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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo por objetivo determinar el efecto
antibacteriano del extracto acuoso de R. fruticosus y M. rhopaloides sobre S. mutans ATCC
25175. Se emple6 un disefio experimental siendo el de dilucion doble seriada, se realizo en
el laboratorio de Investigacion de la Universidad Sefor de Sipan. Se utilizaron placas Petri
con medio Cerebro-Corazén (BHI) para luego sembrar la bacteria en todas las unidades
experimentales. Se empled un total de 60 discos; en 14 de ellos placas a razon de 5 discos
por placa estando embebidos en los extractos acuosos y de clorhexidina (0.12%). El grupo
poblacional estuvo constituido por un cultivo de S. mutans ATCC. Las variables se obtuvieron
mediante la formacion de un halo alrededor del disco de sensibilidad.

La clorhexidina obtuvo una sensibilidad intermedia, mientras que para R. fruticosus y
M. rhopaloides la sensibilidad fue nula; aunque la evidencia indica que ambas plantas
presentan moléculas con principios antibacterianos, como polifenoles (glucésidos de flavonol,
proantocianidinas y antocianinas). Esto puede deberse al procedimiento y la exposicion a la
temperatura. La evidencia indica que no hay una etapa de macerado y que la exposiciéon a la
temperatura es por corto tiempo mientras que lo realizado incluyé un tiempo de maceracion
y exposicion mas prolongada a temperatura de ebullicibn hasta conseguir evaporar y
concentrar el extracto. Se llega a concluir que el efecto antibacteriano del extracto acuoso de
R. fruticosus y M. rhopaloides sobre S. mutans ATCC 25175 es nulo y clorhexidina presenta

una inhibicién mas elevada.

PALABRAS CLAVES

Streptococcus mutans, antibacterianos, curare, Rubus, Myrcianthes
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ABSTRACT

The objective of this research work was to determine the antibacterial effect of the
aqueous extract of R. fruticosus and M. rhopaloides on S. mutans ATCC 25175. An
experimental design was used, being that of serial double dilution, it was carried out in the
Research laboratory of the Sefior de Sipan University. Petri dishes with Brain-Heart medium
(BHI) were used to then seed the bacteria in all experimental units. A total of 60 discs were
used; in 14 of them plates at a rate of 5 discs per plate were soaked in the aqueous extracts
and chlorhexidine (0.12%). The population group consisted of a culture of S. mutans ATCC.
The variables were obtained by forming a halo around the sensitivity disc.

Chlorhexidine obtained an intermediate sensitivity, while for R. fruticosus and M.
rhopaloides the sensitivity was null; although the evidence indicates that both plants present
molecules with antibacterial principles, such as polyphenols (flavanol glycosides,
proanthocyanidins and anthocyanins). This may be due to the procedure and temperature
exposure. The evidence indicates that there is no maceration stage and that the exposure to
temperature is for a short time while what was done included a maceration time and longer
exposure to boiling temperature until the extract was evaporated and concentrated. It is
concluded that the antibacterial effect of the aqueous extract of R. fruticosus and M.

rhopaloides on S. mutans ATCC 25175 is null and chlorhexidine presents a higher inhibition.

KEYWORDS

Streptococcus mutans, anti-bacterial agents; curare, Rubus, Myrcianthes

viii



INDICE DE CONTENIDO

I, INTRODUGCCION. .. ...ttt e, 11
1.1. Realidad ProbIEMALICA. ........c.ouiuiiiiie e 11
1.2. Antecedentes de EStUdiO...........couiiiiiiiiii 13

1.2.2. INtErNACIONAIES. ... . 13
1.2.2. NACIONAIES. ... .o e 14
1.2.3. REQIONAIES. ...ttt 15
1.3. Teorias Relacionadas al Tema.........c.ouiuiiiiiiiii e 16
1.3.1. Efecto AntIDACEIAN0 ..........uuiiiiiiiiie e 16
1.3.2. EXIraCtO ACUOSO .. ...covriiiiiiiieeiiieiniie ettt e e nnn s 17
1.3.3. EStUAIO IN VIO ...eiiiiiiiiiiiiiie et 19
1.3.4. CarieS DENLAI .......ceeiiiiiiiiiiiie ittt 21
1.3.5. MediO d€ CUIIVO ....eviiiiiiiiiiiiiiiiee e 23
1.3.6. CePa BaCIEIIANA ......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
1.3.7. Susceptibilidad BaCeriana............uuuuuuuumumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiineeeieeeeeeee 26
1.3.8. StreptOCOCCUS MULANS. ... ..iiieiiiiiiiiii e et e e e e e eenneeees 28
1.3.9. Streptococcus mutans ATCC 25175 ..o 30
1.3.10.  ClOrNEXIAING ....eeeeiiieeeiiiiiee e 31
1.3.11.  RUDUS frULICOSUS: ...cooiiiiiiiiie et 32
1.3.12. Myrcianthes rhopaloides ...........ccoooi i 34
1.4. Formulacion del Problema 35
1.5. Justificacion e Importancia del Estudio 35
1.6. Hipotesis 36
1.7. Objetivos 36
1.7.1. ODJEtiVO GENEIAL........uuiiiiiiiiiiiiiii bbb 36
1.7.2. Objetivos ESPECIfICOS......cciuiiiiiiiiiee e 37

1T 1 =1 (o (o] o o | = U PP 37

2.1, Tipo de INVESHIGACION. ... ... e 37

2.2. Disefio de 1a INVeStIGaCION. ........c.iuieiiiiie e 37



2.3, AMDItO @ ESTUIO. ... e e e e 38

2.1. Operacionalizacionde Variables. ..o, 39
2.4, PobIacCiOn Y MUEBSEIA. .. ..o e 40
2.4.1. CriterioS de iNCIUSION .........cooiiiiiiii e 41
2.4.2. CriterioS de eXCIUSION .........cooiiiiiiiiie e 41
2.4.3. CIitErIOS ELICOS. ...iiiuitiiiieiee e e e ettt e e e e ettt e e e e e e e r e e e e e e e e nenneees 41
2.4.4. Criterios de rigor CientifiCO.........c.uuviiiiiiiiiiie e 42
2.5. Instrumentos de recoleccion de datos. ............covuiuiuiiiiiiiiiiee e 43
2.5.1. COOMINACION......ciiiiiiiiie it e e e 43
2.5.2. Técnicas de recoleccion de datosS .............cccuvrriiiiieeiiiiiiiiiiieee e 43
2.5.3. Ficha de recoleccion de datos.............ccouiiiiiiiiiiiiiieeeiiii e 43
2.6. Procedimiento para muestras vegetales 44
2.6.1. RecolecCiOn herbarial.........ccoouiiiiiiiiiiiee e 44
2.6.2. Procesamiento del extracto aCUOSO ............ccevvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 45
2.7. Procedimiento para la Cepa bacteriana 46
2.7.1. Obtencidn de la cepa bacteriana...........oooovuviiiiiiiiiiiiiie e 46
2.7.2. Preparacion del medio de CUltiVO ...........uueeeiiiiiiiiiicice e, 46
a. Medio Soya TriptiCasa (TSA) .euuuuieiii e 46
b.  Agar MitiS SAlIVArIUS ......ccoooeeiiiiiicee e 46
c. Medio Cerebro — Corazon (BHI).........coovvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 47

2.7.3. Activaciobn 'y obtencibn de colonias de Streptococcus ~mutans

N O O 3 I 4 T 47

2.8. Susceptibilidad del extracto @CUOSO. .......coviriitiii i 47

< T I I =T ox 1 | - PP 48
L RESULTADOS ...ttt e et e e e et e e e e et e e e e et n e e e e aan e e e eatnee e es 49
IV.DISCUSION ...ttt st se st e s 52
V. CONCLUSIONES. ... .ottt e et a et e e e e e e eenaaa s 54
VI.RECOMENDACIONES ...ttt e et e et e e e e e e eaa s 54

VIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooiieieeeteeeeeeeeeee e, 56



INTRODUCCION

1.1. Realidad Problematica

Una de las enfermedades més comunes del sistema estomatognatico es la
caries dental, producida por diversos factores que se produce tras la erupcién de los
dientes (1). Entre esos factores tenemos al bacteriano, y dentro de este, el principal
actor es el Streptococcus mutans (2).

S. mutans es una bacteria gram positiva (3) que coloniza las estructuras
duras de la boca y que, junto con otras bacterias, forman en un primer momento el
biofilm (4-6), llegando a generar grandes y profundas cavidades hasta perder por
completo la estructura dental, producto de la desmineralizacion. Este descenso de
minerales en la densidad del diente se produce cuando los restos de comida que
quedan en boca son aprovechados por S. mutans; esa digestién bacteriana da como
deshechos sustancias acidas (6,7) que perforan los dientes.

Se ha establecido una mayor prevalencia de S. mutans en la cavidad oral, en
consecuencia, al controlar a este agente patdgeno se puede reducir
significativamente la incidencia de caries (8).

Una de las formas de combatir la caries dental es el empleo de productos
alternativos, que por su bajo costo y accesibilidad son los mas recomendados en
paises en vias de desarrollo (2,3). Asi tenemos que, Khoramian et al (8) menciona
Teucrium polium (manzanilla, hierba de flores silvestres) como una alternativa para
disminuir de manera efectiva el crecimiento poblacional de S. mutans, con una
duracion de hasta tres semanas.

Otros productos naturales son las bayas, como Rubus fruticosus
(zarzamora), Myrcianthes rhopaloides (lanche), Malpighia emarginata (acerola) y
Vaccinium vitis-idaea (ardndano rojo) que aportan con fitonutrientes (9-11); estos

actan como antiinflamatorios y antimicrobianos (12,13); prueba de ello Barros B et
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al (9), Demirbas A et al (14) y Cetojevié et al (15) confirman estos efectos de las
bayas en hongos como: Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei y
Candida tropicalis; y bacterias como: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Bacillus cereus ATCC 11778, Salmonella typhymurium, y
Listeria monocytogenes. Sin embargo, el esfuerzo realizado en Peru por disminuir la
caries es insuficiente puesto que el Ministerio de Salud del Perd (MINSA) registra
para el afio 2019 una tasa del 90,4% de peruanos con caries dental (16).

La incidencia de enfermedades odontol6gicas en el Peru es alta. Siendo la
caries dental la mas elevada, con una alta prevalencia (90%) por arriba de
enfermedades como las periodontales (85%) y maloclusiones (80%), junto con
lesiones en la mucosa bucal, cancer bucal y otros traumatismos bucodentales.
Ademas, se observan dientes cariados, perdidos y obturados (CPOD) en nifios de 6
a 12 afios, lo que ha llevado a que la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
clasifique al Peri como un pais en estado de emergencia. Ante esta situacion, los
expertos destacan la necesidad de implementar acciones de salud publica tanto a
nivel individual como colectivo para manejar la funcionalidad, el dolor dental y el
impacto en la calidad de vida de los ciudadanos, especialmente aquellos en situacion
de exclusién y con riesgo de enfermedades bucales (17). Por otro lado, el Dr. Marcos
Calle, quién es el director ejecutivo de la Direccién de Salud Bucal del Minsa inform6
que, la prevalencia de caries entre escolares de 3 a 15 afios es del 85,6%, lo que
significa que 9 de cada 10 escolares padecen esta enfermedad (18), hecho que llama
la atencion para establecer un conjunto de métodos con el objetivo de disminuir lo

mas posible esas cifras.
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1.2.Antecedentes de Estudio

1.2.1. Internacionales

Barbieri et al. (2022, Croacia) (19) evaluaron los efectos antimicrobianos de
los extractos de Rubus fruticosus y Juniperus oxycedrus sobre Listeria
monocytogenes. En esta investigacion experimental, se utilizé un enfoque basado
en dosis subletales derivadas de las hojas de estas plantas. Los resultados indicaron
una reduccién en la concentracion celular maxima y un aumento en las células
lesionadas (46.83% a las 72 horas), lo que sugiere que los constituyentes, como la
rutina y el acido clorogénico, afectan la permeabilidad de la membrana bacteriana.
Concluyeron que estos extractos ralentizan el crecimiento de L. monocytogenes.

Acosta J (2021, Ecuador) (20) estudi6 el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de Camelia sinensis (té verde) y propoleo sobre S. mutans. Usaron un
disefio experimental in vitro con 150 discos de sensibilidad en placas de Petri
inoculadas con la bacteria. Los resultados mostraron que el extracto al 30% inhibié
el crecimiento bacteriano con halos de inhibicion de hasta 9.20 mm, mientras que el
extracto al 10% no mostré actividad. Se concluyé que el extracto de C. sinensis al
30% posee actividad antibacteriana significativa frente a S. mutans.

Ben Lagha A et al. (2020, Canada) (12) investigaron el impacto de la cereza
agria (Prunus cerasus L.) sobre patégenos orales como S. mutans, C. albicans y
Fusobacterium nucleatum. Se utilizé una metodologia cuantitativa y descriptiva, y se
descubrié que la quercetina y las procianidinas de la cereza no poseian un efecto
antimicrobiano significativo solo inhibieron su formacién en un 70% en las muestras
obtenidas, esto significa que un 30% no tuvo efecto. Concluyeron que la cereza agria
puede disminuir la adhesion bacteriana a superficies dentales, mejorando la
proteccion contra infecciones orales.

Barros B et al. (2019, Brasil) (9) realizaron un estudio exploratorio que tenia

como objetivo inhibir el crecimiento de diversas especies de Candida (C. albicans,
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C. parapsilosis, C. krusei y C. tropicalis). Utilizaron un extracto salino de las hojas de
Malpighia emarginata (acerola) como sustancia antimicrobiana. Los resultados
mostraron que este extracto fue capaz de inhibir hasta el 90% del crecimiento de
estas especies de Candida, sin provocar dafio celular, y fomentando la proliferacion
de células involucradas en la curacion. Concluyeron que el extracto de M. emarginata
tiene potencial para ser usado como tratamiento antifingico eficaz.

Shaikh S y Kumar M (2017, Arabia Saudita) (21) se propusieron evaluar el
impacto de diferentes bayas (frambuesas, fresas, arAndanos, uvas y moras) sobre
Streptococcus mutans y Fusobacterium nucleatum. Utilizaron un estudio
correlacional, donde los polifenoles presentes en los extractos de estas frutas
actuaron como inhibidores de la actividad bacteriana. Los resultados mostraron que
los polifenoles de las bayas, especialmente de grosella negra, arandano rojo,
arandano y mora, inhibieron la actividad de la F-ATPasa de S. mutans, alterando el
pH intracelular y eliminando al microorganismo en el 65% de las muestras usadas.
Se concluy6 que los polifenoles presentes en estas bayas son responsables de la

antiagregacion bacteriana, lo que previene la formacién de placa dental.

1.2.2. Nacionales

El estudio de Ascate M (2019, Pera) (11) tuvo como objetivo determinar la
actividad antibacteriana de extractos de Myrcianthes rhopaloides sobre varias
bacterias patégenas. La investigacion cuantitativa us6 discos de sensibilidad en
bacterias como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa. La CMI de la fraccién 3 del extracto de 45° G.L. fue de
0,313 mg/mL y su CMB fue de 0,625 mg/mL frente a Staphylococcus aureus. La CMI
de la fraccion 3 del extracto decocto fue de 0,156 mg/mL y su CMB fue de 0,313
mg/mL, frente a Staphylococcus Aureus. Sin embargo, no se registro actividad

inhibidora en Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Se concluy6é que los
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extractos mas efectivos fueron el decocto y el etandlico a 45°GL, siendo los mas
eficaces contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y Bacillus subtilis.
Ortega et al (2018, Per0) (22), donde evaluaron el extracto hidroetandlico de
(hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Se utilizé el método de
difusion en disco y microdilucion en caldo para determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y Bactericida (CMB). Los resultados mostraron que el extracto
presento un efecto antibacteriano significativo con halos de inhibicion de hasta 25.47
mm a concentraciones de 100 pg/mL, superando al control positivo (clorhexidina
0.12%). Concluyeron que el extracto de C. citratus tiene un efecto bactericida sobre

S. mutans, con concentraciones de 80-90 pug/mL mostrando una efectividad similar.

1.2.3. Regionales

Santos J (2019, Lambayeque) (23) en su investigacion planteé como objetivo
describir la inhibicion del extracto de R. glaucus (mora andina) sobre la S. aureus y
E. coli. Fue un tipo de investigacion basica, descriptiva. Tuvo como poblacién el
100% del extracto de R. glaucus. Se obtuvo como resultado una inhibicién de un halo
promedio de inhibicion de 13.556 mm en S. aureus y 12.670 mm en E. coli. Se
concluy6 que en general el extracto de R. glaucus (mora andina) tiene la capacidad
de inhibir a S. aureus y E. coli, teniendo una accion directamente proporcional a la
dosis del extracto y dependiendo de la cepa utilizada.

Guevara R (2018, Lambayeque) (24) tuvo como objetivo determinar del
efecto inhibitorio in vitro de extracto natural del fruto de R. glaucus sobre S. aureus.
La poblacion estuvo representada por cepas de S. aureus, aisladas de pacientes del
Hospital Regional Docente Las Mercedes de Chiclayo. Tuvo como resultado que la
carga bacteriana disminuy6 a tal punto que no se aprecian UFC en las placas para
los casos de las cepas resistentes a oxacilina a concentraciones de 50% y 75% de
extracto, sin embargo, los resultados son un poco distintos para el caso de la cepa

sensible a oxacilina pues en estas placas si se aprecian UFC en las concentraciones
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de 50% y 75% aunque en menor cantidad que el control. Concluy6 en que existe un

efecto inhibitorio del extracto comprobado por el andlisis llevado a cabo.

1.3.Teorias Relacionadas al Tema

1.3.1.

Efecto Antibacteriano

El estudio del efecto antibacteriano es crucial en el campo de la
medicina y la biologia, especialmente en la era contemporanea donde la
resistencia a los antibiéticos se ha convertido en una amenaza significativa
para la salud publica global. Los agentes antibacterianos incluyen una amplia
gama de sustancias naturales y sintéticas disefiadas para inhibir el
crecimiento de bacterias patdégenas y prevenir infecciones. Este ensayo
explora los mecanismos de accion de estos agentes, la resistencia bacteriana
emergente y las perspectivas futuras en la investigacion y desarrollo de
nuevos antibacterianos.

Los agentes antibacterianos funcionan mediante diversos
mecanismos, como la inhibicién de la sintesis de la pared celular bacteriana,
la interferencia con la sintesis de proteinas, la alteracién de la membrana
celular y la inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos. Por ejemplo, los
antibiéticos beta-lactamicos, como la penicilina, actian inhibiendo la sintesis
de la pared celular bacteriana, lo que lleva a la lisis celular (25). Otros, como
los aminoglucdsidos, se unen a la subunidad ribosomal 30S de las bacterias,
interrumpiendo la sintesis de proteinas (26).

Sin embargo, la eficacia de los agentes antibacterianos esta
amenazada por la creciente prevalencia de bacterias resistentes a los
antibidticos. La resistencia bacteriana puede surgir a través de mutaciones
genéticas o la adquisicibn de genes de resistencia de otras bacterias

mediante transferencia horizontal de genes. La resistencia a mudltiples
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1.3.2.

farmacos (MDR) en bacterias patégenas como Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus representa un desafio significativo para el tratamiento
de infecciones (27). La Organizacion Mundial de la Salud ha destacado la
necesidad urgente de nuevos antibidticos y estrategias terapéuticas para
combatir la resistencia a los antibi6ticos (28).

En respuesta a esta crisis, la investigacion esta enfocada en el
descubrimiento y desarrollo de nuevos agentes antibacterianos. Las plantas
medicinales y los productos naturales han demostrado ser fuentes
prometedoras de nuevos compuestos antibacterianos. Ademas, la
biotecnologia y la ingenieria genética estan explorando nuevas vias para

disefiar y producir antibiéticos mas efectivos y especificos.

Extracto Acuoso

Los extractos acuosos de plantas medicinales han sido objeto de
creciente interés debido a sus potenciales propiedades terapéuticas,
incluyendo su actividad antibacteriana. Estos extractos, obtenidos a traves de
la extraccion de compuestos bioactivos utilizando agua como solvente,
representan una alternativa natural y accesible a los antibiéticos sintéticos.
Este ensayo explora el proceso de obtencién de extractos acuosos, sus
mecanismos de accion antibacteriana y las evidencias actuales de su
efectividad.

La obtencion de extractos acuosos implica la maceracion, infusion o
decoccion de partes de la planta, tales como hojas, raices o flores, en agua.
Este método es particularmente adecuado para extraer compuestos polares
y solubles en agua, como flavonoides, taninos y alcaloides, que han
demostrado tener actividad bioldgica significativa (29). A diferencia de otros

métodos de extraccion que utilizan solventes organicos, los extractos
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acuosos son mas seguros y econémicos, lo que facilita su aplicacion en
comunidades con recursos limitados.

Los mecanismos de accion antibacteriana de los extractos acuosos
pueden variar dependiendo de los compuestos presentes. En general, estos
extractos pueden alterar la permeabilidad de la membrana celular bacteriana,
inhibir la sintesis de proteinas o de &cidos nucleicos, y generar estrés
oxidativo en las células bacterianas. Por ejemplo, los flavonoides y taninos
presentes en muchos extractos acuosos son conocidos por su capacidad
para formar complejos con proteinas bacterianas y desestabilizar la
membrana celular (30).

Evidencias recientes han demostrado la efectividad de los extractos
acuosos contra una variedad de patégenos bacterianos. Un estudio sobre el
extracto acuoso de Moringa oleifera mostré actividad significativa contra
bacterias grampositivas y gramnegativas, incluyendo Staphylococcus aureus
y Escherichia coli. Los resultados sugieren que los compuestos bioactivos
presentes en Moringa oleifera pueden ser una fuente prometedora de nuevos
agentes antibacterianos (31). Otro estudio destaco el potencial del extracto
acuoso de Azadirachta indica (neem) en la inhibicién del crecimiento de
Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, bacterias responsables
de infecciones nosocomiales (32).

A pesar de los prometedores resultados, es importante abordar
algunas limitaciones en el uso de extractos acuosos. La variabilidad en la
concentracion de compuestos bioactivos debido a factores como la
temporada de cosecha y las condiciones de crecimiento de la planta puede
afectar la consistencia y eficacia de los extractos. Ademas, se requieren
estudios clinicos exhaustivos para evaluar la seguridad y eficacia de estos

extractos en humanos antes de su implementacidén generalizada (33).
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En conclusién, los extractos acuosos de plantas medicinales
representan una prometedora fuente de agentes antibacterianos naturales.
Su potencial para inhibir el crecimiento de patégenos bacterianos, junto con
su accesibilidad y seguridad, los posiciona como una alternativa viable a los
antibioticos sintéticos. La investigacion futura debe enfocarse en estandarizar
los métodos de extraccion y realizar estudios clinicos para validar su uso

terapéutico.

Estudio In Vitro

Los estudios in vitro representan una herramienta fundamental en la
investigacion biomédica y farmacoldgica. Estos estudios, realizados en un
entorno controlado fuera de un organismo vivo, permiten investigar
mecanismos bioldgicos, evaluar la eficacia y seguridad de nuevos farmacos
y comprender mejor las interacciones celulares y moleculares. Este ensayo
examina las ventajas, limitaciones y aplicaciones de los estudios in vitro en la
ciencia contemporanea.

Una de las principales ventajas de los estudios in vitro es el control
preciso del entorno experimental. Los investigadores pueden manipular
variables especificas, como la concentracion de un compuesto o las
condiciones del medio de cultivo, para estudiar sus efectos sobre células o
tejidos. Esto permite una evaluacion detallada de los mecanismos de accién
a nivel celular y molecular, lo que es crucial para el desarrollo de nuevos
tratamientos médicos (34). Ademas, los estudios in vitro suelen ser menos
costosos y mas rapidos de realizar en comparacion con los estudios in vivo,
gue implican la experimentacién en organismos Vivos.

Los estudios in vitro son particularmente valiosos en la fase inicial del
desarrollo de farmacos. Permiten la evaluacién de la citotoxicidad y la eficacia

de compuestos farmacoldgicos antes de pasar a estudios mas complejos en
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animales y humanos. Por ejemplo, la prueba de nuevos agentes
anticancerigenos en lineas celulares tumorales ha sido esencial para
identificar candidatos prometedores para ensayos clinicos (35). Ademas,
estos estudios son cruciales para comprender las vias de sefializacion celular
y las interacciones farmacoldégicas, proporcionando informacion vital para el
disefio de farmacos mas efectivos y seguros.

Sin embargo, los estudios in vitro tienen limitaciones inherentes. Una
de las principales criticas es la falta de complejidad biolégica en comparacion
con un organismo vivo. Las condiciones artificiales de los cultivos celulares
pueden no replicar completamente el microambiente de un tejido o la
interaccion entre diferentes sistemas organicos. Esto puede llevar a
resultados que no siempre son predictivos de los efectos in vivo (36). Por esta
razon, los estudios in vitro deben ser complementados con estudios in vivo
para validar los hallazgos y asegurar su relevancia biolégica.

Ademas, la interpretacién de los resultados de estudios in vitro
requiere cautela. La dosificacion y la exposicion a los compuestos pueden
diferir significativamente de las condiciones fisiol6gicas. La extrapolacion de
datos in vitro a escenarios clinicos debe hacerse considerando estas
diferencias y las posibles variaciones en la respuesta biologica entre
diferentes tipos de células y organismos (37). A pesar de estas limitaciones,
los estudios in vitro continGan siendo una piedra angular de la investigacion
biomédica. La tecnologia avanzada, como los modelos de 6rganos en chip y
las técnicas de cultivo tridimensional, estd mejorando la relevancia y la
precision de estos estudios. Estas innovaciones permiten una mejor imitacion
del entorno biologico natural y promueven una investigacion mas traslacional
(38).

En conclusién, los estudios in vitro ofrecen una herramienta poderosa

y versétil para la investigacion biomédica. Su capacidad para proporcionar un
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control experimental riguroso y datos detallados sobre mecanismos
biol6gicos los hace indispensables en el desarrollo de nuevos farmacos y
tratamientos. Sin embargo, la integracion con estudios in vivo es esencial
para una comprensién completa y aplicable de los fendmenos biolégicos. La
continua evolucion de las técnicas in vitro promete avanzar en nuestra

capacidad para abordar complejos desafios cientificos y médicos.

Caries Dental

La caries dental es una enfermedad producto de un desequilibrio
ecoldgico, causado por el aumento de la ingesta de carbohidratos
fermentables que lleva a un desbalance en la composicién y la actividad en
el biofilm y la pérdida mineral causada por los acidos bacterianos, producto
del metabolismo de los carbohidratos (39).

La caries dental es una infeccion cronica comun resultante de
bacterias cariogénicas adherentes a los dientes, principalmente
Streptococcus mutans, que metabolizan los azlUcares para producir acido,
desmineralizando la estructura del diente con el tiempo (40).

La caries dental representa una de las enfermedades mas
prevalentes a nivel mundial, con un impacto significativo en la salud oral de
la poblacion. Se caracteriza por la desmineralizacion progresiva de los
tejidos duros del diente, principalmente el esmalte y la dentina, debido a la
actividad 4cida de las bacterias presentes en la placa dental. Este proceso
erosivo es el resultado de la fermentacion de carbohidratos por parte de
bacterias como Streptococcus mutans y Lactobacillus, que producen acidos
gue disuelven los minerales del esmalte (41).

La etiologia de la caries dental es multifactorial e involucra una
interaccion compleja entre factores microbiolégicos, ambientales y

genéticos. Las bacterias cariogénicas presentes en la placa dental juegan
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un papel crucial en el inicio y la progresion de la enfermedad. Estas
bacterias metabolizan los carbohidratos de la dieta para producir acidos que
desmineralizan el esmalte dental. Ademas, factores como la dieta rica en
azucares y carbohidratos fermentables, la falta de higiene oral adecuada, la
disminucion del flujo salival, la exposicion al fluoruro y la susceptibilidad
genética contribuyen al desarrollo de la caries dental (42).

La prevencion y el control de la caries dental son fundamentales
para mantener una buena salud oral a lo largo de la vida. Las estrategias
preventivas incluyen la promocién de una adecuada higiene oral, la
limitacion del consumo de alimentos y bebidas azucaradas, el uso de
productos dentales con fluoruro y la aplicacion tépica de selladores
dentales. Ademas, la deteccion temprana de lesiones incipientes mediante
examenes clinicos y radiogréficos permite la implementacién de
tratamientos conservadores para detener la progresion de la enfermedad y
preservar la estructura dental (43).

En casos mas avanzados de caries dental, se requieren tratamientos
restauradores para restablecer la forma y la funciébn de los dientes
afectados. Estos tratamientos pueden incluir empastes dentales,
incrustaciones, coronas y endodoncias, dependiendo de la extensién de la
lesién. Sin embargo, es importante destacar que la prevencién sigue siendo
la piedra angular en la gestion de la caries dental, ya que los tratamientos
restauradores solo abordan las consecuencias de la enfermedad y no su
causa subyacente (44).

En conclusion, la caries dental es una enfermedad prevenible y
tratable que afecta a personas de todas las edades en todo el mundo. La
implementacion de medidas preventivas efectivas y la educacion sobre
habitos saludables son fundamentales para reducir la incidencia de la caries

y mejorar la salud oral de la poblacion.
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Medio de Cultivo

Los medios de cultivo son fundamentales en la microbiologia,
biotecnologia y numerosas disciplinas cientificas, ya que proporcionan el
entorno adecuado para el crecimiento y estudio de microorganismos, células
vegetales y animales. Un medio de cultivo bien disefiado permite la
proliferacion, diferenciacion y analisis de células en condiciones controladas,
facilitando una amplia gama de investigaciones y aplicaciones practicas. Este
ensayo examina los componentes esenciales, tipos, aplicaciones y desafios
asociados con los medios de cultivo.

Un medio de cultivo estd compuesto por nutrientes basicos necesarios
para el crecimiento celular, incluyendo fuentes de carbono y nitrégeno,
vitaminas, minerales y, en algunos casos, factores de crecimiento
especificos. Los componentes basicos de un medio de cultivo incluyen agua,
sales minerales, aminoacidos, carbohidratos y otras sustancias especificas
segun el tipo de célula o microorganismo a cultivar (45). La seleccién
adecuada de estos componentes es crucial para asegurar el crecimiento
Optimo y la viabilidad de las células.

Existen diversos tipos de medios de cultivo, disefiados para satisfacer
las necesidades especificas de diferentes organismos. Los medios de cultivo
pueden ser clasificados en medios definidos y complejos. Los medios
definidos tienen una composicién quimica exacta conocida, lo que permite el
control preciso de las condiciones experimentales. En contraste, los medios
complejos contienen ingredientes de composicion variable, como extractos
de levadura o peptonas, proporcionando una amplia gama de nutrientes (46).
Ademas, los medios pueden ser selectivos, diferenciales, enriquecidos o de
mantenimiento, segun el objetivo del cultivo.

La aplicacion de medios de cultivo es extensa y variada. En

microbiologia, se utilizan para aislar y estudiar bacterias, hongos y otros
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microorganismos. Por ejemplo, el agar MacConkey es un medio selectivo y
diferencial utilizado para el aislamiento de bacterias gramnegativas y la
diferenciacion de aquellas que fermentan lactosa (47). En biotecnologia, los
medios de cultivo son esenciales para la produccion de bioproductos, como
proteinas recombinantes y anticuerpos monoclonales. En la investigacion
médica, se utilizan para el cultivo de células humanas y animales, permitiendo
estudios sobre biologia celular, toxicologia y desarrollo de farmacos (48).

A pesar de su importancia, el uso de medios de cultivo presenta varios
desafios. La contaminacion es uno de los principales problemas, ya que
puede comprometer la integridad de los experimentos. La asepsia rigurosa y
el uso de técnicas estériles son esenciales para prevenir la contaminacion
microbiana (49). Ademas, la optimizacion de los medios de cultivo para
diferentes tipos celulares requiere una comprension profunda de las
necesidades metabdlicas especificas y las interacciones celulares. La
variabilidad en la calidad de los componentes del medio también puede
afectar la reproducibilidad y consistencia de los resultados experimentales.

En resumen, los medios de cultivo son herramientas esenciales en la
investigacion cientifica y tienen aplicaciones cruciales en microbiologia,
biotecnologia y medicina. Su disefio y optimizacion requieren un enfoque
meticuloso para asegurar el crecimiento adecuado y la viabilidad de los
organismos cultivados. A medida que avanza la tecnologia, el desarrollo de
medios de cultivo mas sofisticados y especificos continuara impulsando el

progreso en diversas &reas de la ciencia y la medicina.

Cepa Bacteriana

Las cepas bacterianas son fundamentales en el estudio de la
microbiologia, la biotecnologia y la medicina. Una cepa bacteriana se define

Como una variante genética dentro de una especie bacteriana, que puede
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presentar diferencias en caracteristicas morfologicas, fisiolégicas y
genéticas. Este ensayo examina la importancia de las cepas bacterianas en
la investigacion cientifica, sus aplicaciones en la biotecnhologia y la salud, y
los desafios asociados con su identificacion y manejo.

Las cepas bacterianas son esenciales para entender la diversidad y
la adaptabilidad de las bacterias. Cada cepa puede poseer caracteristicas
Unicas que la hacen mas apta para sobrevivir en ciertos ambientes o
condiciones. Por ejemplo, las cepas de Escherichia coli pueden variar
significativamente en su patogenicidad; algunas cepas son comensales
inofensivos del tracto intestinal humano, mientras que otras, como E. coli
0157, son patégenas y pueden causar enfermedades graves (50). El estudio
de estas diferencias es crucial para comprender los mecanismos de
patogénesis y resistencia a los antibiéticos.

En la biotecnologia, las cepas bacterianas se utilizan ampliamente
para la produccion de productos comerciales y farmacéuticos. Las cepas de
Bacillus thuringiensis, por ejemplo, son explotadas por sus propiedades
insecticidas y se utilizan en productos agricolas biopesticidas (51). Asimismo,
las cepas de Streptomyces son conocidas por su capacidad para producir
antibiéticos como la estreptomicina, que ha sido fundamental en el
tratamiento de diversas infecciones bacterianas (52). La ingenieria genética
permite la modificacion de cepas bacterianas para mejorar su rendimiento y
producir nuevos compuestos de interés.

La identificacion y caracterizacion de cepas bacterianas son procesos
esenciales para asegurar la eficacia y seguridad en sus aplicaciones. Las
técnicas tradicionales de identificacion bacteriana incluyen métodos
fenotipicos, como la morfologia de las colonias y las pruebas bioquimicas.
Sin embargo, estos métodos pueden ser limitados y poco precisos. Con el

avance de la biologia molecular, las técnicas genotipicas, como la
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secuenciacién del ADN y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), han
revolucionado la capacidad para identificar y caracterizar cepas bacterianas
con mayor precision y rapidez (53).

Uno de los desafios significativos en el manejo de cepas bacterianas
es la evolucion y la resistencia a los antibiéticos. Las bacterias pueden
adquirir resistencia a través de mutaciones genéticas o la transferencia
horizontal de genes, lo que resulta en la aparicion de cepas resistentes que
son dificiles de tratar con los antibioticos convencionales. La resistencia a los
antibiéticos es una preocupacion global que requiere una vigilancia continua
y el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para combatir infecciones
(54).

En conclusion, las cepas bacterianas desempefian un papel crucial
en la investigacion cientifica, la biotecnologia y la medicina. La comprension
de sus caracteristicas Unicas y su manejo adecuado es esencial para
aprovechar sus beneficios y mitigar los riesgos asociados, especialmente en
el contexto de la resistencia a los antibidticos. Los avances en técnicas de
identificacion y caracterizacién continuaran mejorando nuestra capacidad

para estudiar y utilizar estas valiosas herramientas biologicas.

Susceptibilidad Bacteriana

La susceptibilidad bacteriana se refiere a la sensibilidad de las
bacterias a los agentes antimicrobianos, lo cual es crucial para el tratamiento
efectivo de infecciones bacterianas. La evaluacion de la susceptibilidad
bacteriana es un componente esencial de la microbiologia clinica, ya que guia
la eleccion de antibidticos adecuados y ayuda a monitorizar la aparicion de
resistencia. Este ensayo examina los métodos utilizados para determinar la

susceptibilidad bacteriana, la importancia clinica de estos estudios y los
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desafios que enfrenta la medicina moderna debido a la resistencia
antimicrobiana.

Los métodos para evaluar la susceptibilidad bacteriana incluyen
pruebas de difusion en agar, pruebas de dilucién y técnicas moleculares. El
método de difusion en disco, también conocido como prueba de Kirby-Bauer,
es uno de los mas comunes. Este método implica la colocaciéon de discos
impregnados con antibidticos sobre una placa de agar inoculada con la
bacteria de interés. Después de la incubacién, se mide el halo de inhibicion
alrededor de cada disco para determinar la susceptibilidad (55). Otro método
ampliamente utilizado es la prueba de diluciéon en caldo, que determina la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de un antibiético, es decir, la menor
concentracion capaz de inhibir el crecimiento bacteriano visible (56).

La importancia clinica de evaluar la susceptibilidad bacteriana no
puede subestimarse. La informacién obtenida a través de estas pruebas
permite a los médicos seleccionar el tratamiento antibiético mas efectivo,
reduciendo asi la morbilidad y mortalidad asociada con infecciones
bacterianas. Ademas, estas pruebas son esenciales para la vigilancia
epidemioldgica de la resistencia antimicrobiana, ayudando a identificar
tendencias emergentes y a desarrollar estrategias de control (57). Por
ejemplo, el aumento de infecciones causadas por bacterias multirresistentes
como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Escherichia
coli productora de beta-lactamasa de espectro extendido (BLEE) subraya la
necesidad de pruebas de susceptibilidad precisas y oportunas (58).

Sin embargo, la creciente resistencia a los antibiéticos presenta
numerosos desafios. Las bacterias tienen la capacidad de desarrollar
resistencia a través de varios mecanismos, como la modificacion de los sitios
de accion del antibidtico, la produccion de enzimas inactivadoras, la

alteracion de la permeabilidad de la membrana celular y la expulsion activa

27



1.3.8.

de los antibiéticos mediante bombas de eflujo (59). La rapida propagacién de
genes de resistencia entre las bacterias, facilitada por la transferencia
horizontal de genes, exacerba este problema y limita las opciones de
tratamiento disponibles.

Para abordar la resistencia antimicrobiana, es esencial un enfoque
multifacético que incluya el uso racional de antibioticos, la implementacion de
programas de vigilancia robustos y el desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos. La administracién adecuada de antibioticos, basada en
pruebas de susceptibilidad bacteriana, puede ayudar a minimizar el uso
excesivo e inapropiado de estos medicamentos (60). Ademas, la
investigacion continua en el descubrimiento de nuevos antibiéticos y terapias
alternativas, como los bacteriofagos y los moduladores del sistema
inmunitario, es vital para enfrentar la resistencia emergente.

En suma, la susceptibilidad bacteriana es un aspecto critico de la
microbiologia clinica y la practica médica. Las pruebas para determinar la
susceptibilidad bacteriana son esenciales para guiar el tratamiento de
infecciones y monitorizar la resistencia antimicrobiana. Aunque la resistencia
a los antibibticos representa un desafio significativo, la combinacion de
estrategias de manejo adecuadas, vigilancia y desarrollo de nuevas terapias

ofrece un camino prometedor para mitigar este problema global.

Streptococcus mutans

Streptococcus mutans es una bacteria grampositiva, anaerobia
facultativa, parte del grupo de los Estreptococos viridans. Se encuentra
predominantemente en la cavidad bucal humana y es uno de los principales
microorganismos responsables de la formacion de caries dental. Una de sus
caracteristicas distintivas es su capacidad para fermentar carbohidratos,

principalmente sacarosa, produciendo acidos organicos como acido lactico.
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Este proceso de fermentacién reduce el pH en la superficie dental,
desmineralizando el esmalte y facilitando la aparicion de caries.

Esta bacteria se adhiere a la superficie de los dientes mediante la
produccibn de una matriz extracelular compuesta por polisacaridos
insolubles, lo que contribuye a la formacién de la placa dental. La capacidad
de S. mutans para sintetizar glucanos a partir de la sacarosa es fundamental
para su adherencia a la superficie dental y su colonizacién. Ademas, produce
enzimas como la glucosiltransferasa, que promueve la produccion de
glucanos extracelulares y facilita la acumulacion bacteriana.

Los &cidos generados por S. mutans no solo afectan el esmalte, sino
gue también crean un ambiente acido que favorece su propia proliferacion,
dado que es mas tolerante a ambientes acidos que otras bacterias orales.
Esto permite que domine en la microbiota bucal en condiciones de bajo pH,
lo que aumenta el riesgo de desarrollo de caries. A largo plazo, la actividad
de S. mutans contribuye a la progresion de caries dentales, especialmente si
no se toman medidas de higiene bucal adecuadas.

Ademés de las caries, S. mutans se ha asociado con otras
complicaciones de salud. Una de estas complicaciones se origina cuando S.
mutans ingresa al torrente sanguineo a través de heridas en las encias lo que
provoca una endocarditis infecciosa, una infeccion que afecta las véalvulas
cardiacas. Aunque esta es una complicacion rara, subraya la importancia de
mantener una buena salud bucal para prevenir infecciones sistémicas.

El control de S. mutans implica practicas de higiene dental rigurosas,
como el cepillado regular, el uso de hilo dental y el enjuague bucal. Se han
desarrollado varias estrategias para inhibir su crecimiento, incluyendo el uso
de compuestos antibacterianos como la clorhexidina, el fliior y probiéticos que

pueden interferir con la colonizacién bacteriana en la boca.
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1.3.9.Streptococcus mutans ATCC 25175

Streptococcus mutans ATCC 25175 es una cepa de referencia
ampliamente utilizada en estudios de microbiologia, especialmente en
investigaciones sobre caries dentales. La ATCC (American Type Culture
Collection) designa esta cepa como un estandar en investigaciones que
buscan comprender las propiedades patogénicas y de resistencia de S.
mutans. Esta cepa se ha caracterizado por su capacidad para formar biofilms
sobre superficies dentales, lo que es clave en la comprension de la dinamica
de las infecciones orales.

En estudios de laboratorio, S. mutans ATCC 25175 es crucial para
probar la eficacia de nuevos agentes antimicrobianos, enjuagues bucales y
tratamientos preventivos de caries. Su capacidad para metabolizar azlGcares
y producir &cidos orgénicos, especialmente &cido lactico, es evaluada
rigurosamente para analizar como estas sustancias pueden afectar la salud
bucal. Ademas, esta cepa es utilizada para investigar los mecanismos
genéticos de la resistencia a la acidificacion del entorno bucal, una de las
principales causas de su persistencia en la cavidad oral.

El estudio de S. mutans ATCC 25175 también ha permitido
profundizar en la genética de la formacién de biofilm. Los biofilms son
comunidades bacterianas altamente organizadas que se adhieren a
superficies, como los dientes, y son dificiles de erradicar mediante métodos
convencionales de higiene. Esta cepa, en particular, es utilizada para
observar como la glucosiltransferasa (GTF) participa en la sintesis de
glucanos que permiten la adherencia de las bacterias a las superficies
dentales.

Uno de los principales objetivos al usar esta cepa en investigaciones
es evaluar tratamientos antimicrobianos. Agentes como la clorhexidina, el

fldor y los extractos naturales se prueban en estudios in vitro para observar
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su capacidad de inhibir el crecimiento y la adherencia de S. mutans ATCC
25175. Estas pruebas son clave para el desarrollo de productos que pueden
reducir la incidencia de caries dentales en la poblacién general.

Finalmente, el uso de S. mutans ATCC 25175 ha sido fundamental en
el desarrollo de nuevas vacunas experimentales contra la caries dental. Se
ha propuesto la inhibicion de la glucosiltransferasa como uno de los enfoques
para prevenir la formacién de biofilms. Aunque ain no se ha desarrollado una
vacuna eficaz, la investigacién continua en torno a esta cepa permite una
mejor comprension de los mecanismos subyacentes a la colonizacion

bacteriana en la cavidad oral.

Clorhexidina

La clorhexidina es un compuesto antimicrobiano de amplio espectro,
utilizado comunmente en productos para el control de la higiene bucal, como
enjuagues y geles. Es particularmente efectiva contra bacterias
grampositivas, como Streptococcus mutans, y se usa ampliamente para
prevenir la formacion de placa dental y caries. Su capacidad para destruir
bacterias se basa en la ruptura de las membranas celulares bacterianas, lo
gue provoca la salida de componentes intracelulares y, en Gltima instancia, la
muerte de la célula.

Uno de los principales usos de la clorhexidina es como enjuague bucal
en concentraciones del 0.12% y 0.2%. Estos enjuagues son eficaces para
reducir la cantidad de bacterias patdégenas en la boca, incluyendo S. mutans,
y prevenir enfermedades periodontales y gingivitis. La clorhexidina también
ha demostrado ser (til en la inhibicion de la formacién de biofilm dental, lo
gue reduce la acumulacion de placay el desarrollo de caries.

El mecanismo de accién de la clorhexidina implica su afinidad por las

superficies bacterianas cargadas negativamente. Una vez que entra en
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1.3.11.

contacto con la membrana bacteriana, causa una alteracion en la
permeabilidad de la célula, lo que conduce a la fuga de componentes
celulares esenciales vy, finalmente, a la muerte de la bacteria. Ademas, la
clorhexidina tiene un efecto residual, lo que significa que su actividad
antimicrobiana persiste incluso después de que se ha eliminado de la cavidad
bucal.

A pesar de sus beneficios, el uso prolongado de clorhexidina puede
tener algunos efectos secundarios. El mas comun es la tincién de los dientes,
especialmente con el uso continuo a largo plazo. También puede alterar el
sabor temporalmente y, en algunos casos, causar irritacion en los tejidos
bucales. Sin embargo, estos efectos suelen ser menores en comparacion con
los beneficios de su uso en la prevencién de enfermedades bucales.

En odontologia, la clorhexidina sigue siendo uno de los agentes
antimicrobianos mas recomendados para controlar la placa y las infecciones
orales. Sin embargo, su uso debe ser supervisado por profesionales de la
salud dental, ya que un uso excesivo o inadecuado puede afectar

negativamente el microbiota bucal natural y causar otros efectos adversos.

Rubus fruticosus:

Rubus fruticosus, cominmente conocida como zarzamora 0 mora, es
una planta cuyas frutas y hojas han sido ampliamente investigadas por sus
propiedades medicinales. Las zarzamoras son ricas en compuestos
bioactivos como flavonoides, antocianinas y taninos, todos ellos con potentes
propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Las hojas de R. fruticosus
contienen altas concentraciones de acido elagico y quercetina, dos
compuestos que han demostrado tener efectos antimicrobianos contra varios

patdégenos orales, incluyendo Streptococcus mutans.
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Estudios in vitro han demostrado que los extractos de Rubus
fruticosus pueden inhibir el crecimiento de bacterias como S. mutans,
responsable de la formacion de caries. Esto se debe principalmente a la
presencia de polifenoles, que interfieren en la adhesion bacteriana y la
formacion de biofilms en la superficie de los dientes. Los taninos presentes
en la planta tienen la capacidad de precipitar proteinas, lo que puede afectar
la adhesion bacteriana y, en ultima instancia, reducir la formacién de placa
dental.

Ademas de sus propiedades antimicrobianas, los extractos de R.
fruticosus también han mostrado efectos antiinflamatorios. Esto es
beneficioso para la salud bucal, ya que la inflamacién de las encias es una
de las primeras etapas de la gingivitis. Los flavonoides presentes en las hojas
y los frutos de la planta ayudan a reducir la respuesta inflamatoria en los
tejidos periodontales, lo que puede contribuir a una mejor salud general de
las encias.

La capacidad antioxidante de R. fruticosus también juega un papel
importante en la prevencion de enfermedades orales. Los antioxidantes
neutralizan los radicales libres que pueden dafar las células de la boca y los
dientes, protegiendo asi contra el estrés oxidativo que puede agravar sus
efectos. Estos compuestos no solo tienen aplicaciones para la salud bucal,
sino que también se han utilizado tradicionalmente para tratar diversas
afecciones como infecciones de la piel y heridas debido a sus propiedades
antimicrobianas.

Finalmente, R. fruticosus ha mostrado tener potencial como una
alternativa natural en productos de higiene bucal, especialmente en aquellos
destinados a prevenir caries e infecciones periodontales. Sin embargo, es
importante seguir investigando para determinar las dosis y formas mas

efectivas de uso de sus extractos.
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1.3.12. Myrcianthes rhopaloides

Myrcianthes rhopaloides, también conocida como arrayan andino, es
una planta nativa de los Andes cuyo uso medicinal ha sido tradicionalmente
valorado en muchas culturas. Los extractos de las hojas y corteza de esta
planta contienen diversos compuestos bioactivos, incluyendo taninos,
flavonoides y aceites esenciales, que han demostrado poseer propiedades
antimicrobianas y antioxidantes.

En estudios recientes, los extractos de M. rhopaloides han mostrado
actividad contra una variedad de bacterias patdégenas, incluyendo
Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans. Los extractos acuosos y
etandlicos de esta planta han demostrado ser efectivos en la inhibicién del
crecimiento bacteriano, particularmente en bacterias que causan infecciones
orales y enfermedades de la piel. Esta actividad se ha atribuido a la presencia
de compuestos como la quercetina y los taninos, que afectan la pared celular
bacteriana.

Ademas de sus propiedades antimicrobianas, M. rhopaloides también
ha mostrado tener efectos antiinflamatorios. Esto es particularmente til en el
tratamiento de afecciones periodontales, donde la inflamacién juega un papel
importante en la progresion de la enfermedad. Los extractos de la planta
reducen la inflamacion en los tejidos gingivales, lo que ayuda a prevenir el
dafio a largo plazo.

Por otra parte, los antioxidantes presentes en M. rhopaloides son
efectivos en la neutralizacion de radicales libres, lo que protege las células
bucales del dafio oxidativo. Esto es beneficioso no solo para la salud bucal,
sino también para la prevencién de enfermedades cronicas relacionadas con

el estrés oxidativo.
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Finalmente, aunque la investigacion sobre M. rhopaloides sigue en
desarrollo, sus propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias
sugieren un gran potencial en la medicina natural, especialmente en

productos para la higiene bucal y el tratamiento de infecciones cutaneas.

1.4.Formulacién del Problema

¢, Cual es el efecto antibacteriano del extracto acuoso de Rubus fruticosus y

Myrcianthes rhopaloides sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in vitro?

1.5.Justificacion e Importancia del Estudio

Este estudio se justifica tedricamente porque aportara con distintas
definiciones y descripciones béasicas que permitirdn tomar decisiones respecto al
tratamiento de la caries producida por el S. mutans; ciertamente esta bacteria ha
sido tratada y trabajada en otros estudios y confrontada con otros antibacterianos;
sin embargo, en el presente estudio emplearemos R. fruticosus y M. rhopaloides que
son plantas muy conocidas en zonas donde el acceso a la salud publica es dificil,
ademas son plantas con cualidades antimicrobiana muy prometedoras. Asimismo,
permitira tener una base soélida para enriquecer futuros estudios referentes al tema
marcando la ruta para iniciar posteriores investigaciones.

En la practica, la caries es una enfermedad que esta tan distribuida en los
peruanos, puesto que de cada 10 personas 9 tienen caries (18), y el identificar
insumos de bajo costo y facil acceso sera una forma mas de cémo combatir esta
enfermedad. Ademas, sera una fuente conocimientos comprobados para los
especialistas y empresas abocados al area de la salud bucal que podrian concluir,
por ejemplo, en la elaboracién de colutorios.

En cuanto al aspecto metodoldgico, este radica en que es una aplicacion in

vitro que utiliza la exploracion como manera de conseguir resultados, es decir, su
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alcance metodologico es mas amplio por comprobar in actu o de facto lo que se
propone estudiar, no es meramente una recopilacién de ideas o citas, sino que su
objetividad estd en que tiene asidero real e investigativo partiendo de datos
empiricos.

El impacto social radica en que la caries viene afectando la calidad de vida
de la poblacion, con una morbilidad muy acentuada, mientras que el trabajo de
investigacion aportara con una posible solucion para disminuir esa morbilidad,
mejorando las condiciones personales asociadas al bienestar de las personas que
se beneficiaran de este estudio, por ello sera muy importante la realizacion de esta

investigacion.

1.6.Hipdtesis
Ho: El efecto antibacteriano de Rubus fruticosus y Myrcianthes rhopaloides
no inhibira el crecimiento bacteriano de Streptococcus mutans ATCC 25175, en un
estudio in vitro.
Ha.: El efecto antibacteriano de Rubus fruticosus y Myrcianthes rhopaloides
inhibird el crecimiento bacteriano de Streptococcus mutans ATCC 25175, en un

estudio in vitro.

1.7.0Dbjetivos
1.7.1. Objetivo General

Determinar el efecto antibacteriano del extracto acuoso de Rubus fruticosus
y Myrcianthes rhopaloides sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio

in vitro.
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1.7.2. Objetivos Especificos
> Determinar el efecto antibacteriano del extracto acuoso de R. fruticosus al
12.5%, 25% 50% y 100% sobre S. mutans ATCC 25175.
» Determinar el efecto antibacteriano del extracto acuoso de M. rhopaloides
al 12.5%, 25% 50% y 100% sobre S. mutans ATCC 25175.
» Comparar si existen diferencias entre los extractos acuosos y el gluconato

de clorhexidina al 0.12%.

Il. Metodologia

2.1.Tipo de Investigacion

El presente proyecto de investigacion por su proposito es basico debido a
que por sus descubrimientos y resultados busca nuevos productos y avances
cientificos (61); por su naturaleza es experimental debido a que presenta una
“manipulacioén intencionada de la variable independiente y el analisis de su impacto
sobre una variable dependiente” (62). Es una investigacién transversal debido a que
se utiliza la misma variable y es efectuada solo una vez, es explicativa porque
ademas de describir el fenomeno se enfoca en la causa que lo origina, ademas es
prospectiva debido a que el disefio que se elabora es previo al fendbmeno a estudiar.

Es analitico porque aborda el qué y cémo del fenémeno estudiado.

2.2.Disefio de la Investigacion
Se empled el disefio completamente al azar in vitro, pues es el que mejor se
adapté a las necesidades del estudio; ya que el disefio establecido calcula
probabilisticamente la relacién causa — efecto que se establecen entre las variables

de estudio para de esta manera rechazar o aceptar a la hipétesis nula.
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Este disefio experimental fue el de diluciéon doble seriada, el mismo que
consistié en ocho tratamientos conteniendo cultivo de S. mutans ATCC 25175 con
discos de sensibilidad embebidos en extracto acuoso de R. fruticosus (zarzamora) y
M. rhopaloides (lanche) a diferentes concentraciones y un control con un cultivo de
S. mutans ATCC 25175 con discos de sensibilidad embebidos en gluconato de
clorhexidina al 0.12%. Para el caso de los extractos, ambos contaron con un total de
siete repeticiones y para el caso del control, este cont6 con cuatro repeticiones

(Anexo 1).

2.3.Ambito de Estudio
Este estudio se llevé a cabo en el laboratorio de Investigacion de la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad Sefior de Sipan (Anexo 2), ambiente que
cuenta con lo necesario para preparar los extractos acuosos y aplicarlos en las

muestras bacterianas.
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2.1. Operacionalizaciéon de Variables

Las variables contempladas en este proyecto son: “Efecto antibacteriano del extracto de R. fruticosus (zarzamora)”, “Efecto

antibacteriano del extracto de M. rhopaloides (lanche)” y “Mortalidad de S. mutans”; la descripcion de estas y su desarrollo se detallan

en la tabla 2, y es como sigue:

Tabla 1: Descripcion y operacionalizacion de las variables.

Técnica e Instrumentos

. Definicién Definiciéon . . . o
Variable ; Dimensiones Indicadores de recoleccion de
conceptual Operacional
datos
Distancia en milimetros del
_Efecto_ Accion bactericida o ., halo de inhibicion. .,
antibacteriano Formacion de un Observacion: regla

del extracto de
R. fruticosus

bacteriostatica que
posee un extracto

halo alrededor del
disco de sensibilidad

Incremento del
halo de inhibicion

Nulo (<6 (-)), intermedio (7—
14 (+)). Sensibilidad media

milimetrada, vernier
digital

(zarzamora) (24) (15-19 (++)), sumamente
sensible (202 (+++))
Efecto Distancia en milimetros del

antibacteriano

del extracto de

M. rhopaloides
(lanche)

Accién bactericida o
bacteriostéatica que
posee un extracto
(11)

Formacién de un
halo alrededor del
disco de sensibilidad

Incremento del
halo de inhibicion

halo de inhibicién.
Nulo (<6 (-)), intermedio (7-
14 (+)). Sensibilidad media
(15-19 (++)), sumamente
sensible (202 (+++))

Observacion: regla
milimetrada, vernier
digital

Mortalidad de S.

mutans

Muerte o lisis de
células o de colonias
de Streptococcus
mutans.

Presencia no
observable de
colonias o células
alrededor del disco
de sensibilidad

Disminucién de la
presencia
bacteriana

alrededor del
disco de
sensibilidad

Distancia en milimetros del
halo de inhibicion.
Nulo (<6 (-)), intermedio (7—
14 (+)). Sensibilidad media
(15-19 (++)), sumamente
sensible (202 (+++))

Observacion: regla
milimetrada, vernier
digital
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2.4.Poblacion y Muestra

El universo poblacional estuvo constituido por un cultivo de S. mutans ATCC
25175, que se obtuvo del laboratorio de Investigacion de la Universidad Sefior de
Sipén, en estado de liofilizacion.

Se utilizaron 4 placas Petri de 50 ml las cuales fueron previamente
desinfectadas, rotuladas y esterilizadas en seco, luego fueron llenadas 2 placas con
medio de cultivo Mitis Salivarius y 2 placas con medio Cerebro — Corazéon (BHI),
luego se pasé a la siembra de la bacteria S. mutans en todas las unidades
experimentales.

Se empled un total de 60 discos de sensibilidad antimicrobiana, los mismos
gue fueron distribuidos en 14 placas Petri, a razon de 5y 4 discos por placa, los que
estuvieron embebidos en los extractos acuosos y gluconato de clorhexidina al 0.12%.

Considerando que las variables son cuantitativas continuas, la férmula para
calcular el tamafio muestral es la siguiente (63):

2% (Zay, +25) s?
n= 52

Donde:

a = probabilidad de cometer error tipo |

B = probabilidad de cometer error tipo |l

Z = coeficiente de la distribucién normal estandar
O = error de estimacion absoluto

s = desviacion estandar

O se obtiene a partir de una muestra piloto o un bioensayo previo

Reemplazando los datos:

B 1.962 x 0.50 x 0.50 x 38
©0.052(38 — 1) + 1.962 x 0.50 X 0.50

n
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36.4952 _36.4952

"= 0925 T 09604 ~ L0529 — J+60160129 =35

2.4.1. Criterios de inclusién

» Cepas bacterianas que contengan Streptococcus mutans ATCC 25175.

» Bateria bacteriana que contenga gluconato de Clorhexidina al 0.12%.

» Bateria experimental que contenga extracto acuoso de la planta M.
rhopaloides (lanche).

» Bateria experimental que contenga extracto acuoso de la planta R.

fruticosus (zarzamora).

2.4.2. Criterios de exclusién
» Placas Petri que presenten contaminacion con bacterias distintas a S.
mutans ATCC 25175.
» Placas Petri con discos cuyos halos de inhibicion contacten entre si.
» Colonias bacterianas de S. mutans que estén contaminadas.
» Plantas en mal estado de conservacion o infectadas con algun virus o
bacteria.

> Extracto acuoso en estado de fermentacion.

2.4.3. Criterios éticos.
El presente proyecto se basoé en los principios éticos:
» Principio de Autonomia: Principio que defiende a la libertad individual
gue cada uno tiene para determinar sus propias acciones de acuerdo
con su eleccion. Se respetaran las opiniones y criterios de cada uno de

los investigadores respecto a la interpretacion de los datos.
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>

Principio de Beneficencia: Incluye evitar el dafio, es decir minimizar los
riesgos para los sujetos de la investigacion, usando el anonimato,
ademas se informa que los datos obtenidos solo seran utilizados para
fines de investigacion y para disefiar estrategias de promocién de la
salud.

Principio a la Dignidad Humana: Este principio consiste en dar a
conocer el tipo de investigacion, la utilidad de éste, la justificacion y los
objetivos a los que se pretende llegar, para que los interesados sepan
los efectos o dafios que podrian derivarse.

Principio de Justicia: Incluye el derecho de la persona a un trato justo y
equitativo; antes, durante y después de su participacién; y a la
privacidad.

Principio de veracidad: se respetaran los datos y los criterios de

objetividad.

2.4.4. Criterios de rigor cientifico.

Los principales criterios de rigor cientifico que se utilizaron durante toda la

investigacion fueron:

>

>

Observacion: Proceso de conocimiento por el cual se perciben
deliberadamente ciertos rasgos existentes en el objeto de
conocimiento.

Andlisis: Es un procedimiento mental mediante el cual un todo complejo
se descompone en sus diversas partes y cualidades. El andlisis permite
la division mental del todo en sus multiples relaciones y componentes.
Sintesis: Establece mentalmente la unién entre las partes previamente
analizadas y posibilita descubrir las relaciones esenciales vy
caracteristicas generales entre ellas La sintesis se produce sobre la

base de los resultados obtenidos previamente en el analisis.
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» Inductivo: Procedimiento mediante el cual a partir de hechos singulares
se pasa a proposiciones generales, lo que posibilita desempefiar un
papel fundamental en la formulacion de la hipétesis.

» Deduccion: Es un procedimiento que se apoya en las aseveraciones y
generalizaciones a partir de las cuales se realizan demostraciones o
inferencias particulares. Las inferencias deductivas constituyen una
cadena de enunciados cada uno de los cuales es una premisa o

conclusion gque se sigue directamente segun las leyes de la légica.

2.5.Instrumentos de recoleccidon de datos

2.5.1.

2.5.2.

2.5.3.

Coordinacion

Se coordin6 con el director de Investigacion de la Universidad Sefior
de Sipan para el permiso correspondiente para el uso del laboratorio de
Investigacion y la asignaciéon de un docente de investigacién para la

supervision del experimento.

Técnicas de recoleccion de datos
Utilizaremos la observacion directa, en ese sentido para la
determinacion de la accion antimicrobiana se procederd a medir el halo de

inhibicién con una regla milimetrada.

Ficha de recolecciéon de datos

La ficha es un instrumento que sirvié para que los datos recabados,
de cada tratamiento con sus repeticiones, sean almacenados para su
posterior andlisis.

Esta ficha es de autoria propia de los investigadores y fue elaborada

en el programa de Microsoft Excel 2016 (Anexo 3).
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Posteriormente los datos fueron analizados haciendo uso del
programa SPSS version 22.0, en este programa se aplicé la prueba
estadistica de normalidad de Shapiro-Wilk, también se aplicé las pruebas no
paramétricas U de Mann Whitney, Wilcoxon y Kruskal-Wallis.

Luego los resultados obtenidos del programa SPSS version 22.0 en
formato de gréficos y tablas fueron analizados y confrontados con la
bibliografia referente con el fin de responder al problema y llegar a los

objetivos.

2.6.Procedimiento para muestras vegetales
2.6.1. Recoleccion herbaria

Las muestras vegetales de Rubus fruticosus (zarzamora) se
obtuvieron del barrio Pueblo Nuevo, del distrito de Cajabamba, provincia de
Cajabamba, departamento de Cajamarca, en las coordenadas de
7°37'22.6"S 78°02'21.8"W. Mientras que las muestras de Myrcianthes
rhopaloides (lanche) se obtuvieron del Centro Poblado Huacaday, del distrito
de Cachachi, provincia de Cajabamba, departamento de Cajamarca, en las
coordenadas de 7°37'24.4"S 78°18'00.1"W.

Las muestras fueron empaquetadas y enviadas al distrito de Pimentel
de la provincia de Chiclayo, departamento de Lambayeque, en donde se las
almacend en un ambiente fresco y ventilado.

En el laboratorio de Biologia las muestras pasaron por un filtro de
selecciobn meticulosa. Se descartaron las hojas en mal estado de
conservacion y todas aquellas que presentaron signos de infeccion virica o

fungica.
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2.6.2.

Luego se procedio a identificar taxondmicamente a las muestras con
la ayuda de la guia taxonémica virtual Trépicos v3.3.2 (Anexo 4) del Missouri
Botanical Garden (64).

Las muestras pasaron por un proceso de lavado con agua potable y
oreado a temperatura ambiente; posteriormente las muestras fueron
colocadas en bandejas de metal dentro de una estufa a 40°C por 48 horas.

Después del proceso de deshidratacion, con la ayuda de un mortero

y pilén se procede pulverizar la muestra hasta obtener un polvo homogéneo.

Procesamiento del extracto acuoso

Se tomé la muestra en polvo de R. fruticosus y se pesé en la balanza
electrénica un total de 50g, esto fue vertido en un frasco y se le agreg6 500ml
de agua destilada para luego ser llevadas hasta hervir por un lapso de 5
minutos.

Luego se filtr6 dos veces haciendo uso del papel filtro Whatman N°4,
seguidamente se procedi6 colocar el filtrado en el roto-vaporizador y se llevé
a ebulliciébn hasta obtener una mase espesa. Luego se tomé 3g de la masa
concentraday se agregdé 100ml de agua destilada, la resultante fue el extracto
acuoso al 100% (30mg/ml) para ambas especies.

Se utilizé los extractos acuosos concentrados para las diluciones
correspondientes a los tratamientos de 12.5% (3.75mg/ml), 25% (7.5mg/ml),
50% (15mg/ml) y 100% (30mg/ml) de ambas especies.

Para la concentracion del 100%, en vaso de precipitacion se agrega
3g de la masa concentrada y 100ml de agua destilada. Para el 50%, en un
tubo de extraccion de laboratorio CEN-O6T se agrega 1ml del preparado al
100% y 1ml de agua destilada; para el 25% se utilizd6 1ml del preparado al
50% y 1ml de agua destilada; para el 12.5% se utilizd6 1ml del preparado del

25% y 1ml de agua destilada.
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Para la conservacion de los extractos acuosos se vertieron en sus
respectivos frascos ambar, previamente esterilizados, y guardados en una
refrigeradora para su posterior uso. Este mismo proceso fue aplicado para la

muestra en polvo de M. rhopaloides.

2.7.Procedimiento para la Cepa bacteriana
2.7.1. Obtencidén de la cepa bacteriana

La bacteria S. mutans ATCC 25175, de la cual se hizo uso, es una

cepa estandarizada del laboratorio Culti-Loops™, con lote 125580.

2.7.2. Preparacion del medio de cultivo
a. Medio Soya Tripticasa (TSA)
Este medio de cultivo liquido llamado TSA se utilizé para la

reactivacion de la bacteria liofilizada. Se emple6é 3ml del medio de cultivo

al cual se le afladié un sobre de S. mutans ATCC 25175.

b. Agar Mitis Salivarius

El medio agar Mitis Salivarius (AMS) se prepardé a partir del
producto comercial HIMEDIA® REF M259-500g Mitis Salivarius Agar Base
al que se le agreg6 H,O destilada, la solucién se llevo a la autoclave para
su esterilizacion a 120°C por unos 15 minutos, después se agreg6 1ml de
Telurito de potasio (1%). Las concentraciones descritas estan en base a
1L de medio de cultivo AMS. Finalmente, para el control de esterilidad se
colocaron las placas en la estufa a 36°C por 24 horas y su validez del

medio fue comprobada con el cultivo de la cepa bacteriana.
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c. Medio Cerebro — Corazén (BHI)

Este medio fue utilizado para la siembra bacteriana, posterior a la
reactivacion y obtencién de colonias. Para la preparaciéon del medio en un
matraz de Erlenmeyer se afiadié 35.25g del medio en polvo y 750ml de
agua destilada, se diluyd y se llevé a la autoclave a 120°C por 15 min para

esterilizar.

2.7.3. Activacion y obtencion de colonias de Streptococcus mutans
(ATCC 25175)

Lo primero que se hizo fue adaptar la cepa a temperatura ambiente,
posterior a ello se mezcla la cepa deshidratada de S mutans ATCC 25175
con el medio TSA, se agitd ligeramente para ayudar a la homogenizacion,
posteriormente haciendo uso de un hisopo estéril se siembra esparciendo el
in6culo bacteriano (Iml en promedio) en un par de placas Petri conteniendo
el medio de cultivo AMS bajo condiciones de microaerofilia, dentro de una

estufa a 36°C por 24 horas.

2.8.Susceptibilidad del extracto acuoso

Para evitar contaminacion cruzada en el procedimiento, tanto para la prueba
piloto como para el presente estudio, fue realizado en una cabina de seguridad
biol6gica Steril-Bio Ban Compact. El hisopo estéril se embebié en los tubos de
ensayo que contenian el indculo bacteriano, luego se procede al sembrado del
indculo en todas las placas Petri que conforman la bateria experimental, el sembrado
es por aspersion cubriendo la totalidad de la superficie del medio de cultivo por
cuadrantes.

Usando una pinza estéril se tomo los discos de sensibilidad, humedecidos en

las concentraciones preparadas, incluyendo el grupo control (gluconato de
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clorhexidina al 0.12%), y se coloc6 dentro de las placas Petri, 5 discos por cada
placa. Se conservo entre los discos un area equidistante de tal manera que se evitd
el solapamiento de los halos de inhibicion. Para facilitar la difusion entre los discos y
el medio de cultivo se mantuvo las placas a temperatura ambiente por un tiempo de
3a5min.

Para obtener los resultados se llevan las placas Petri a incubacion,
colocandolas en forma invertida, durante 24 horas con una temperatura de 37°C con

el fin de que se genere tanto el crecimiento microbiano como los halos de inhibicién.

2.8.1. Lectura
La mediciébn de los halos de inhibicion fue realizada por los
investigadores, quienes previamente fueron calibrados (Anexo 5) para
asegurar la precision y consistencia en el procedimiento. Luego de terminado
el proceso de incubacién se continua con la medicion e interpretacion del area
circundante al disco. Utilizando una regla milimetrada se toman los registros
del halo y para la interpretacion de los datos resultantes se empled la escala

de Duraffourd y Lapraz (Tabla 2)

Tabla 2: Escala de Duraffourd y Lapraz

F\Eﬁang;) Interpretacion
<6 () Nulo
7-14 (+) Intermedio
15-19 (++) Sensibilidad media
20 =2 (+++) Sumamente sensible
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lll. RESULTADOS

Tabla 3: Efecto antibacteriano del extracto acuoso de Rubus fruticosus y Myrcianthes
Rhopaloides sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in vitro.

Extracto Concentracion Halos en mm | Sensibilidad
Rubus Fruticosus 100% 0 Nulo

Rubus Fruticosus 50% 0 Nulo

Rubus Fruticosus 25% 0 Nulo

Rubus Fruticosus 12.5% 0 Nulo
Myrcianthes rhopaloides | 100% 0 Nulo
Myrcianthes rhopaloides | 50% 0 Nulo
Myrcianthes rhopaloides | 25% 0 Nulo
Myrcianthes rhopaloides | 12.5% 0 Nulo
Clorhexidina - 10 Intermedio

En el analisis general, los extractos acuosos de Rubus fruticosus y Myrcianthes
rhopaloides no generaron ningun halo de inhibicién en ninguna de las concentraciones
probadas (100%, 50%, 25% y 12.5%), lo que indica una sensibilidad nula de S. mutans
ATCC 25175 frente a estos extractos. Por otro lado, la clorhexidina al 0.12% mostré un
halo de inhibicion de 10 mm, lo que se traduce en una sensibilidad intermedia. Desde
el punto de vista estadistico, se puede mencionar que los extractos vegetales no
presentan un efecto significativo sobre el crecimiento de S. mutans en este estudio,
mientras que la clorhexidina mantiene su efectividad antibacteriana. Esto sugiere que
los extractos acuosos de estas plantas no son una alternativa eficaz frente a la

clorhexidina en las condiciones evaluadas.
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Tabla 4. Efecto antibacteriano del extracto acuoso de R. fruticosus al 12.5%, 25% 50%

y 100% sobre S. mutans ATCC 25175.

Concentracion Halos en mm Sensibilidad
100% 0 Nulo
50% 0 Nulo
25% 0 Nulo
12.5% 0 Nulo

Los resultados muestran que el extracto acuoso de Rubus fruticosus no tuvo
ningun efecto antibacteriano sobre S. mutans en ninguna de las concentraciones
probadas (100%, 50%, 25% y 12.5%). Estadisticamente, no se observé ninguna
variacion en los halos de inhibicién, todos con un valor de 0 mm, lo que indica que el
extracto acuoso no es capaz de inhibir el crecimiento bacteriano de S. mutans. Esto
contrasta con estudios previos que mostraban potencial antimicrobiano en extractos de
frutas similares, sugiriendo que la ausencia de efecto podria estar relacionada con la
formulacién acuosa especifica utilizada en este estudio o con la concentracion de los

compuestos bioactivos presentes.

Tabla 5. Efecto antibacteriano del extracto acuoso de M. rhopaloides al 12.5%, 25%

50% y 100% sobre S. mutans ATCC 25175.

Concentracion Halos en mm Sensibilidad
100% 0 Nulo
50% 0 Nulo
25% 0 Nulo
12.5% 0 Nulo

En cuanto al efecto antibacteriano del extracto acuoso de Myrcianthes
rhopaloides, no se observé ningan halo de inhibicion en ninguna de las concentraciones
probadas (100%, 50%, 25% y 12.5%). Esto sugiere que el extracto acuoso, en las

condiciones evaluadas, no tiene un impacto significativo sobre el crecimiento de S.

50



mutans. Desde un punto de vista estadistico, los resultados son uniformes y no indican
ninguna variabilidad en la inhibicién bacteriana, lo que refuerza la idea de que el método
de extraccion y concentracion pueden influir en la efectividad de los compuestos
bioactivos. Al igual que en el caso de R. fruticosus, estos resultados son contrarios a lo

reportado en estudios donde se utilizaron otras formas de extraccion.

Tabla 6. Diferencias entre los extractos acuosos y el gluconato de clorhexidina al

0.12%.
. Halos o Media DS
Extracto Concentracion Sensibilidad
en mm (mm) (mm)
Rubus Fruticosus 100% 0 Nulo 0.00 0.00000
Myrcianthes rhopaloides 100% 0 Nulo 0.00 | 0.00000
Clorhexidina - 10 Intermedio 10.00 | 0.23136

En esta comparacion entre los extractos acuosos y la clorhexidina al 0.12%, los
resultados son claros: mientras que ambos extractos vegetales no mostraron ningin
halo de inhibicion (sensibilidad nula), la clorhexidina produjo un halo de 10 mm,
indicando una sensibilidad intermedia. Estadisticamente, la diferencia entre las
sustancias es significativa, lo que demuestra la superioridad de la clorhexidina en
cuanto a su actividad antimicrobiana contra S. mutans. Estos resultados sugieren que,
aungue los extractos vegetales tienen propiedades antimicrobianas en otros contextos,
no fueron efectivos en las concentraciones y método acuoso utilizados en este
experimento, en comparacion con un agente antimicrobiano estandar como la

clorhexidina.
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IV. DISCUSION

Segun el primer objetivo, que fue determinar el efecto antibacteriano del extracto
acuoso de Rubus fruticosus a diferentes concentraciones sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175, los resultados de este estudio no mostraron una inhibicion bacteriana ni
aumento con la concentracion del extracto. Estos hallazgos son contrarios con el trabajo
de Shaikh y Kumar (2017), quienes observaron que los polifenoles presentes en moras
y otras bayas inhiben la actividad bacteriana de S. mutans. Aunque Shaikh y Kumar
utilizaron un enfoque mas amplio sobre varias frutas, la inhibicion observada en su
estudio sugiere que los compuestos fendlicos en R. fruticosus pueden ser clave en la
prevencion de la formacion de placa bacteriana y caries dental, como se mostré en su
efecto antiagregante bacteriano.

En cuanto al segundo obijetivo, que fue evaluar el efecto antibacteriano del
extracto acuoso de Myrcianthes rhopaloides sobre S. mutans, el estudio revelé que las
concentraciones mas altas no presentaron una inhibicion significativa del crecimiento
bacteriano. Esto es contrario con los resultados obtenidos por Ascate M (2019), quien
encontré una inhibiciéon considerable de bacterias patégenas como Staphylococcus
aureus y Bacillus subtilis usando extractos de M. rhopaloides. En ese estudio se destaca
la capacidad de esta planta para actuar como agente antimicrobiano, especialmente
contra bacterias grampositivas, lo que respalda su uso potencial en la salud bucal para
prevenir infecciones.

El tercer objetivo, que fue comparar los extractos acuosos de R. fruticosus y M.
rhopaloides con la clorhexidina al 0.12%, mostré que, aunque ambos extractos no
demostraron actividad antibacteriana significativa, por ende, su efectividad fue inferior
a la de la clorhexidina. Este resultado es similar a lo observado por Cardenas Pachas y
Farfan Villafuerte (2021), quienes también compararon extractos naturales con
clorhexidina y encontraron que los extractos, aunque eficaces, no superaban la accion

bactericida de la clorhexidina. Sin embargo, la potencial ventaja de estos extractos es
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gue son de origen natural, lo que podria ofrecer una alternativa menos agresiva y mas
sostenible en productos de higiene bucal.

Comparando estos resultados con los de Barbieri et al. (2022), quienes
evaluaron el efecto de Rubus fruticosus sobre Listeria monocytogenes, se observa un
patron similar: los extractos de R. fruticosus reducen el crecimiento bacteriano y
lesionan las células, lo que indica su capacidad para alterar la membrana bacteriana y
afectar la viabilidad de las bacterias. Aunque los patégenos evaluados difieren, ambos
estudios subrayan la relevancia de los compuestos fendlicos presentes en R. fruticosus,
gue parecen desempefiar un papel importante en la actividad antimicrobiana. Otro
factor que podria estar influyendo en la obtencion de una inhibicién nula es el proceso
para obtener el extracto. Para la obtencién de nuestro extracto medimos 500ml de agua
destilada y le agregamos 50g de hojas trituradas, luego ebullicion, filtrado y después es
llevado al roto-vaporizador para obtener una masa espesa de donde obtendremos una
concentracion de 30mg/ml. Este proceso se diferencia con el realizado por Ascate M
(11), ya que al utilizar las hojas de M. rhopaloides para el extracto de tipo infuso tomé
4g de muestra triturada a la cual afiadi6 40ml de agua destilada en ebullicion,
posteriormente dejo en reposo por 5 minutos y para el extracto del tipo decocto utilizd
la misma concentracion y la llevé a ebullicion en forma gradual por 5 minutos. En este
sentido la temperatura también puede estar afectando la estructura quimica de las
moléculas bioactivas, ya que la solucién es sometida a evaporacién. Algo similar estaria
pasando con R. fruticosus ya que ambos pasaron por el mismo proceso, mientras que
en otros trabajos utilizaron el fruto y no pasé por la mencionada etapa térmica, y solo

fue a temperatura ambiente (23) o bien no superd los 40°C (14,15,65,66).
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VI.

CONCLUSIONES

No existe efecto antibacteriano del extracto acuoso de Rubus fruticosus y

Myrcianthes rhopaloides sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in vitro.

El efecto antibacteriano del extracto acuoso de R. fruticosus al 12.5%, 25% 50%

y 100% sobre S. mutans ATCC 25175 es nulo.

El extracto acuoso de M. rhopaloides al 12.5%, 25% 50% y 100% sobre S.
mutans ATCC 25175 no tiene efecto.

Finalmente, la diferencia mas resaltante que existe entre los extractos y el
gluconato de clorhexidina al 0.12% es que, este Ultimo, presenta un valor mas alto de

inhibicion.

RECOMENDACIONES

Basado en los resultados que indican que el efecto antibacteriano del extracto
acuoso de R. fruticosus sobre S. mutans es nulo, se recomienda que en futuras
investigaciones se explore otras concentraciones o métodos de extraccion que puedan
incrementar la concentracion de compuestos activos en el extracto. Ademas, seria
beneficioso investigar combinaciones con otros extractos vegetales o aditivos que
puedan potenciar su actividad antimicrobiana.

Dado que el estudio muestra que el extracto acuoso de M. rhopaloides no tiene
efecto sobre S. mutans, se sugiere que en futuras investigaciones se utilicen otros
solventes de extraccion que puedan mejorar la solubilidad y extraccion de los
compuestos activos presentes en las hojas de M. rhopaloides. Ademas, seria

importante considerar la posibilidad de evaluar otros tipos de extractos (como los
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extractos etanolicos) o combinaciones con otros productos naturales que puedan
potenciar su actividad antimicrobiana.

Considerando que el gluconato de clorhexidina mostré un valor mas alto de
inhibicidbn en comparacion con los extractos vegetales evaluados, se recomienda seguir
utilizando este estdndar como medida de comparacién en futuros estudios. Sin
embargo, también es importante continuar investigando extractos vegetales naturales,
como los de R. fruticosus y M. rhopaloides, debido a su potencial para ofrecer
alternativas naturales y menos agresivas para el control de bacterias orales.

Es recomendable realizar un ensayo, en laboratorios de investigacion
especializados de universidades o instituto, donde se establezca de manera precisa el
contenido de compuestos fendlicos totales de las bayas, ya que este podria ser uno de
otros factores que, de manera sinérgica o no, podrian afectar los resultados a diferencia
de sus homologos del mismo género o grupo familiar.

Asi mismo, se recomienda confrontar los extractos de hojas, tallo, raiz, flor y
frutos de estas plantas, de tal manera que se establezca en cual de esas partes cuenta
con la mayor concentracion de biomoléculas con principios antibacterianos.

Otra recomendacion seria elaborar un ensayo en donde se confronte los
métodos de obtencién de los compuestos bioactivos, como por ejemplo la infusion,
decoccion, extracto etandlico, destilacion, etc.; y descartar si en efecto la temperatura
podria estar alterando la concentracién de moléculas y sus principios antibacterianos,
de tal manera que se establezca el mejor proceso para un mayor rendimiento en la
extraccion de las biomoléculas; con el fin de establecer un Know How que cuente con
una eficiencia de extraccion de moléculas bioactivas para estas especies de plantas.

Finalmente se recomienda elaborar ensayos en donde las biomoléculas actien
en un cultivo de muestra salival, con el fin de obtener un posible compuesto para un

colutorio y su posible comercializacion a nivel artesanal o industrial.
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ANEXOS



Anexo 1: Disposicion de la bateria experimental.

Tratamientos Réplicas Especificaciones

Cultivo de S. mutans ATCC 25175 con discos embebidos en
T1 R1, Rz, ..., R2o _

extracto acuoso de R. fruticosus (zarzamora) al 100%.

Cultivo de S. mutans ATCC 25175 con discos embebidos en
T R1, Rz, ..., R2o _

extracto acuoso de R. fruticosus (zarzamora) al 75%.

Cultivo de S. mutans ATCC 25175 con discos embebidos en
T3 Ri, R, ..., R2o _

extracto acuoso de R. fruticosus (zarzamora) al 50%.

Cultivo de S. mutans ATCC 25175 con discos embebidos en
Ta R1, Rz, ..., Rao ,

extracto acuoso de R. fruticosus (zarzamora) al 25%.

Cultivo de S. mutans ATCC 25175 con discos embebidos en
T5 Rl, Rz, veey Rzo .

extracto acuoso de M. rhopaloides (lanche) al 100%.

Cultivo de S. mutans ATCC 25175 con discos embebidos en
Te Rl, Rz, veey Rzo .

extracto acuoso de M. rhopaloides (lanche) al 75%.

Cultivo de S. mutans ATCC 25175 con discos embebidos en
T7 R]_, RZ, ey R20 .

extracto acuoso de M. rhopaloides (lanche) al 50%.

Cultivo de S. mutans ATCC 25175 con discos embebidos en
Ts R1, Rz, ..., R2o _

extracto acuoso de M. rhopaloides (lanche) al 25%.

Cultivo de S. mutans ATCC 25175 con discos embebidos en

Control Rl, Rz, veny Rzo

gluconato de clorhexidina al 0.12%.
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Anexo 2: Evidencia de permiso de laboratorio.

Solicito laboratorio y docente para supervision de ejecucion de tesis Recibidos « X & B

MIRTC ALAIN VILLAVICENCIO MORALES <vmoralesslain@crece uss edu pes 1Boct 2022 2212 “« :

para dinvestigacion@uss.edupe v

Dr. Orlando Pérez Delgado.
Director de Investigacion

Permil ludarle y p tarnos, somos los alumnos Alain Villaivencio Morales con cddigo 2201801583 y Tatiana Choquehuanca Flores con

cadigo 2161801846, estudiantes del [X ciclo del prog de Esto logia. Actual proyecto de investigacion que lleva por titulo “Efecto

antibacteriano del extracto acuoso de Rubus fruticosus y Myrcianthes rhopaloides sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in vitro™, ha sido
probado y en esta sequnda etapa nos corresponde ejecutarlo por lo que un lab 1oy un di que nos supemvise en el proceso

experimental, el mismo que estaria durando af d: te 2 . ¥ si fuera posible en caso hubiera cepa de la bactena Steptococcus

mutans ATCC 25175 también. Como fechas tentativas de inicio del expenmento seria el martes 1 de noviembre de preferencia por la tarde, pero sino es

posible puede ser por la manana

Sin otro particular y esperando sea posible acceder a licitud, nos despedi deseandole éxitos en todas sus actividades.

Direccidn de Ir 0N <dinvestigacion@uss edu.pe> 250ct2022 %630 P €« :
parami v

Estimado Mirto Alain

Visto su plan de trabajo se ha procedido a la coordinacion y me complace informarte que ya pueden hacer uso del laboratorio de investigacion. Para

ello es necesario que cumplan con las normas de bioseguridad y compl los iales que el lab io no puede proporcionar.

Cordialmente,

Dr. Orlando Pérez-Delgado | Director
DIRECCION DE INVESTIGACION
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION

KmS carretera a Pimentel (Chiclayo)

1. 074-481610 Anexo 5273
dinvestiqgacion@uss edu pe

u S g Transforma tu mundo
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Anexo 3: Validacion de la ficha de recoleccién de datos.

Ficha de recolecclién de datos del PI: “Efecto anlibacteriano del extracto
acuoso de Rubus fruticosus y Myrcfanthes rhopaloides sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio in vitro™.

Promedio

Repeticiones {mm)
Ri |Rz|Ra| Re | Rs | Re | Ry

" 100%
Rubus =
fruticosus 500/"
(Zarzamaora) 25%
12.5%

100%
Myrcianthes | ggo,

rhopaloides
(Lanche) | 25%
12.5%

Clorhexidina (0.12%)
¢ Ry, Rz, Ri...: son repeticiones

Tesistas:
» Alain Villavicencio Morales.

» Taliana Choquehuanca Flores.

Asesor:
» Julio Romero Gamboa.

(ATUGLLD)

‘Clra Luisa enckell Sme

Vi ) €8P 3599
/ R.N.B.E. 0077
Dr/Fémandez Mifiopae Carlos Dra. Henckell Sime Clara

\
Dr. OriandoJ\’érez Delgado
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Anexo 4: Guia taxondmica virtual Tropicos v3.3.2 del Jardin Botanico de Misuri.
\Iz TrOPICOS'connecu‘ng the world to botanical data since 1982

Home Names Specimens References Projects Images More v Tools v Help v

The Tropicos database links over 1.33M scientific names with over 4.87M specimens and over 685K digital images.
The data include over 150K references from over 52.6K publications offered as a free service to the world’s
scientific community.

Search Type scientific Name v
Quick Name Search  roop soentic name

Please enter a scientific name to search.

Specimen Heat Map Specimen Country Map

Valenzuela Paeonia L. Ehretia Mercer - FM267 Arrabidaea Viola stipularis

Gamarra - 9233 acuminata R. Br. = florida DC. Sw.

Please Log In
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Anexo 5: Constancia de calibracion.

CONSTANCIA DE CALIBRACION

Yo, Dr. Orlando Pérez Delgado, con nimero de coleglatura CBP 7442, doy fe y
certeza de haber realizado la capacitacion a los alumnos Mirto Alain Villavicencio
Morales y Tatiana Whitney Choquehuanca Flores, calibrandonos con un Indice
de confiabilidad muy bueno, lo cual servira para la recoleccion de datos mediante
el uso de la escala de Duraffourd y Lapraz, empleado para determinar
cualitativamente el efecto inhibitorio in vitro de una sustancia frente a un agente
bacteriano, esto midiendo el diametro de inhibiclén formado alrededor del disco
de sensibilidad. Esta calibracion fue realizada para que los alumnos en menclén
ejecuten su investigacion que lieva como titulo “Efecto antibacteriano del extracto
acuoso de Rubus fruticosus y Myrcianthes rhopaloides sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175, estudio in vitro™.

Chiclayo, 10 de noviembre del 2022

Dr. Oria Pérez Delgado
CBP 7442
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Estadistico gl Sig.
Zarzamora 100% 35
Zarzamora 75% 35
Zarzamora 50% 35
Zarzamora 25% 35
Lanche 100% 35
Lanche 75% 35
Lanche 50% 35
Lanche 25% . 35 :
Control Positivo - Gluconato 0,854 35 0,000

de Clorhexidina 0.12%

Anexo 6: Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (n £ 50) para las muestras obtenidas.
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Anexo 7: Pruebas no paramétricas U de Mann Whitney, Wilcoxon y Kruskal-Wallis.

Hipdtesis nula Prueba Sig. Decision
La distribucién de Zarzamora 100% Q;ﬁr?-?u“u’l_fjﬂfﬁe Mo se
es la misma entre las categorias de para muestrag puede
Sensibilidad en milimetros. independientes calcular.
La distribucidn de Zarzamora 100% E::EEEEF%EHE Mo se
es la misma entre las categorias de para muestras puede
Sensibilidad en milimetros. independientes calcular.
La distribucidn de Zarzamora 75% a;ﬁrﬁ#i?ﬁe Mo se
es la misma entre las categorias de arg muestrag puede
sensibilidad en milimetros. independientes calcular,
La distribucion de Zarzamora 75% E:ZEEEEI—%aIIis Mo se
es la misma entre las categorias de para muestras puede
Sensibilidad en milimetros. independientes calcular.
La distribucidn de Zarzamora 50% E’;ﬁrﬁ#ifﬁe Mo se
es la misma entre las categorias de para muestrag puede
sensibilidad en milimetros. independientes calcular.
La distribucidn de Zarzamora 50% E{::EEE;F{E{E”E Mo se
es la misma entre las categorias de para muestras puede
Sensibilidad en milimetros. independientes calcular.
La distribucion de Zarzamora 25% ﬂ';ﬁ#_%%ifﬁe Mo se
es la misma entre |las categorias de para muestl'ag puede
Sensibilidad en milimetros. independientes calcular.
La distribucién de Zarzamora 25% E{::EEEEL%HWS Mo se
es la misma entre las categorias de para muestras puede
Sensihilidad en milimetros. independientes calcular.
La distribucion de Lanche 100% es ﬂ';ﬁrﬁ#ifﬁe Mo se
la misma entre las categorias de S muestl'ag puede
Sensibilidad en milimetros. P calcular.

independientes
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La distribucion de Lanche 100% es
la misma entre las categorias de
Sensibilidad en milimetros.

Frueha de

Kruskal-Wallis
ara muestras

Independientes

La distribucién de Lanche 75% es

Prueba U de
Mann-Whitney

11 la misma entre las categorias de
A, > para muestras
sensibilidad en milimetros. independientes
La distribucion de Lanche 75% es E;ﬂzﬁgl-ﬁallis
12 la misma entre las categorias de para muestras
sensibilidad en milimetros. independientes
La distribucion de Lanche 50% es argﬁﬁ_%%i?ﬁe
13 la misma entre las categorias de e muestrag
sensibilhidad en milimetros. independientes
La distribucion de Lanche 50% es E:EEEEI-%EWS
14 la misma entre las categorias de para muestras
Sensibilidad en milimetros. independientes
La distribucion de Lanche 25% es ar:::.?w%if:e
15 la misma entre las categorias de para muestrag
sensibilidad en milimetros. independientes
La distribucion de Lanche 25% es E:EEEEI-%EWS
16 la misma entre las categorias de ara muestras
Sensibilidad en milimetros. independientes
La distribucion de Control Fositivo - Frueba U de
17 Gluconato de Clorhexidina 0.12% Mann-Whitney
es la misma entre las categorias de  para muestras
sensibilidad en milimetros. Independientes
La distribucion de Control Positivo - Prueba de
18 Gluconato de Clorhexidina 0.12% Kruskal-Wallis

es la misma entre las categorias de
Sensibilidad en milimetros.

para muestras
independientes

=e muestran significaciones asintéticas.

El nivel de significacion es de 05,

Anexo 8: Registros fotograficos.
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Equipos

Espectrofotometro

Incubadora

Refrigeradora

Balanza electronica
Autoclave

Jarra de anaerobiosis
Agitador vortex
Centrifuga

Cepa, Biomateriales y
Reactivos

Bacteria Streptococcus
mutans ATCC 25175
Medio de cultivo mitis
salivarius o agar sacarosa +
rojo fenol

Hipoclorito de sodio de uso
doméstico

Jabon liquido

Agua destilada

Peroxido de hidrogeno
Alcohol etilico de 70°
Clorhexidina al 0.12%

Anexo 9: Recursos materiales empleados.

Materiales de Laboratorio

Guantes de nitrilo

Mascarilla N95 o KN95

Algodon

Placas Petri de 100x15mm

Hisopos de algoddon estériles

Mechero

Encendedor

Asa bacteriol6gica

Discos de sensibilidad

Cinta testigo sin plomo para Vapor 3M™
Micropipetas de: 10ul, 100ul, 2000l
Matraces de Erlenmeyer de: 100ml, 250ml, 500m|
Pipetas graduadas de: 10ml, 15ml, 20ml
Frascos de vidrio de 250ml, 500ml
Frascos color ambar de: 50ml, 100ml
Vasos de precipitado de: 250ml, 400ml, 600mI
Probeta de 100ml

Tubos de ensayo de 10ml sin tapa
Tubos de ensayo de 20ml con tapa
Soporte universal

Pinza de madera

Papel filtro Whatman N°4

Tips para micropipeta de:1000ul, 2000yl
Mortero y pilén

Otros Materiales

Campo de trabajo descartable
Espéatula Zhermack

EPP completo

Pinza recta N°48

Toallas para manos descartable
Camara fotografica semi-profesional
Licuadora portatil

Regla milimetrada

Cinta adhesiva Masking Tape
Folder manilo

Borrador

Corrector

Boligrafo

Lapiz portaminas

Minas para lapiz

Plumoén indeleble

Papel bond

Papel crepado

Fastener

Laptop

Papel aluminio triple B
Calculadora
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