras que en la presente investigacion se utiliz6 una cepa
estandarizada de un solo género.

Por otro lado, se reconoce que la union o mezcla de dos soluciones podria
representar una mayor extraccion de principios activos en diferentes derivados
vegetales y podrian ambas extraer diversos compuestos solubles para cada
componente de las mismas, pudiendo representar un sinergismo para obtener
mayores efecto farmacoldgicos en las pruebas de sensibilidad. Ante ello, Cossio
B, en su estudio elaboré un extracto hidroetandlico de E. Coca para evaluar
su efecto antibacteriano frente a S. Mutans, obtuviendo valores representativos
de halos de inhibicién, ello representa una importancia de elaborar extractos
con diversas soluciones para la obtencion de la mayoria de principios activos
de las especies en estudio.

Es importante sefialar que para la presente investigacion se siguieron protocolos
estandarizados a nivel mundial para contar con un estudio totalmente fiable y
controlado en todos los aspectos que conllevaron su proceso; Finalmente, es
importante conocer nuevas variantes de tratamientos que se puedan utilizar no
s6lo como Unicos componentes sino también como sustancias coadyuvantes o

sinergistas de los tratamientos reconocidos como Gold Standard.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se concluye que el extracto etandlico de Erythroxytum Coca “Coca” al 100%
presentd halos inhibitorios con una media de 8,125 mm frente a Enterococcus
Faecalis ATCC®51299™, efecto que no fue significativo en comparacion con la
del Gluconato de Clorhexidina 0.12%.

Se concluye que el extracto etandlico de Erythroxytum Coca “Coca” al 75%
presentd halos inhibitorios con una media de 7,745 mm frente a Enterococcus
Faecalis ATCC®51299™ | efecto que no fue significativo en comparacion con
la del Gluconato de Clorhexidina 0.12%.

Se concluye que el extracto etanélico de Erythroxytum Coca “Coca” al 50%
presentd halos inhibitorios con una media de 7,630 mm frente a Enterococcus
Faecalis ATCC®51299™ efecto que no fue significativo en comparacion con la
del Gluconato de Clorhexidina 0.12%.

Se concluye que el extracto etanélico de Erythroxytum Coca “Coca” al 25%
presentd halos inhibitorios con una media de 7,245 mm frente a Enterococcus
Faecalis ATCC®51299™ efecto que no fue significativo en comparacion con la
del Gluconato de Clorhexidina 0.12%.

4.2. Recomendaciones

Se recomienda investigar con otros extractos de Erythroxylum Coca, para
evaluar posibles efecto farmacoldgicos del mismo; asimismo, evaluar la
posibilidad de poder mezclar solventes buscando extraer una mayor cantidad
de principios activos.

Evaluar posibles efectos terapéuticos de la hoja de Erythroxylum Coca, frente
a microorganismos de interés Estomatologicos.

Se recomienda evaluar las diversas bondades farmacoldgicas que podrian
presentar otras variedades de Erythroxylum Coca, reconociendo que en el Per(
contamos con la variedad de Huanuco entre las mas importantes.

Se recomienda seguir una linea de investigacion sobre las hoja de Erythroxylum

Coca, con el Unico fin de seguir encontrando nuevas respuestas cientificas.
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ANEXOS

ANEXO N° 01

RESOLUCION DE APROBACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

UNIVERSIDAD
SENOR DE SIPAN
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

RESOLUCION N*0061-2021/FCS-USS
Pimentel 10 de marzo del 2021

VISTO:

El Dictamen de aprobacion de Proyecto de Tesis N2 007 de fecha 10 de marzo, firmado por el Comité de Investigacion en
el cual se establece la procedencia para la ejecucion de la Tesis titulada EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Erytroxylum Coca “COCA® FRENTE Enterococcus Faecalis ATCC®51299 presentado por la (el) estudiante
NIZAMA BUSTAMANTE MIGUEL ANGEL DANILO de la Escuela profesional de Estomatologia y;

CONSIDERANDO:

Que la Ley Universitaria N*30220, establece en su articulo 48° que |a investigacion constituye una funcion esencial y
obligatoria de la Universidad, que la fomenta y realiza, respondiendo a través de la produccion de conocimiento y
desarrolio de tecnologias a las necesidades de |a sociedad, con especial énfasis en |a realidad nacional. Los docentes,
estudiantes y graduados participan en la actividad investigadora en su propia institucion o en redes de investigacion
nacional o internacional, creadas por las instituciones publicas o privadas.

Que, de conformidad con el Reglamento de Grados y Titulos V7 USS en su articulo 212 a |a letra dice: “Los temas de trabajo
de investigacion, trabajo académico y tesis son aprobados por el Comité de Investigacion y derivados a la facultad o Escuela
de Posgrado, segun corresponda, para la emision de la resolucion respectiva...”

Que, el Articulo 36° del reglamento de investigacion V7 USS, establece que: “El comité de investigacion de la escuela
profesional aprueba el tema del proyecto de investigacion y del trabajo de investigacion acorde a las lineas de investigacion
institucional”.

Estando a lo expuesto, y en uso de las atribuciones conferidas y de conformidad con las normas y reglamentos vigentes;
SE RESUELVE:

Articulo N*01: APROBAR el proyecto de tesis denominado: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
Erytroxylum Coca “COCA” FRENTE Enterococcus Faecalis ATCC®51299 presentado por el(la) estudiante NIZAMA
BUSTAMANTE MIGUEL ANGEL DANILO de la Escuela de Estomatologia.

ARTICULO 02: ESTABLECER, como fecha de inscripcion del Proyecto de Tesis la fecha de expedicion de la presente
resolucion.
REGISTRESE, COMUNIQUESE Y ARCHIVESE

gtano Facultad de Ciencias de la Salud

DECANO SECRETARIA ACADEMICA

CC. EAP, Interesado(s), Archivo.

44



ANEXO N° 02

SOLICITUD ENACO

UNIVERSIDAD
SENOR DE SIPAN

SOLICITUD
“Afio del Bicentenario del Perti: 200 afios de Independencia”
Yo, Miguel Angel Nizama Bustamante, con nimero de DNI 71573865, estudiante de
Pregrado de la Escuela Académica Profesional de Estomatologia de la Universidad Sefior
de Sipan (Chiclayo), solicito a la Empresa Nacional de la Coca (ENACO- SEDE
TRUJILLO), que se me brinde muestras de Erythroxylum Coca, para el adecuado

desarrollo de mi tesis denominado “ Efecto antibacteriano del extracto etandlico de hojas

secas de Erythroxylum Coca “coca” frente a Enterococcus Faecalis ATCC®51299™ .

Muchas Gracias.

Chiclayo, 04 de Marzo del 2021.
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ANEXO N° 03

CERTIFICADO EMPRESA NACIONAL DE LA COCA (ENACO)

|
l

ENACO S.A.

EMPRESA NACIONAL DE LA COCA S.A
AGENCIA TRUJILLO

“Afo del Bicentenario del Perti: 200 aftos de Independencia”

EL ADMINISTRADOR DE LA AGENCIA TRUJILLO DE ENACO S.A.

CERTIFICA

Que los 0.5kg de hoja de coca, entregado al Sr. Miguel Angel Danilo Nizama

Bustamante para fines de investigacion, corresponden a la Familia Erythroxylum
Coca, Variedad Novogranatense.

Se entrega el presente documento para determinar el origen de la muestra de hoja
de coca que se utilizard en la ejecucién de la Tesis denominada “EFECTO
ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Erythroxylum Coca “COCA”
FRENTE Enterococcus Faecalis ATCC®51299™",

Se expide en la ciudad de Trujillo a los (22) dias del mes de abril del afio dos mil
veintiuno.

Atentamente,
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ANEXO N° 04
CONSTANCIA LABORATORIO

SCIENCE EXPERIMENT

Research Laboratory

CONSTANCIA

El que suscribe, Miguel Angel Ruiz Barrueto, identificado con DNI Ne
42814144, Bidlogo Microbidlogo con CBP Ne 8256, M.Sc. en Ciencias con
mencién en Microbiologia Clinica, Doctor en Ciencias Biomédicas e
investigador Renacyt N° P0O015210; hace constar que ha colaborado
como microbidlogo especialista en la ejecucion de la tesis fitulada:
EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Erythroxylum
coca "COCA" FRENTE Enterococcus faecalis ATCC® 51299TM, del Sr.
Miguel Angel Danilo Nizama Bustamante, identificado con DNI N°
71573845, estudiante de la Escuela Profesional de Estomatologia de la

Universidad Senor de Sipdn.

La investigacion fue ejecutada entre el 19 y 24 de abril del 2021 en el
Laboratorio de Investigacion Science Experiment ELR.L, de la Civdad de

Trujillo.

Se expide la presente a solicitud del interesado, para los fines que

estime conveniente.

Trujillo, 26 de abril de 2021.

\.‘ | i \ n | ) ™ -,
Ao 7 5)

. lliguel CAnget Secz Batruets
Bidlogo Microbi6logo
CBP n.° 8256

SCIENCE EXPERIMENT| Av. La Marina # 1326 Int. 2 Urb. La Perla Trujillo. Telf. 983771019
Research Laboratory @scienceexperiment.pe
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ANEXO N° 05

RESULTADOS DE EJECUCION DE TESIS

SCIENCE EXPERIMENT
Research Laboratory

RESULTADOS DE EJECUCION DE TESIS

Tesis: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
Erythroxylum coca “COCA” FRENTE Enterococcus faecalis ATCC® 51299™.

Autor: Miguel Angel Danilo Nizama Bustamante

. HALOS DE INHIBICION EN mm
Repeticiones

25% 50% 75% 100% C+*
1 7.0 8.3 8.1 9.0 16.0
2 7.7 7.5 8.0 9.0 14.4
3 6.6 74 8.0 8.0 15.3
4 7.0 7.7 7.8 8.0 14.5
5 7.9 7.6 8.0 8.5 14.0
6 7.7 7.5 7.3 8.0 13.1
7 6.7 7.6 7.7 8.0 13.9
8 6.6 6.7 71 7.6 14.0
9 7.2 74 7.3 7.5 15.2
10 6.8 7.7 7.2 8.0 13.8
11 8.0 8.3 8.0 8.0 16.4
12 6.9 7.8 7.2 8.0 13.0
13 8.0 8.1 8.2 8.1 16.1
14 7.7 7.2 7.4 7.3 13.6
15 74 7.5 7.5 7.7 14.0
16 7.8 8.2 8.8 8.9 134
17 6.8 7.0 7.5 7.6 14.4
18 6.8 7.5 7.4 8.0 14.2
19 6.9 8.0 8.6 8.8 14.0
20 74 7.6 7.8 8.5 16.2
Promedio 7.2 7.6 7.7 8.1 14.5

*Gluconato de clorhexidina 2 %.

Trujillo, 19-24 de abril de 2021.

r Y
f \
RO DTS
| <]
Dt PHiguel CAAngel Kz Barrueto
Bidlogo Microbidlogo
CBP n.° 8256

SCIENCE EXPERIMENT
Research Laboratory

Av. La Marina # 1326 Int. 2 Urb. La Perla Trujillo. Telf. 949388950
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ANEXO N° 06
CERTIFICADO STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC®51299™

Specifications
Microorganism Name: Enterococcus faecalis
Catalog Number: 0959
.| Lot Number: 859-106"*

Reference Number: ATCC® 51299™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 2

Expiration Date: 2022/5/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Paige M Dahlberg
Release Date: 2020/6/17

Performance
Macroscopic Features:

Microscopic Features:
Gram positive ovoid cells, mostly in pairs or short chains.

Small to medium, gray/white, translucent, smooth, circular with entire edge.

Medium:
SBAP
Method:

Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Results
(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative
(1) Bile Esculin Agar: positive

1) Gentamicin (120 mcg - Disk Susceptibility):
v:rils‘am (no zone) Observed phenotype, results may
1) Streptomycin (300 mcg - Disk Susceptibility):
w:%zistan (no éone)( ObseN%gt:! phenotype, res‘t)}lts m);)y
BHIA w/Vancomycin (6 mcg/ml): Resistant (growth)

Q'Z‘Vvkcx. e . ',,.r‘{é)d i

Amanda Kuperys
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

certificate is the actual base lot number.

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this

mmmﬂmﬁxwm‘mmmggm J e-'l "‘ﬂ.’,&'}f unique environment of the card, combined with the short incubation period, may

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2855.02

PR Yesh
4. Refer to the enclosed product insert for i use and fety i
| P are letoa g culture coll;

ACCREDITED,

*) The AT Deri E . the ATCC Li rk AT
R ikt O aSemans of MEC. Mo eaole: (I F AT (aopuseReDehative word, mark and the ATCC catalop marks ar
Detivative ' cultures.
(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.
ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01
© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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ANEXO N° 07
Preparacion medio de cultivo

- &

IRer| 611020 =800

MITIS SALIVARIUS
AGAR

WLIOFICREm 1 et
Zon Indle - Recerord AbcR (105 T

1.- | Pesaje medio de cultivo.

2.- | Medio de cultivo hidratado.
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ANEXO N° 08
MEDIO DE CULTIVO MITIS SALIVARIUS A PLACAS PETRI

1.- | Vaciado del medio de cultivo en Placas Petri.

2.- | Placas Petri con medios de cultivo.
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ANEXO N° 09
OBTENCION Y ESTANDARIZACION DEL DE LA CEPA DE
ENTEROCOCCUS ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC®51299™

Obtencidn del in6culo.

Siembra del indculo en la superficie del medio de cultivo.
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ANEXO N° 10
OBTENCION DE LAS CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE ERYTHROXYLUM COCA

1.- | Obtencion de las concentraciones (25%,50%,75%,100%).

2.- | Concentraciones listas para ser evaluadas.
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ANEXO N° 11
EVALUACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO
COLOCACION DE LOS SENSIDISCOS EN LAS RESPECTIVAS
CONCENTRACIONES DE ERYTHROXYLUM COCA

1.- | Colocacion de los sensidiscos en las respectivas concentraciones de
Erythroxylum Coca.

2 - | Posicionamiento de los sensidiscos sobre la superficie del medio de cultivo
(método difusidon en agar).
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ANEXO N° 12
SELLADO E INCUBADO DE LAS PLACAS PETRI

Estufa con placas petri a 36.5 °C durante 24 horas.
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ANEXO N° 13

Halos de inhibicion

CONCENTRACION AL 25%

1.- | Concentracion al 25%.

2.- | Concentracion al 50%.
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1.- | Concentracion al 75%.

2.- | Concentracion al 100%.
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ANEXO N° 14
ANALISIS ESTADISTICOS DE RESULTADOS

Comparacion entre pares del efecto antibacteriano del extracto etanolico de Erythroxylum

Coca “Coca” y Gluconato de clorhexidina frente al

ATCC®51299™

Enterococcus Faecalis

Muestra 1 - Muestra 2 dEesr:Z:Itsrt;z:e Error De::'cis::r:f:;co Signif. Ajstlxirt‘;f(;a
coyhramum Coca 0% 15425 9153 1685 0092 0919
covhramm Coca 5% 19025 9153 2079 0038 0377
crthrowlum Coca 100% 34450 9153 3764 0000 0002°
Gluconmtode commendna 0125 57225 953 7305 0000 0000*
Ezﬂliﬁﬁﬁﬂﬂ EEEZ 32; _ -3.600  9.153 -0.393 0.694 1.000
crhramm Coca 100% 19025 9.153 2078 003 0377
Gluconmto de dommexidina 012 51800 9153 5660 0000 0000*
cryhronyum Coca 100% 15425 9.153 1685 002 0919
luconato de dommeridina012% 48200 9153 5266 0000  0000*
Erythroxylum Coca 100% - 32,775 9.153 3581 0.000 0.003%

Gluconato de clorhexidina 0,12%

De acuerdo con la tabla, se puede verificar que los tres primeros niveles del extracto
etanolico de Erythroxylum Coca (25%, 50% y 75%), no tiene una diferencia

significativa entre ellos, la Unica diferencia es entre el 25% y 100% del extracto

etanolico de Erythroxylum Coca, por otro lado, el Gluconato de clorhexidina al

0.12% es significativamente diferente a todos los niveles del extracto etandlico de

Erythroxylum Coca, con una significancia del 5%. Los valores de significancia de

estas pruebas se han ajustado de acuerdo a la correccion de Bonferroni para varias

pruebas.
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Prueba de normalidad para los factores extracto etanolico de Erythroxylum Coca

“Coca” y Gluconato de clorhexidina 0.12%

] Shapiro-Wilk
Tratamiento . _

Estadistico gl Sig.
Erythroxytum coca 25% ,896 20 ,035
Erythroxytum coca 50% ,952 20 ,405
Erythroxytum coca 75% ,937 20 ,213
Erythroxytum coca 100% ,903 20 ,047
Gluconato de clorhexidina ,906 20 ,054

0.12%

El contraste de normalidad se realizé con el estadistico Shapiro-Wilk en relacion al
namero de datos por cada tratamiento; bajo la hipétesis de nulidad de que la distribucion
de los datos de la variable no tiene una distribucién normal, este contraste presentd una
significancia para los tratamientos de Erythroxytum coca 25% (p = 0,035) y de
Erythroxytum coca 100% (p = 0,047), con lo cual no se puede asegurar una normalidad

en la distribucién de los datos.
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