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RESUMEN

El respectivo trabajo de investigacién tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano in vitro del Vaccinium Corymbosum “Arandano azul” sobre la
Prevotella Intermedia a través de un disefio de investigacion experimental, tipo
de investigacion prospectivo in vitro longitudinal y nivel cuantitativo. Para el cual
se obtuvieron los frutos de la provincia de Cariete, se procedio a triturar los frutos
de ardndano azul, se filtr6 y se obtuvo el respectivo extracto etandlico a
concentraciones de 25%, 50%, 75%, 100% por diluciébn con alcohol de 96°,

realizado en la facultad de Farmacia y Bioquimica de UNMSM.

La prueba de efecto antibacteriano se realiz6 usando el método de Kirby Bauer,
para el cual se utilizo 10 microlitros de extracto de arandano de cada
concentracion y 10 microlitros de sustancia control con ayuda de una micropipeta
vertidos en 4 discos por placa con un total de 3 placas Petri por concentracion
en grupo experimental y 3 por grupo control utilizando el gluconato de
Clorhexidina al 0.12% (DENTODEX), con medio de cultivo Miuller Hinton
previamente sembrados con Prevotella Intermedia con concentracion igual a la
escala de Mc Farland de 0.5, donde se incubé los medios a 37 °C y se realiz6 la

lectura a las 12, 18 y 24 horas.

Se procedié a medir los diametros de halos de inhibicion en milimetros de cada
disco de las concentraciones de grupo experimental y control, obteniendo un
promedio de medida. Para el respectivo analisis estadistico se utilizé el programa
estadistico SPSS version 23, donde se utilizé la prueba estadistica paramétrica

Anova One Way donde se establecio la diferencia en periodos de tiempo de 12,



18 y 24 horas en grupo experimental a concentraciones y control, se evaluo la

media, la varianza y desviacion estandar.

Los respectivos resultados demostraron que a las 12 y 18 horas hubo mayor
inhibiciébn tanto en grupo experimental como control, siendo en grupo
experimental donde las concentraciones de 75% y 100% fueron las mas
eficaces, pero a la vez el grupo control demostré mayor inhibicidn respecto a las

mismas concentraciones.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, Vaccinium Corymbosum, Prevotella

intermedia.



ABSTRACT

The objective of the research work was to determine the in vitro antibacterial
effect of Vaccinium Corymbosum "Blueberry" on the Prevotella Intermedia
through an experimental research design, type of prospective longitudinal in vitro
research and quantitative level. For which the fruits of the province of Cariete
were obtained, the cranberry fruits were crushed, filtered and the respective
ethanolic extract was obtained at concentrations of 25%, 50%, 75%, 100% by
dilution with alcohol of 96°, realized in the Faculty of Pharmacy and Biochemistry
of UNMSM.

The antibacterial effect test was carried out using the Kirby Bauer method, for
which 10 microliters of cranberry extract of each concentration and 10 microliters
of control substance were used with a micropipette discharged in 4 disks per plate
with a total of 3 Petri plates by concentration in experimental group and 3 by
control group using 0.12% Chlorhexidine gluconate (DENTODEX), with Muller
Hinton culture medium previously seeded with Prevotella Intermedia with
concentration equal to the Mc Farland scale of 0.5, where the media was
incubated at 37 ° C and read at 12, 18 and 24 hours.

We proceeded to measure the diameters of halos of inhibition in millimeters of
each disc of the concentrations of experimental group and control, obtaining an
average of measurement. For the respective statistical analysis, the statistical
program SPSS version 23 was used, where the Anova One Way parametric
statistical test was used where the difference was established in time periods of
12, 18 and 24 hours in the experimental group at concentrations and control, was

evaluated the mean, the variance and standard deviation.



The respective results showed that at 12 and 18 hours there was greater
inhibition in both the experimental and control groups, being in the experimental
group where the concentrations of 75% and 100% were the most effective, but at
the same time the control group showed greater inhibition regarding at the same

concentrations.

Key words: Antibacterial effect, Vaccinium Corymbosum, Prevotella Intermedia.
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INTRODUCCION

La enfermedad periodontal se encuentra entre una de las enfermedades orales
ma&s comunes y prevalentes a nivel mundial causada por un determinado grupo
de bacterias predominando anaerobias estrictas gran negativas asociadas entre
si produciendo gran destruccion de los tejidos periodontales y afectando

gravemente e irreversiblemente la estética, fonacién y funcion.

En el Pert ocupa el segundo lugar de morbilidad general de consulta externa
representando igualmente un problema de salud publica donde los pacientes de
60 afios a mas presentan un indice de tasa mayor siendo el sexo femenino el
mas afectado y region de la costa sin considerar Lima Metropolitana el lugar con
mayor atencion seguidos por regiones geograficas como sierra y selva, en orden

ascendente.!

Investigadores interesados en combatir este tipo de enfermedad bucal buscan
gue el paciente no genere resistencia a distintos tipos de farmacos muy comunes
en nuestra industria farmacéutica que se utilizan para combatir la enfermedad
periodontal, razén por la cual se ven interesados en frutos o plantas medicinales

capaces de contrarrestar la patogenia producida.

Desde la antigiiedad el uso de ciertas plantas, frutos por su biodiversidad fueron
comunmente usadas para combatir distintos tipos de enfermedades ya que
presentaban ciertos metabolitos secundarios que proporcionan una novedosa
fuente de probables principios activos efectivos frente a un amplio grupo de

bacterias; desarrollado en estos ultimos afios centros de investigacién donde
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buscan mejorar los efectos terapéuticos antibacterianos de distintos tipos de

extractos sin causar posibles efectos adversos.?

Entre las investigaciones realizadas se muestran la elaboracion de extractos
como de canela, uvas, frutos de pigmentacién oscura u otros como el ajo en

distintas formas como en polvo o aceites.

Entre estos tipos de frutos medicinales tenemos al arandano azul Vaccinium
Corymbosum y al ardndano americano Vaccinium Macrocarpon Aiton que han
demostrado poseer un efecto beneficioso para tratar ciertos tipos de
enfermedades producidas por bacterias anaerobias gram negativas. Estos tipos
de Vaccinium son generalmente utilizados para tratar enfermedades de vias
urinarias gracias a su actividad inhibitoria de adherencia debido a su alto
contenido en proantocianidinas y antocianos, siendo estos sus principales
componentes, metabolitos que por su accién beneficiarian también el control de

la enfermedad periodontal.®

El antibiograma ha sido uno de los medios mas comunmente utilizados desde
afios atras para poder determinar la efectividad in vitro de un determinado
antibiotico frente a un determinado grupo de bacterias el cual va a reflejar su
capacidad de inhibir crecimiento de una o mas bacterias. Este antibiograma se
basa en difusion de agar en disco basandose en el método de Kirby Bauer que
es el método que recomienda la NCCLS (National Committee for clinical
Laboratory standars) para determinar sensibilidad a los antimicrobianos. Este
antibiograma consiste en colocar en superficie de un determinado agar de una

placa respectivamente inoculada con el respectivo microorganismo discos
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absorbentes impregnados de distintas sustancias antibioticas. Con lo cual el
disco se pone en contacto con la superficie del agar y el antibidtico se va a
difundir en el respectivo agar. Transcurridas las 12, 18 a 24 horas de incubacién

aparecen halos de inhibicién y se realizan respectivas lecturas.* ®

Del mismo modo se pretende determinar a través del respectivo antibiograma
evaluando los respectivos halos de inhibicion el efecto antibacteriano in vitro del
Vaccinium Corymbosum sobre la Prevotella Intermedia a distintas

concentraciones como a 25%, 50%, 75% y 100% a 12, 18 y 24 horas.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de larealidad problematica

La enfermedad periodontal al ser tan destructiva y nociva por la presencia de
bacterias 0 microorganismos anaerobios estrictos gram negativos que en la
actualidad estan incrementando su poder de destruccion hacia los tejidos que
componen el periodonto de sostén o de soporte (ligamento periodontal, hueso
alveolar y cemento radicular) en algunos y determinados casos resistentes como
no sensibles necesita ser atendida desde el punto de vista social, teérico practico
y clinico que permita facilmente el control de aquella sin afectar o alterar

localmente e irreversiblemente los tejidos de la cavidad oral.®

En la actualidad existen sustancias empleadas como tratamiento de enfermedad
periodontal que perjudican o dafan la microflora oral; por lo cual se ha estado
buscando de esta forma un tratamiento el cual garantice el no dafio de dicha
microflora con manifestaciones terapéuticas aceptables por toda nuestra
comunidad nacional e internacional para que de esta forma el tratamiento
periodontal sea visto desde otro punto de vista; terapéutico y no comercial, y a
la vez evitemos tratamientos traumaticos, iatrogénicos; perjudiciales para el

paciente sometido a terapia.®

Teniendo como conocimiento de esta forma que la enfermedad periodontal es
irreversible, es la razon por la que nuevas casas comerciales lanzan al mercado

productos no naturales para poder en cierto modo revertir dicha patologia siendo
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no logrado hasta la actualidad y cada vez perjudicando mas los respectivos

tejidos orales.®

Siendo asi que los factores de higiene de cada persona hacia su cavidad oral
teniendo en cuenta distintos factores locales, sistémicos, socioecondémicos como
bajos, medios, altos pueden ser determinantes para el progreso, desarrollo de
enfermedad periodontal, por consiguiente, debe tratarse en sus fases iniciales y
no tardias, con gran avance, para que de esta forma se pueda evitar un mal
mayor y detener dicha actividad causante de gran pérdida de piezas dentarias

como inestabilidad emocional y desintegracién social.®

El uso de ciertas plantas, frutos como el Vaccinium Corymbosum en nuestra
sociedad comunitaria nacional e internacional para combatir dicha enfermedad
se encuentra muy reducida y limitada por la poca informacion que encontramos
en las respectivas literaturas bibliograficas, donde se informa un efecto
antibacteriano no muy claro y especifico;, atribuyéndole al Vaccinium
Corymbosum también propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, y

antiadhesivas respectivamente.

Otra realidad problematica constituye identificar los componentes y a la variedad
de familia taxondmica a la que pertenece el fruto Vaccinium Corymbosum ya que
en nuestro pais no existen muchos centros especializados, siendo de esta forma
un desafio para la investigacion determinar el tipo de género como constituyente

primario.”

Sin embargo, en la actualidad se han descubierto determinados metabolitos los

cudles proporcionan las propiedades anteriormente mencionadas con grandes
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cambios a nivel celular que no se encuentran en todas las plantas o frutos sino
en algunas especies del género Vaccinium conocido como arandano y otras
bayas o berries caracterizadas por su intenso y resaltante color como puede

presentarlo el Vaccinium Corymbosum.”’

Asi mismo, no toda la poblacion mundial reconoce los beneficios tan eficaces
que proporciona este fruto Vaccinium Corymbosum (ardndano) sino lo atribuyen
a otros productos de consumo diario con valor nutricional y energético parecido
a éste; influyendo principalmente los polimeros flavonoides como las

proantocianidinas siendo la principal la de tipo A y antocianos.’

Siendo de esta forma que la gran variedad de arandanos pueden poseer las
mismas propiedades pero pueden variar segun el lugar donde son cultivados por

las variedades de caracteristicas que puede manifestar determinado lugar.

Igualmente, se dificulta en cierto modo diferenciar que tipo o variedad de
arandano puede poseer mayor o mejor propiedad beneficiosa para el organismo
humano ya que al tener efecto antibacteriano este puede ser de amplio o
reducido espectro lo cual no es totalmente determinado y evidenciado, y seria
convenientemente determinarlo al igual que las otras propiedades segun la

variacion en género del Vaccinium.

Una razén problematica adicional del estudio seria el poco tiempo en que este
fruto ha sido estudiado en distintos paises ya que aun este fruto no es consumido
mundialmente por razones de costo y por lo que cada pais no dispone con las
condiciones adecuadas y apropiadas para proceder a realizar dichos cultivos tan

beneficiosos, que si se obtuvieran mundialmente; el consumo diario de
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Vaccinium Corymbosum (ardndano) podria prevenir como también no

infecciones bacterianas en su totalidad, sea cual sea la infeccion.”

Otra problematica adicional de estos frutos berries radica justo en la propiedad
antibacteriana que en distintos estudios demuestran actividad bacteriostatica, en
otros bactericidas pudiéndose de esta forma a no determinarse a ciencia cierta
contra qué tipo de enfermedades orales pueden ser eficaces y contrarrestar sus
fases activas, y que concentracion puede ser mas efectiva si al 25%, 50%, 75%

y 100% en distintos periodos de tiempo.

Sin embargo, el tiempo de efecto de estos distintos berries del género Vaccinium
sobre determinadas bacterias en el organismo humano sigue siendo motivo de
controversia ya que varia segun horas y momentos a administrar. Del mismo
modo, el Vaccinium Corymbosum podria demostrar menor, regular o mejor

actividad.’
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1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema principal

¢, Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium Corymbosum sobre la

Prevotella Intermedia?

1.2.2. Problemas derivados

¢ ; Cual es el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium Corymbosum al 25%

sobre la Prevotella Intermedia a las 12, 18 y 24 horas?

¢ ;Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium Corymbosum al 50%

sobre la Prevotella Intermedia a las 12, 18 y 24 horas?

¢ ;Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium Corymbosum al 75%

sobre la Prevotella Intermedia a las 12, 18 y 24 horas?

¢, Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium Corymbosum al 100%

sobre la Prevotella Intermedia a las 12, 18 y 24 horas?

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium Corymbosum sobre la

Prevotella Intermedia.

1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium Corymbosum al 25%

sobre la Prevotella Intermedia a las 12, 18 y 24 horas.
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e Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium Corymbosum al 50%

sobre la Prevotella Intermedia a las 12, 18 y 24 horas.

e Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium Corymbosum al 75%

sobre la Prevotella Intermedia a las 12, 18 y 24 horas.

e Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Vaccinium Corymbosum al 100%

sobre la Prevotella Intermedia a las 12, 18 y 24 horas.

1.4. Justificacion de la investigacion

El presente trabajo de investigacion se realizd con la intencion de encontrar un
producto novedoso, natural y eficaz como fue el Vaccinium Corymbosum
conocido comunmente como blueberry o arandano azul que podria contribuir a
tratar los distintos tipos de enfermedad periodontal paralelo al tratamiento
odontologico en fases activas e inactivas por medio de sus principales
componentes como son las proantocianidinas de tipo A y los antocianos. Siendo
la enfermedad periodontal tan destructiva e irreversible producida por una gran
variedad de bacterias anaerobias estrictas gram negativas cada vez mas
resistentes a distintas sustancias antibacterianas surgio como una alternativa el
empleo de esta sustancia, es el motivo por el que se elaboré el presente estudio,
donde se determiné que el Vaccinium Corymbosum conocido como arandano
azul fue capaz de contrarrestar una de las principales bacterias prevalentes de
enfermedad periodontal (Prevotella Intermedia) causante de dafio a tejidos
periodontales de soporte como de proteccion, demostrando asi no resistencia

bacteriana ante su efecto en relacién a otras especies del mismo género.
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Asi mismo, se desarrollo el presente trabajo de investigacion in vitro donde se
contribuyd clinica y tedricamente a la sociedad ya que al observarse inhibicion
bacteriana en un respectivo medio este mismo efecto se podria dar de forma in
Vivo sin presentar efectos adversos o colaterales en la persona que consuma el
respectivo arandano siendo asi cada vez mas comprobada su eficacia ante
bacterias gram negativas presentes no tan solo en cavidad oral sino también
presentes en cualquier parte del organismo humano y asi se determind la

posibilidad de efecto bacteriostatico o bactericida.

De la misma forma se estudié el efecto antibacteriano presente en el Vaccinium
Corymbosum ya que en la literatura encontrada hasta la actualidad sobre este
tipo de Vaccinium predominé su efecto antiadhesivo a comparacion del
antibacteriano, de esta forma se estimul6 al investigador a realizar mas estudios
sobre su actividad antibacteriana para que de esta forma se pueda ampliar
conocimientos y obtener resultados de su accién hacia otros tipos de género y

especie bacteriana.

1.4.1. Importancia de la investigacion

Este estudio tiene importancia clinica debido a que los resultados que se
obtuvieron de forma in vitro pueden ser utilizados clinicamente en pacientes que
necesiten tratamiento inmediato de cualquier tipo de enfermedad periodontal sea
leve, moderada o severa; reduciendo y controlando favorablemente este tipo de
enfermedad oral tan destructiva en su fase activa sea en nifios, jévenes, adultos
y ancianos, logrando asi detener su avance, desarrollo y posibles

complicaciones irreversibles que se pueden manifestar, como el deterioro de los

24



tejidos blandos y 6seos con la posterior pérdida de piezas dentarias sea parcial

o total.

El presente estudio tiene importancia social debido a que la comunidad nacional
como internacional podria controlar las manifestaciones clinicas de la
enfermedad periodontal con el consumo del Vaccinium Corymbosum y asi
mejorar el aspecto estético, funcional de los pacientes mejorando “aceptabilidad
social” y mejorando asi la autoestima que en algunos casos se ve muy
deteriorada por la impresion clinica que manifiesta el determinado paciente hacia
la sociedad, siendo tan importante la integracién social de estos pacientes a
distintos tipos de comunidad a través de este tratamiento para que de esta forma
disminuya la prevalencia y agresividad de este tipo de patologia multicausal que

es la periodontal.

El estudio tiene importancia teodrica debido a que los resultados obtenidos
aumentaron los conocimientos basicos referente a este fruto conocido como
Berry azul (Vaccinium Corymbosum) y asi ampliaron las bases tedricas que se
pudieron obtener en distintas revisiones bibliograficas indexadas tanto
nacionales como internacionales siendo revistas cientificas, articulos cientificos,
libros, libros en red, folletos cientificos en red o fisicos; siendo hasta ahora muy
reducidas y limitadas para poder determinar efectiva y claramente sin lugar a
dudas las propiedades que presenté dicho fruto como son antioxidante,
antiinflamatoria, antiadhesiva y antimicrobiana como en especies aerobias,
anaerobias, gram positivas, negativas que figuran en literaturas antiguas y

actuales.
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1.4.2. Viabilidad de la investigacion

La presente investigacion fue viable porque se contd con los siguientes recursos

que son:
Recursos humanos

e Equipo asesor: Mg.C.D. Gamboa Alvarado Eloy.

e Jefa del laboratorio central de Universidad Alas Peruanas: Mg. Blga. Carmen
Aquije Dapozzo.

e Docente del &rea de microbiologia: Mg. C.D. Gamboa Alvarado Eloy.

e Director del Centro de Control Analitico: Q.F. Gustavo Guerra Brizuela; para
elaboracion de extracto etandlico de arandano a concentraciones realizada en
UNMSM.

e Equipo asesor de estadistica.

Recursos fisicos y materiales

e Laboratorio de microbiologia: Universidad Alas Peruanas.

e Material general de internet: Biblioteca virtual.

e Sala de informéatica y estadistica: Universidad Alas Peruanas.

e Placas Petri, instrumental de siembra y medio de cultivo: Agar Schaedler con
respectivo certificado y Agar Miller Hinton.

e Equipo de anaerobiosis y clorhexidina al 0.12%.

e Extracto etandlico de arandano y discos de papel filtro absorbente.

eBacteria anaerobia previamente identificada: Prevotella Intermedia ATCC®

25611 con su respectivo certificado.

26



e Certificados de componentes (marcha fitoquimica) y de estudio taxondémico de
planta y frutos.

e Certificado de sangre de oveja desfibrinada estéril.

Recursos financieros

Se conto con todos los recursos financieros que involucraron al presente trabajo
de investigacion como son: Servicios de movilizacion del investigador, también
para realizacion de todo tipo de tramites, recoger resultados; también para
obtencion de extracto de “Vaccinium Corymbosum” a concentraciones y material
absorbente, obtencibn de bacteria previamente identificada (Prevotella

Intermedia ATCC® 25611).

Recursos de tiempo

Se contd con el tiempo adecuado para tener acceso a todo tipo de informacién
requerida para elaboracién del presente trabajo de investigacion como fueron:
Revisiéon de literatura bibliografica, cotizacién de cepa bacteriana previamente
identificada (Prevotella Intermedia ATCC® 25611), cotizacion para certificados
de estudio de componentes (marcha fitoquimica) y estudio taxondmico de

Vaccinium Corymbosum.

Acceso ainformacion y conocimiento

En el presente trabajo de investigacion se pudo tener acceso a fuentes
bibliograficas donde proporcionaron informacién necesaria del fruto de estudio

Vaccinium Corymbosum donde demostr6 efecto sobre otras determinadas
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bacterias anaerobias gram negativas también presentes en otras partes del

organismo humanao.

1.5. Limitaciones del estudio

e Dificultad de poder adquirir la bacteria debido a que no se pudo adquirir en
laboratorios de la Universidad Alas Peruanas y de otras Universidades teniendo
gue recurrir a un laboratorio comercial donde la bacteria tenia un elevado costo
y tomaba mucho tiempo en traerla.

e Dificultad en poder adquirir el Agar Schaedler debido al costo elevado y el
tiempo en poder adquirirlo, al igual de sangre de oveja desfibrinada estéril.

¢ Dificultad en poder adquirir ramas de arandano con frutos maduros para el
respectivo estudio taxondémico.

e Dificultad en poder adquirir certificadamente los componentes del fruto debido
al costo elevado para poder llevar a cabo dicho estudio y por la dificultad en el
procedimiento de la marcha fitoquimica y diluciébn de extracto etandlico a
concentraciones.

e Existe poca informacion sobre el fruto de estudio para poder obtener todas sus

caracteristicas, propiedades y usos.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Antecedentes internacionales

Burleigh AE, Benck SM, McAchran SE, Reed JD, Krueguer CG, Hopkins WJ
(2013) USA, en su articulo cientifico realizaron una investigacion queriendo
determinar si el consumo de ardndanos desecados y previamente endulzados
podrian disminuir infecciones urinarias recurrentes y si se podria ver alterada la
heterogeneidad, factores de virulencia vinculados al nimero de Escherichia Coli
intestinal. Tomando como poblacién de estudio un grupo de 20 mujeres con ITUS
recurrentes donde consumieron una porcién de arandanos desecados mediante
14 dias, determinando el efecto clinico mediante dos criterios como es la
disminucién de tasas de ITUS a 6 meses previos y posteriores del consumo del
arandano e incremento en tiempo hasta el comienzo de la primera ITU. La
muestra de Escherichia Coli intestinal se obtuvo mediante hisopos rectales
evaluando dichas muestras mediante ADN y PCR cuantificando numeros de
Escherichia Coli intestinal. Dando como resultados una inhibicion de crecimiento
bacteriano de E. Coli determinado por los polifenoles que presenta este fruto,
como otro resultado que en la poblacién de estudio mas del 50% no presentd
ITU en 6 meses posteriores al consumo del ardndano. Concluyendo de esta
forma que los resultados de esta investigacion sefialan el efecto beneficioso de

consumir arandanos desecados para prevenir ITU e infecciones
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gastrointestinales producidas por E. Coli intestinal mostrando efecto

bacteriostatico.8

Lacombe A, Tadepalli S, Hwang CA, Wu VC (2013) USA, en su articulo
cientifico realizaron un estudio de la accién de componentes poli fendlicos
obtenidos de arandanos silvestres y de la actividad antimicrobiana sobre E. Coli.
Tomaron como muestra de estudio los polifenoles extraidos de arandanos
silvestres separando la muestra mediante un cartucho C-18 de sep - pak de
acidos fendlicos y antocianinas adicionando proantocianidinas. La muestra de
ambos se separd en distintos grupos usando una respectiva columna LH-20.
Cada muestra procedieron a diluirla en 0.85% de cloruro de sodio inoculando
Escherichia Coli para poder lograr formar 8 UFC por ml incubando a 25 °C por
un tiempo de una hora, usando como método evaluativo el conteo de células
viables para las evaluaciones de supervivencia de Escherichia Coli y método de
permeabilidad de membrana celular de la misma bacteria se determiné mediante
viabilidad, el dafio de aquella se visualizé con microscopia electrénica. Teniendo
como resultados reducciones significativas (p <0.05) de 5 log CFU / mL de E.
Coli para MPA a 0.4 g / L de acido gélico y antocianinas a 0.65 g / L.
Observandose reducciones de 6 a 7 UFC por ml para MPA a 08 g/ Ly
antocianinas a 1.3 g / L. Concluyendo de esta forma que este estudio demostro

efecto antibacteriano de polifenoles sobre Escherichia Coli.°

Lacombe A, McGivney C, Tadepalli S, Sun X, Wu VC (2013) USA, en su
articulo cientifico estudiaron in vitro las propiedades antibacterianas de arandano
americano sobre E. Coli, Lactobacillus Rhamnosus y Listeria Monocytogenes
determinando efectos en permeabilidad de la membrana, lesion e inhibicion del
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crecimiento. Donde se procedié a separar el arandano americano previamente
preparado en polvo utilizando un cartucho C-18 SEP - PAK en acidos fendlicos
monomericos, acidos organicos y antocianinas, afiadiendo proantocianidinas
(F3); separando esta Ultima fraccion en antocianinas y proantocianidinas
utilizando respectivamente la columna LH-20 sephadex. En forma de estudio se
procedié a diluir cada fraccion en caldo de infusibn de corazén y cerebro
determinando concentraciones inhibidoras y bactericidas minimas, procedieron
a estudiar el potencial de la membrana y permeabilidad empleando un ensayo
de viabilidad LIVE / DEAD. Dando como resultados que L. Monocytogenes fue
el tratamiento mas susceptible a la fraccion de ardndano con la minima seguido
de Escherichia Coli y L. Rhamnosus, como también otro resultado que L.
Rhamnosus demostré la permeabilidad mas alta seguida por E. Coli y L.
Monocytogenes. Concluyendo que los componentes de arandano americano se
pueden utilizar para tratar enfermedades bacterianas y reemplazar

potencialmente a los antibiéticos.©

Garrido V (2014) Espafia, en su revista cientifica realizé un estudio evaluando
el contenido en compuestos fitoquimicos y el contenido nutricional del Vaccinium
Macrocarpon Ait, relacionado también a aspectos beneficiosos para la salud
humana. Demostré6 que beber zumo de Arandano Macrocarpon Ait previene
infecciones del tracto urinario originado por la Escherichia Coli por las altas
cantidades de flavonoides. Desarrollé su estudio identificando una PAC de tipo
A demostrando como resultado que inhibe adherencia de un 60 a 75% a
superficies celulares del tracto urinario atribuyéndoles a ser responsables de

accién antiséptica, antibacteriana y antioxidante. Concluyendo de esta forma a
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través de otro estudio paralelo que presenta también efecto antibacteriano frente

a H. Pylori causante de enfermedad inflamatoria gastrica.!

Mathison BD, Kimble LL, Kaspar KL, Khoo C, Chew BP (2014) USA, en su
articulo cientifico evaluaron la ingesta de alimentos ricos en polifenoles.
Realizaron su estudio con la posible respuesta que una Unica dosis de arandano
en bebida podria mejorar la inflamacién, actividad de adhesion antibacteriana en
orina y estrés oxidativo. Tomaron como poblacion de estudio a seis hombres y
seis mujeres administrandoles un placebo como bebida control y bebida de
extracto de hojas de ardndano como bebida experimental de manera aleatoria.
Procediendo a recolectar sangre a 0, 2, 4, 8, 24 horas después de haber
consumido ambas bebidas tanto control como experimental para proceder a
medir biomarcadores oxidativos e inflamatorios; la orina se procedi6é a recoger
también a distintas horas, dando como resultados que la ingesta de bebida de
extracto de arandano incrementd la actividad peroxidasa en sangre (p <0,05),
como a las 0 a 3 horas posteriores a la ingesta de arandano la orina presentaba
una actividad elevada de antiadherencia ex vivo (p <0,05) contra Escherichia Coli
a diferencia del placebo. Concluyendo asi que este extracto de hojas de
arandano posee gran actividad de antiadherencia bacteriana asi como produce

que las bacterias no colonicen por esta misma accién de antiadherencia.?

Margetis D, et al. (2015) USA, en su articulo cientifico realizaron una
investigacion tanto in vitro, in vivo y ex vivo donde tenian como objetivo estudiar
los efectos antibacterianos de extractos de PAC de arandano para poder
determinar si acttan inhibiendo la Escherichia Coli, combaten infeccién pulmonar
y alteran la adhesion a ceélulas epiteliales. De forma in vitro se evaluo el efecto
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de PAC en sus concentraciones de arandano ante el crecimiento bacteriano en
respectivas placas Petri. En ex vivo se evaluo la adhesién de Escherichia a
células epiteliales orales humanas estando o no presente las PAC de arandanos
utilizando en este caso microscopia. In vivo la letalidad, el recuento de bacterias
pulmonares y la respuesta pulmonar inmune se evaluaron en un grupo modelo
de neumonia con Escherichia Coli pre cultivado con o sin proantocianidinas de
arandano. Obteniéndose como resultados inhibicion significativa de la
proliferacion bacteriana incrementando la concentracion de PAC de arandano
afectando el tiempo hasta crecimiento maximo, dando como concentracion
minima a la que se le produjo este efecto 250 ug / ml. La Proantocianidinas
redujo mayormente la adherencia de Escherichia Coli a células epiteliales orales
en un 80%. Los recuentos bacterianos en pulmones homogeneizados
disminuyeron después de la exposicion a la proantocianidina del arandano p
<0.05y p <0.01. Concluyendo de esta forma que las proantocianidinas presentan
potentes y eficaces efectos sobre crecimiento, virulencia y adhesion de la

respectiva bacteria Escherichia Coli.*3

Bukhari S, Chiragh S, Tarig S, Alam MA, Wazir MS, Suleman M (2015) USA,
en su articulo cientifico realizaron un trabajo de investigacion in vitro del
Vaccinium Macrocarpon sobre la principal bacteria uro patdégena Escherichia
Coli; tomaron un solo grupo de estudio para ver la actividad antibacteriana de
este arandano, identificaron 96 cultivos positivos de distintos patégenos
encontrados en la muestra recolectada. Donde procedieron a preparar un
concentrado de arandano a distintas concentraciones colocandolos en pozos

realizados en medio de cultivo agar nutriente. Obteniéndose como resultados
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que se identificaron 35 aislamientos de 96 muestras de cultivo positivo de orina
de E. Coli encontrandose sensibilidad a este compuesto de Vaccinium
Macrocarpon; donde concluyeron que este arandano posee efecto
antibacteriano sobre la bacteria uro patégena pero de forma dependiente a la

dosis a aplicar muy aparte de su PH que es &cido y no contribuye a su efecto.'*

Ben A, Dudonné S, Desjardins Y, Grenier D (2015) USA, en su articulo
cientifico realizaron un estudio donde evaluaban al Vaccinium Angustifolium Ait
por sus grandes componentes que presenta como son los flavonoides
(metabolitos secundarios) a los que se le ha asociado efectos beneficiosos para
la salud en general. Investigaron el extracto de este arandano rico en polifenoles
y lo aplicaron sobre dos principales componentes predominantes de la
enfermedad periodontal como F. Nucleatum y el Aggregatibacter ya que
decidieron encontrar un producto que pueda combatir esta patologia tan nociva
y multifactorial; lograron obtener resultados de inhibicion bacteriana en distintos
estudios comparativos desarrollados sobre este mismo. Destacando en el
presente estudio &cidos fendlicos, flavonoides en general y cianidinas que
constituyeron el 16,6%, el 12,9% y el 2,7% del extracto de arandano
respectivamente. De esta forma el extracto de este arandano mostré actividad
antibacteriana sobre la bacteria patégena F. Nucleatum atribuyendo esta
propiedad por la quelacién del hierro. También el extracto de ardndano a 62.5
Mg / ml demostro inhibir el biofilm del Fusobacterium en un 87.5 + 2.3%. Dando
como caracteristica principal que el extracto de arandano depende de la dosis a
administrar para poder inhibir determinada bacteria, indicado en este estudio

como agente prometedor terapéutico.®
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Garcia KB, Bragagnolo G, O'Callaghan D, Lavigne JP, Keriel A (2016) USA,
en su articulo cientifico realizaron un ensayo de alto rendimiento y de manera
rapida de forma in vitro donde se realizaron cultivos con células uro epiteliales
humanas infectadas por E. Coli afiadiendo extracto de arandano a dichos
cultivos, utilizaron marcadores de fluorescencia con células epiteliales a la vez
usando citometria de flujo en micro placas para visualizar la medicion de
asociacion in vitro de aislados que se realizaron de forma clinica. Concluyeron
que los resultados fueron que a través de estos métodos se detectaron
variaciones en aquellas muestras aisladas expresando disminucion de factores
de virulencia, efecto inhibidor de adhesion y de crecimiento de la E. Coli dado
por las proantocianidinas, presentando de esta forma efecto bacteriostatico. Por
altimo manifestaron en su investigacion que este ensayo es muy valioso para

poder evitar ITUS a través de un componente PAC encontrado en arandanos.®

Lalaleo MD (2016) Ecuador, en su trabajo de tesis para obtener el titulo
profesional de odontologia realiz6 un estudio in vitro evaluando el efecto
inhibitorio del extracto alcohdlico de Vaccinium Floribundum Kunth sobre el
Streptococcus Mutans, obteniendo el extracto mediante método de percolacion,
obteniéndose asi concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100%, para el
procedimiento en si se utilizé el método de Kirby Bauer usando como medio agar
sangre para nueve placas Petri colocando las 4 concentraciones en cada placa,
se utilizé un control positivo (Clorhexidina al 2%) y un control negativo (suero
fisiol6gico); siendo estas incubadas a 35+2 °C al 5% de CO2 por 48 horas. Donde
se procedieron a realizar dos repeticiones y por triplicado obteniendo un total de

54 muestras examinadas. Obteniéndose como resultados que la concentracion
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de 25% tiene mayor efecto respecto a las otras tres concentraciones,
demostrando un halo de inhibicion de promedio de 13,11mm. Concluyendo de
esta forma que al 25% se genera inhibicion del Streptococcus Mutans pero este

efecto es menor al de la Clorhexidina al 2% utilizado como control positivo.’

Singh |, Gautam LK, Kaur IR (2016) USA, en su articulo cientifico evaluaron las
proantocianidinas tipo A provenientes del extracto de ardndano y aplicaron dicho
extracto en pacientes con infeccion del tracto urinario recurrente afectados por
Escherichia Coli para poder determinar propiedad antibacteriana in vitro,
tomaron como poblacion de estudio a 72 pacientes afectados por infeccion del
tracto urinario recurrente, siendo divididos en dos grupos homogéneos 36
personas para cada grupo; grupo 1 con componente de estudio proantocianidina
tipo A del extracto respectivo y grupo 2 placebo donde decidieron evaluar ambos
grupos por el tiempo de 3 meses considerando este tiempo objetivo principal de
la presente investigacién. Obteniéndose como resultados que después de ese
tiempo la valoracién de adhesion bacteriana se redujo en (0.28) / (2.14) en el
grupo 1y grupo 2; en 32/36 (88.8%) y 2/36 (5.5%) respectivamente, dando que
en el grupo 1 el crecimiento bacteriano disminuyé a 33.33 lo que no fue en el
grupo 2 demostrando que no se pudo obtener efecto antimicrobiano de las PAC
tipo A en su totalidad sino parcial atribuyendo su efecto antimicrobiano total a
otros componentes estudiados en otras investigaciones. Concluyendo que se

necesitan estudios aleatorios controlados para evidenciar su funcién precisa.®

Coddens A, Loos M, Vanrompay D, Remon JP, Cox E (2017) USA, en su
articulo cientifico estudiaron el comportamiento del ardndano en animales
porcinos los cuales padecian infeccion por Escherichia Coli, se dividieron en dos

36



grupos F4 y F18 comparando caracteristicas, llegando a la conclusién que en el
segundo grupo se inhibia en su totalidad la adherencia por Escherichia Coli en
concentraciones reducidas de extracto de arandano (20 ug o 100 pg / ml), a
diferencia del primero que demostro solo una fuerte capacidad inhibidora 75,3%,
S.D. =9,31 0 95,8%, S.D. = 2,56 respectivamente. En su misma investigacion in
vivo el extracto de arandano a 10mg o 100mg demostré que podria anular la
unioén de fimbrias en ambos grupos. Concluyeron de esta manera que el extracto

de arandano también combate la infeccién por Escherichia Coli en humanos.*®

Peron G, et al. (2017) USA, en su articulo cientifico realizaron una investigacion
en el cual se tomé un pequefio grupo de estudio constituido por personas sanas
sin alguna alteracién para poder evaluar posibles compuestos activos del
arandano de forma in vitro predominando las procianidinas y ciertos derivados a
base de quercetina sobre bacteria prevalente en el tracto urinario Escherichia
Coli. Para dicha investigacion los sujetos de estudio consumieron un producto a
base de extracto de arandano que contiene 360 mg siendo 42,6% p / p de
proantocianidina tipo A 'y 14,6% p / p de proantocianidina tipo B y 200 mg de
quercetina. Decidieron recolectar muestras de orina que se procedieron a
evaluar a distintas horas tales como a las 2, 4, 6, 8 y 24 horas. Determinandose
cambios en propiedades antiadhesivas y antibacterianas sobre Escherichia Coli.
Al observar los resultados predominaron principalmente propiedades
antiadhesivas y antibacterianas de las muestras de orina anteriormente
recolectadas e evaluadas dando como resultado que el mayor efecto se vio
después de 6 a 8 horas de la administracion de los productos, lo que afirma la

utilidad de productos a base de arandano sobre todo en infeccion del tracto
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urinario. Por presentar en la investigacion niveles en la excrecion urinaria que
estdan en el rango de ng / ml, se determiné que el efecto antiadhesivo y
antibacteriano del arandano se debe directamente a las proantocianidinas tipo A

y a los metabolitos de polifenoles presentes en dicho fruto.?°

Peron G, et al. (2017) USA, en su articulo cientifico realizaron un estudio en
roedores sanos donde estudiaron los efectos de administracion de Vaccinium
macrocarpon Aiton mediante 35 dias donde demostraron que este fruto se usa
para tratar ITUS no complicadas a base de proantocianidinas de tipo A
considerado principal activo en inhibicion de adhesion y crecimiento bacteriano,
aunque por caracteristicas limitadas su accién esta en debate. Se tomaron como
métodos de analisis la espectrometria y cromatografia liquida de resolucién alta,
con los cuéles se pudo observar también una excrecion mayor urinaria de
metabolitos. En un estudio paralelo se observd mayor eficacia a las 8 horas de
estudio en distintas horas previamente analizadas las muestras. EI método
cromatografico usado en el presente estudio permiti6 observar cambios en el
compuesto urinario observando presencia de metabolitos de PAC siendo todo
esto atribuido a su actividad antiadhesiva y antibacteriana. Concluyendo en este
estudio que los humanos también son afectados por ITUS y que este fruto

arandano puede combatir dicha infeccién.??

Ben A, LeBel G, Grenier D (2018) USA, en su articulo cientifico realizaron un
estudio in vitro vinculando el uso de Vaccinium Corymbosum sobre la bacteria
de estudio Aggregatibacter Actinomycetemcomitans donde analizaban el
principal componente de este fruto las PAC para poder determinar si poseian
doble accion siendo antibacteriana y antiinflamatoria. El método para determinar
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la primera accion fue realizando una preparacion del Vaccinium sobre el
Aggregatibacter a una concentracion de 500 pg / ml, donde se redujo su
crecimiento en un 62.5% demostrando que altera asi la membrana
citoplasmatica de dicha bacteria, posteriormente colocaron calceina el cual
usado como colorante fluorescente provoco lisis celular; probaron también efecto
de las PAC en formacion de las biopeliculas a concentraciones que podian variar
de 500 a 3.9 ug / ml concluyendo la inhibicién significativa de la formacion de
estas biopeliculas en un 93.98%, interviniendo como una forma de estudio en
este efecto de las PAC la microscopia electronica de barrido que permite ver la
reduccion de la arquitectura de estas biopeliculas siendo especificamente 500
Mg / ml de las PAC que redujeron la viabilidad del biofilm en un 29,32%.
Determinaron que las PAC protegian las células orales y atribuyeron su efecto

antibacteriano a esta proantocianidina.??

2.1.2. Antecedentes nacionales

Angel JS (2015) Trujillo, en su trabajo de tesis para obtener el titulo profesional
biélogo-microbidlogo realizd un estudio in vitro evaluando el efecto del Vaccinium
Corymbosum sobre el crecimiento bacteriano de Escherichia Coli vy
Staphylococcus Aureus mediante el método de Kirby Bauer usando como medio
de cultivo Agar Muller-Hinton para las 6 placas Petri; 3 para Escherichia Coliy 3
para Staphylococcus Aureus diluyendo en cada placa Petri seis mm de didmetro
del respectivo agar, previamente se procedié a triturar los frutos de este
arandano filtrdndose y obteniéndose el extracto de arandano a concentraciones

de 50%, 75% y 100% por dilucién con agua estéril. Se utilizd6 50uL de extracto
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de cada concentracion vertidos en respectivas excavaciones de seis mm de
diametro en cada respectiva placa con Agar Miuller-Hinton sembrando por
superficie Escherichia Coli y Staphylococcus Aureus cada uno por separado en
concentraciones iguales a 0.5 de la escala de Mc Farland, usando a estudio
paralelo un grupo control con Gentamicina en disco. Donde se procedi6 a leer
los resultados a 18 horas posteriores a incubacion de 37 °C, procediéndose a
medir los halos de inhibicibn de cada concentracion respectivamente para
Escherichia Coli y Staphylococcus Aureus, obteniéndose un promedio de los
respectivos halos de inhibicidn. Los resultados demostraron que la concentracion
de 100% de Vaccinium Corymbosum posee mayor efecto inhibitorio sobre estas

dos bacterias.”

Atencio EK (2015) Lima, en su trabajo de tesis para obtener el titulo profesional
de cirujano dentista realizd una investigacion in vitro donde tomd como bacteria
de estudio al Streptococcus Mutans obtenida de la saliva de un paciente
procediendo a sembrar con Agar Sangre en respectivas placas Petri con seis
mm de diametro al cual aplic6 como sustancia de estudio el extracto de
Vaccinium Corymbosum vertiendo 100uL a distintas concentraciones como al
25%, 50%, 75% y 100% siendo este el grupo experimental y tomando como
grupo control la sustancia de Clorhexidina al 0.12% para poder determinar en
ambos grupos el efecto antibacteriano pudiendo ser bactericida o bacteriostatico,
concluyendo de esta forma que la Clorhexidina al 0.12% posee efecto bactericida
y el grupo experimental efecto bacteriostatico donde se demostro a través de los

halos de inhibicién con un calibrador Vernier a las 24 y 48 horas este efecto; en
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el cual al 75% demostr6 mejor efecto ante esta determinada bacteria

anaerobia.?3

Adrianzen JJ, Chiroque JA (2017) Trujillo, en su trabajo de tesis para obtener
el titulo profesional de quimico farmacéutico realizaron un estudio in vitro sobre
el crecimiento de Escherichia Coli la cual la procedieron a activar en Agar Mulller-
Hinton en 6 placas Petri donde en cada placa respectiva se realizaron dos
excavaciones e incubandola por el tiempo de 18 horas a 37 °C. Procedieron a
tomar la respectiva bacteria con un asa bacteriolégica y a colocarla en solucion
salina a un patrén de turbidez de 0.5 de escala de Mc Farland. Para la realizacion
del trabajo experimental procedieron a determinar tanto la CMB como CMI. Los
resultados demostraron un efecto inhibitorio del zumo de Vaccinium
Corymbosum sobre Escherichia Coli por manifestar menor turbidez del medio
gue contuvo a Escherichia Coli en 50uL al 100% y para CMB se evidencia que
el zumo de Vaccinium Corymbosum se difunde sobre Escherichia Coli a
concentracion de 100% evidenciando un halo de 4mm concluyendo de esta

forma efecto antibacteriano.?*
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2.2. Bases teodricas
2.2.1. Enfermedad Periodontal

Es una enfermedad irreversible crénica generalmente indolora hasta que su
progreso puede causar movilidad dentaria, posterior pérdida de piezas dentarias
comprometidas, como también se puede exponer el epitelio ulcerado del saco.
Este tipo de enfermedad que se manifiesta en la cavidad oral afecta a los tejidos
de soporte dentario (hueso alveolar, cemento radicular y ligamento

periodontal).?®

Es la patologia odontol6gica mas prevalente en adultos mayores, siendo una de

las patologias mas comunes a nivel mundial.?®
2.2.1.1. Patogenia

Es de la interaccién del biofilm predominante anaerobio gram (-); especies que
para sobrevivir en la microflora requieren muy poca cantidad de oxigeno y el

sistema inmune del huésped.?®
2.2.1.2. Etiopatogenia

Las bacterias producen factores de virulencia y cuando estos entran en contacto
con las células del epitelio del surco en especial las del epitelio de unién ahi es

cuando empieza el desarrollo de la enfermedad periodontal.?’

Las células del epitelio de uniéon como las defensinas son aquellos péptidos
antimicrobianos que afectan la superficie de las bacterias permitiendo asi su
eliminacion. Pero es de gran relevancia la produccion de IL-1 y TNF, que generan

cambios a nivel vascular; siendo de esta forma que incrementan los vasos
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sanguineos en calibre induciendo la adhesion celular en la expresion de

proteinas.?’

A medida que va progresando el proceso inflamatorio comienzan a degradarse
los tejidos de soporte obteniéndose como resultado la manifestacion del saco
periodontal “signo patognomonico”, pérdida clinica de insercion como también

pérdida 6sea.?’

2.2.1.3. Clasificacion de salud periodontal, enfermedades/condiciones

gingivales

1. Salud periodontal y gingival:

a. Salud gingival clinica en un periodonto intacto.
b. Salud gingival clinica en un periodonto reducido.

e Paciente con periodontitis estable.

e Paciente sin periodontitis.?®

2. Enfermedades gingivales inducida por biopelicula dental:

a. Asociada solamente con biopelicula dental.

b. Producida por factores de riesgo sistémico o locales.

c. Agrandamiento gingival inducido por medicamentos.?®

3. Enfermedades gingivales no inducidas por biopelicula dental:
a. Trastornos genéticos y del desarrollo.

b. Infecciones especificas.

43



c. Condiciones inflamatorias e inmunes.

d. Procesos reactivos.

e. Neoplasias.

f. Enfermedades endocrinas, nutricionales y metabolicas.
g. Lesiones traumaticas.

h. Pigmentacion gingival.?®

Formas de periodontitis

1. Enfermedades periodontales necrosantes:

a. GUN.

b. PUN.

c. Estomatitis necrosante.?8

2. Periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas
3. Periodontitis:

a. Estadios: Basados en severidad y complejidad:

e |: Periodontitis inicial.
e II: Periodontitis moderada.
e llI: Periodontitis severa con evidente pérdida dental adicional.

e |V: Periodontitis severa con evidente pérdida de la denticion.?®
b. Extension y distribucion: Localizada, generalizada; distribucién molar-incisivo.

c. Grados: Evidencia de progresion rapida, respuesta anticipada al tratamiento:
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¢ A: Tasa lenta de progresion.
e B: Tasa moderada de progresion.

e C: Tasa rapida de progresion.28

Manifestaciones periodontales de las enfermedades sistémicas vy

condiciones del desarrollo y adquiridas

1. Enfermedades sistémicas y condiciones que afectan tejidos de sostén

periodontal.

2. Otras condiciones periodontales:

a. Abscesos periodontales.

b. Lesiones endo-periodontales.?®

3. Deformidades mucogingivales y condiciones alrededor de los dientes:
a. Fenotipo gingival.

b. Recesion gingival y de tejido blando.

c. Falta de encia.

d. Profundidad vestibular reducida.

e. Frenillo aberrante/posicion del musculo.

f. Exceso gingival.

g. Color anormal.

h. Condicién de la superficie radicular expuesta.?®

4. Fuerzas oclusales traumaticas:
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a. Trauma oclusal primario.
b. Trauma oclusal secundario.
c. Fuerzas ortoddncicas.?8

5. Factores protésicos y dentales que modifican a las enfermedades

gingivales/periodontales inducidas por placa:

a. Factores localizados relacionados con dientes.

b. Factores localizados relacionados con prétesis dentales.??
Enfermedades y condiciones periimplantarias

1. Salud periimplantaria.

2. Mucositis periimplantaria.

3. Periimplantitis.

4. Deficiencias de tejidos blandos y duros periimplantarios.?®
2.2.1.4. Factores de riesgo

Los que predominan provocando primero manifestaciones gingivales como
gingivitis y posteriormente el desarrollo de la enfermedad periodontal en si son
el consumo de alcohol y tabaco, siendo uno mas el consumo de ciertos

medicamentos o farmacos.26

El gran efecto negativo del humo de tabaco en el periodonto es principalmente
debido a los efectos sobre la higiene oral y la acumulacion de factores locales,

sistémicos como también cambian la susceptibilidad del individuo al desarrollo
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de la enfermedad. Por lo tanto, se espera o es justificado que los fumadores
presenten destruccion periodontal mas grave tanto de soporte como de
proteccion, ya que también presentan una mayor cantidad de factores locales,

como placa bacteriana blanda y calcificada.?®

Factores de riesgo como el estrés, bruxismo, factor socioeconémico, nivel de
instruccion, sexo, edad, y otros como los niveles séricos elevados de la proteina
C reactiva (PCR) en sangre interactuando entre si, se asocian con el origen,

desarrollo y evolucién de las enfermedades periodontales.?°
2.2.1.5. Principales caracteristicas de enfermedad periodontal
La enfermedad periodontal se caracteriza por presentar:

¢ Bolsa periodontal: Es la profundizacion anormal patolégica del surco gingivo
dentario que consta de pared blanda y pared dura.

e Pérdida 6sea vertical o angular y horizontal.

e Signos clinicos de inflamacién.

e Pérdida de insercion clinica.

¢ Presencia de placa bacteriana blanda y calcificada.

e En etapa avanzada puede presentar compromiso de furca grado Il y Il al igual
de movilidad dentaria grado 11 y IlI.

e Predominio de bacterias anaerobias estrictas gram negativas como
Aggregatibacter  Actinomycetemcomitans,  Fusobacterium  Nucleatum,

Porphyromonas gingivalis, Bacteroides Forsythus y Prevotella Intermedia.3°
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2.2.2. Vaccinium Corymbosum

Vaccinium Corymbosum también conocido como ardndano blueberry es un
arbusto de un metro a metro y medio predominando su habitat en regiones frias
de Norteamérica, teniendo también especies tropicales que son
aproximadamente 450 especies pertenecientes a la familia ericaceae. Este
Vaccinium presenta un elevado valor nutricional y medicinal siendo sus frutos
bayas de color oscuro, azuladas ricos en antocianos y minerales, presentando

propiedades antibacterianas, antioxidantes, antiinflamatorias y antiadhesivas.3!

2.2.2.1. Presentaciones y concentraciones

Las presentaciones del Vaccinium Corymbosum son las siguientes:

e Arandano en fruto maduro y desecado.

e Postres de ardndano.

e Yogurt de arandano.

e Mermelada de arandano.

e Jugo o zumo de arandano de 555 mly de 7,5° Brix (100 g).

e Capsulas vegetales que contienen 60 capsulas vegetales que contienen 440

mg cada capsula.®?

2.2.2.2. Indicaciones

e En la estimulacion de la actividad renal.

e Como diurético.®?

e Prevencion de infecciones del tracto urinario e infecciones gastrointestinales
por Escherichia Coli e infecciones gastricas producidas por H. Pylori.

e En Ulceras, diarreas, diabetes y problemas hepaticos.3*
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2.2.2.3. Mecanismo de accion

Este tipo de ardandano actia a través de sus principales componentes
proantocianidinas de tipo A y antocianos que son polimeros flavonoides que
crean una barrera antiadhesiva haciendo que las fimbrias de las bacterias no se
adhieran permitiendo de esta forma que las bacterias se inhiban y no colonicen,
actuan de esta forma tanto en el tracto urinario y gastrico donde predomina la
Escherichia Coli, como digestivo donde puede predominar el Helicobacter

Pylori.33

2.2.2.4. Composicion

Presenta componentes inorganicos que son principalmente agua, sales
minerales como el manganeso y el yodo; presenta otros de origen organico como
la fructosa, glucosa, ceras, proteinas, vitaminas C y A, pectina'y como principales
compuestos poli fendlicos que son: Proantocianidinas, cianidinas, agentes
antioxidantes, flavonoides; siendo como ultimos componentes acidos organicos

como: Malico, quimico, citrico y benzoico.3®

2.2.2.5. Variedades

El presente género Vaccinium presenta cerca de 450 especies. Presentando los
blueberry solo dos especies que son: Ardndanos cultivados conocidos por
“Highbush Blueberries” que son de porte alto y arandanos silvestres que son
pequefios arbustos llamados “Lowbush Blueberries” que son de porte bajo;
siendo estos dos los mas populares en nuestro pais “Pert”.32

2.2.2.6. Taxonomia

Fue descrito por Carlos Linneo y publicado en Especies Plantarum.
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Angiospermae

Dicotyledonae

Ericales

Ericaceae.®

Etimologia

Vaccinium: Nombre genérico usado para un tipo de baya.
Corymbosum: Término que significa “con corimbos”.3’

2.2.3. Clorhexidina

Es un antiséptico oral de uso muy comun en odontologia perteneciente al grupo
de las biguanidas encontrandose en la lista de sustancias permitidas por la
organizaciéon mundial de salud. Aunque este componente se puede encontrar en
diversos productos por sus grandes beneficios siendo uno de ellos que es

bactericida se debe administrar precavidamente.38
2.2.3.1. Indicaciones

Para el mantenimiento o tratamiento de enfermedades periodontales que
involucra: Gingivitis y periodontitis; estd indicado por inhibir la proliferacion
bacteriana que se encuentran en tejidos vivos de cavidad bucal ya que no dafa
la superficie donde se aplica, prevencion de infecciones que se pueden dar en
cirugia bucal como también tratar lesiones que se presentan en tejidos blandos

de cavidad bucal.38
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2.2.3.2. Contraindicaciones

Esté contraindicado por pigmentar permanentemente la estructura dentaria en
piezas restauradas como no restauradas, aunque su uso en tratamiento de

enfermedades orales debe ser minuciosamente evaluado.3°

2.2.3.3. Efectos adversos

Tenemos como principales la pigmentacidon en superficies dentarias y gingiva
hasta incluso puede provocar cambios en el sentido del gusto. Como otro efecto
adverso esta la parotiditis destacando mayormente en nifios de diez a dieciocho
afios que son sometidos a enjuagues orales y por ultimo puede provocar

irritacion lingual.®®
2.2.3.4. Mecanismo de accion

Actla desestabilizando y penetrando la pared celular de las bacterias, siendo la
precipitacion del citoplasma y la disfuncién de la membrana que hacen que se

inhiba la utilizacién de oxigeno ocasionando a distintos niveles lisis celular.3®
2.2.3.5. Presentaciones y porcentajes

Se presenta como colutorio bucal al 0,2, 0,12, 1 y al 2%, también como crema o

gel al 0.5%, y en solucién acuosa al 4% y 5%.4°
2.2.4. Prevotella Intermedia

Es una bacteria anaerobia gram negativa estricta siendo una de las principales
bacterias que producen la enfermedad periodontal, tiene gran capacidad

destructiva al interactuar con factores de riesgo local o sistémico. Se le atribuye
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a que también se encuentra en la gingivitis ulcerativa necrosante aguda. Se cree
que este tipo de bacteria prevalece mas en personas con noma conocido

también como cancrum oris.*!

2.2.4.1. Tipo de bacteria

Anaerobia estricta gram (-) en forma de bacilo o bastoncillo que no forma esporas

y son rectos, helicoidales o curvados que pueden tener movilidad o no.*?

2.2.4.2. Habitat comun
Comunmente a este microorganismo se le encuentra en la microbiota

subgingival de personas afectadas, en nifios y adolescentes sanos no suelen

manifestarlo en este determinado lugar.4?

2.2.4.3. Factores de virulencia

e Fimbrias.

e Adhesinas.

e Actividad fibrinolitica.

e Efecto inhibitorio de sintesis de anticuerpos.

¢ Efecto inhibitorio de la proliferacion de linfocitos B.

e Degrada inmunoglobulinas.*?

2.2.4.4. Medio de cultivo para crecimiento de Prevotella Intermedia

En cuanto a los requerimientos exigentes para crecimiento bacteriano anaerobio
se requiere de un medio enriguecido que generalmente se puede cubrir
afiadiendo sangre para medios sdlidos, vitamina K actuando como un aislante
para evitar que otras bacterias ingresen al medio de cultivo, extracto de levadura,
hemina e un hidrato de carbono que sea fermentable para el medio basal,
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caseina enzimatica hidrolizada, peptona proteosa, peptona de soya, dextrosa,
cloruro de sodio. Siendo el medio de cultivo ideal Agar Schaedler indicado para

todo tipo de bacterias anaerobias sean estrictas o facultativas.*?
2.2.5. Método de Kirby Bauer

Es un test in vitro de difusion en agar en disco usado para evaluar bacterias de
crecimiento rapido y bacterias patdégenas de dificil crecimiento. A través de este
método se determina la sensibilidad del agente microbiano frente a un antibiético

0 sustancia terapéutica.**
2.2.5.1. Indicaciones

ePara apoyar la quimioterapia antimicrobiana de tratamiento en procesos
infecciosos por bacterias en las que la identidad del microorganismo no es
suficiente para predecir en forma confiable su susceptibilidad.

eCuando se cree que el microorganismo causante pertenece a una especie
capaz de mostrar resistencia a agentes antimicrobianos.

¢ En estudios epidemioldgicos de resistencia.

e En estudios de nuevos agentes antimicrobianos.4

2.2.5.2. Seleccién de sensi discos e informe

Es la méas aprobada para poder probar e informar la seleccion del antimicrobiano
que depende de la decision de diferentes laboratorios clinicos, los adecuados
discos deben ser de papel absorbente que permitan la absorcion adecuada y

homogénea de determinada sustancia antimicrobiana o antibacteriana.**
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2.2.5.3. Discos para antibiograma

Son aquellos que contienen una concentracion definida que permite una
correlaciébn mas o menos precisa con concentracion minima inhibitoria que cuyo
antibiético alcanza in vitro resultados de resistencia y susceptibilidad. Mediante
el cual solo deben usarse discos con nombre genérico del antimicrobiano. La
preservacion de discos es critica ya que depende de la confiabilidad de los
resultados. Los recipientes que mantienen discos deben conservarse
refrigerados de 4 a 5 °C 0 a menos 20 °C hasta que sean empleados; aquellos
discos que contengan cefalosporinas o penicilinas deberan conservarse siempre
congelados a excepcion de una pequefia cantidad de discos utilizados para
trabajo diario, lo cual podrian mantenerse refrigerados hasta por una semana.
Los recipientes nuevos con discos de sensibilidad deberan colocarse a

temperatura ambiente antes de abrirlos.*®

2.2.5.4. Procedimiento para preparacion del in6culo y poder desarrollar el

antibiograma

Se selecciona un promedio de 4 a 5 colonias del microorganismo estudiado. No
emplear cultivos de mas de 24 horas. Se procede a transferir las colonias
tocando la parte superior con un asa bacteriolégica a un tubo conteniendo de 3
a 5 cc de medio de cultivo estéril Mueller Hinton. Se incuba este respectivo medio
a 37 °C por el tiempo de dos a ocho horas hasta lograr un moderado crecimiento.
Se procede a diluir el cultivo en solucién salina hasta lograr una turbidez
equivalente al tubo 0.5 de escala de Mc Farland que corresponde a 10

microorganismos por ml. Se permite que la superficie del medio se seque
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mediante a 5 a 20 minutos manteniendo la tapa cerrada. Luego se colocan los
discos en superficie del agar con pinza estéril, presionando los discos sobre el
agar para crear un uniforme contacto. Se colocan seis discos periféricamente y
un solo disco en la parte central, entre cada disco debe haber un espacio de dos
centimetros evitando que la zonas de inhibicion queden onduladas. Se procede
a colocar antibiéticos en parte externa e interna (central). Se incuban las cajas
en posteriores a treinta minutos a 37 °C, preferiblemente no incubar en camara
de CO2. Por ultimo se leen los resultados a 18 a 24 horas posteriores, midiendo
zonas de inhibicion de discos respectivos sobre una superficie oscura de luz
reflejada, midiendo el diametro de la zona con una regla sobre la placa Petri, esta

medida incluye los 6mm del disco.*

Si para la respectiva prueba se ha utilizado Agar Sangre se procede a medir la

zona de inhibicion sobre la superficie removiendo la tapa de la placa.*

Siendo que el punto final completo de inhibicion de crecimiento bacteriano se
determina a simple vista, con excepciones de algunos antimicrobianos como las
sulfonamidas y algunas especies como Proteus. Siendo que las cepas de
Proteus Vulgaris y Proteus Mirabilis pueden tener crecimiento dentro de sus
respectivos halos de inhibicién alrededor de ciertos agentes antimicrobianos o
antibacterianos. Sin embargo el area de inhibicion estd comuinmente bien
delimitada y este tipo de crecimiento debe ser ignorado en el respectivo

procedimiento.*®
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2.2.5.5. Interpretacion de resultados de antibiograma segin método de

Kirby Bauer

En la interpretacion de resultados es necesario tomar en consideracion lo
siguiente: Diametro de las zonas obtenido con amino glucésidos que depende
del medio utilizado de acuerdo a la variacion del contenido y depende de la

calidad del medio de Mueller Hinton que ofrecen las casas comerciales.*®

Algunos microorganismos como bacilos gram negativos que pueden ocasionar

infecciones sistémicas responden a altas dosis de penicilina G.4°

Determinandose segun las mediciones en milimetros la resistencia, intermedio y
sensibilidad; siendo la primera de cero a diez milimetros, la segunda mas de 10

a diecinueve milimetros y la Ultima de mas de diecinueve milimetros a mas.*®
2.2.5.6. Fuentes de error en antibiograma por disco

Usualmente se presentan algunos errores de tipo técnico que pueden
comprometer confiabilidad y seguridad del antibiograma por discos inhabilitando

el procedimiento.4®

Procediendo a incluir la siguiente lista de errores mas comunes que el laboratorio

de microbiologia debe evitar:

e Uso de un medio diferente al de Mueller Hinton.

e Preparacion inadecuada del medio de Mueller Hinton, particularmente a lo que
se refiere en determinacion del ph.

¢ Uso de medios incorrectamente almacenados o medios con fecha de expiracion

vencida.
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e Almacenamiento inadecuado de estandar de turbidez y preparacion incorrecta.

¢ Almacenamiento incorrecto de discos.

e Inadecuada estandarizacion de concentracion del inéculo.

¢ Omisién de eliminar exceso de cultivo contenido en aplicador antes de inocular
el medio sélido.

eDemora excesiva en estandarizacion del cultivo o en inoculacion del medio
sélido.

eExcesiva demora en aplicacion de los discos después de haber realizado la
inoculacién en medio sélido.

eExcesiva demora en incubacion del medio después de haber colocado los
discos.

e Incubacion a temperatura diferente de 37 °C o incubacién a atmosfera de CO2.

e Lectura prematura de resultados antes del periodo de incubacién respectivo de
16 a 18 horas.

elLectura erronea en medicion de los halos de inhibicion por inadecuada
iluminacién.

e Lecturas realizadas sin regla milimetrada de medicion.

e Pruebas realizadas con cultivos mixtos.

¢ Realizacién de antibiogramas con bacterias de crecimiento lento.

e Omitir los controles de calidad con cepas control y omision de anotar resultados
de estas cepas control.

e Error en transcripcion de los resultados en las pruebas individuales.*®
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2.3. Definicion de términos basicos
Microorganismo Anaerobio

Especie o especies bacterianas capaces de vivir en condiciones sin oxigeno para
gue de esta forma se puedan desarrollar y puedan producir factores de virulencia
hacia determinados tejidos blandos y duros.*¢

Péptidos

Son moléculas que resultan de la unién de dos o mas aminoacidos mediante
enlaces de amida.*’

Antocianos

Compuestos que se encuentran de forma natural en la naturaleza y que otorgan
el color azulado a hojas, flores o frutos; con propiedades naturales como

fungicida, antibacteriana y antiadherente.*®
Proantocianidinas

Son polimeros flavonoides con grandes propiedades antioxidantes y
antibacterianas que se encuentran en concentraciones elevadas de arandanos,
uvas y semillas. Constituye el producto final de los flavonoides y se metabolizan
a antocianinas de la misma forma que los polisacaridos se metabolizan en

unidades mas simples de azlcares.*®
Flavonoides

Son compuestos fendlicos conocidos como metabolitos secundarios que se

encuentran en frutos o plantas de color resaltante oscuro, que proporcionan
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grandes propiedades antibacterianas, antiinflamatorias, antioxidantes vy

antiadhesivas.”?
Virulencia

Es aquella medida cuantitativa de grado de Patogenicidad y se mide por el
ndmero de microorganismos necesarios para causar una determinada

enfermedad.5!
Fimbrias

Son apéndices que constituyen subunidades de proteinas que se encuentran
ancladas a la membrana externa de bacterias gram negativas. Tienen como

funcién principal de servir como soporte de las adhesinas.>!
Adhesinas

Son proteinas que tienen gran afinidad por los azlcares, teniendo como funcién
la adherencia. La mayor cantidad de bacterias pueden expresar mas de un tipo
de adhesinas y estar ubicadas en distintas estructuras de superficie

microbiana.>!
Efecto bacteriostatico

Es aquel que inhibe el crecimiento y multiplicacién de bacterias, pero no causan

lisis, por lo que al retirar el agente su efecto es reversible.5?
Efecto bactericida

Es aquel que provoca la muerte bacteriana o lisis bacteriana y el proceso es

irreversible.>?
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Susceptibilidad microbiana

Caracteristica del propio microorganismo a ser inhibida en su totalidad o
parcialmente frente a un determinado principio activo aplicado sobre dichos
microorganismos. De esta forma dichos microorganismos demuestran si son

resistentes, intermedios o sensibles.>3

Antibiograma

Es la prueba microbiolégica mediante la cual se determina mediante medios de
cultivo y discos antibioticos efectividad antibacteriana siendo sensible, o
resistente o intermedio hacia una determinada bacteria o hacia una determinada

colonizaciéon bacteriana.>*

Halos de inhibicién

Son aquellos que se forman al estar en contacto con un determinado antibi6tico,
el cual produce que el respectivo microorganismo se inhiba parcial o

totalmente.%
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CAPITULO Il

HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA INVESTIGACION

3.1. Formulacion de hipoétesis

3.1.1. Hipotesis principal

El Vaccinium Corymbosum tiene efecto antibacteriano in vitro sobre la Prevotella

Intermedia.

3.1.2. Hipotesis derivadas

¢ El Vaccinium Corymbosum al 25% tiene efecto antibacteriano in vitro sobre la

Prevotella Intermedia a las 12, 18 y 24 horas.

e El Vaccinium Corymbosum al 50% tiene efecto antibacteriano in vitro sobre la

Prevotella Intermedia a las 12, 18 y 24 horas.

¢ El Vaccinium Corymbosum al 75% tiene efecto antibacteriano in vitro sobre la

Prevotella Intermedia a las 12, 18 y 24 horas.

¢ El Vaccinium Corymbosum al 100% tiene efecto antibacteriano in vitro sobre la

Prevotella Intermedia a las 12, 18 y 24 horas.
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3.2. Variables; definicién conceptual y operacional
Variable dependiente: Prevotella Intermedia
Definicion conceptual

Prevotella Intermedia: Es una bacteria anaerobia estricta gram negativa, siendo
una de las principales bacterias que producen la enfermedad periodontal,
presenta gran capacidad destructiva al interactuar con factores de riesgo local o

sistémico.*!
Variable Independiente: Efecto antibacteriano del Vaccinium Corymbosum
Definicion conceptual

Efecto antibacteriano del Vaccinium Corymbosum: Es la propiedad del
Vaccinium Corymbosum para eliminar agentes bacterianos o inhibir crecimiento

o proliferacién a través de las proantocianidinas tipo A y antocianos.?
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3.2.1. Operacionalizacion de variables

VARIABLES DIMENSION INDICADOR TIPO ESCALA VALORES
Efecto - Presencia de Medicién de 0-10mm: Resistente.

antibacteriano halos de halos de o +de 10 a 19mm:
del Vaccinium inhibici6n de inhibicién de Cuantitativo Razon Intermedio.
Corymbosum crecimiento crecimiento +de 19 a +mm:

(Variable bacteriano. bacteriano Sensible.
Independiente) (Método de

Kirby Bauer).

Prevotella - Identificacion de Crecimiento

Intermedia la Prevotella bacteriano. Cualitativo NOMINAL _

(Variable Intermedia. Si
Dependiente)

No
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CAPITULO IV
METODOLOGIA
4.1. Disefio metodoldgico
4.1.1. Disefio de Investigacion

Experimental: Porque se pretendid determinar el efecto antibacteriano in vitro
del Vaccinium Corymbosum a distintas concentraciones como al 25%, 50%, 75%
y 100% frente a bacteria anaerobia estricta gram negativa prevalente en

enfermedad periodontal.>®
4.1.2. Tipo de Investigacion

Prospectivo: Porque es un estudio que comienza a realizarse en el presente

pero los datos se van analizar transcurrido un tiempo determinado.®’

In vitro: Porque el trabajo fue realizado de forma experimental fuera del
organismo humano a través de cultivos en placas Petri y el procedimiento se
llevé a cabo en el Laboratorio Central de la Facultad de Medicina Humana y

Ciencias de la salud de la Universidad Alas Peruanas.®’

Longitudinal: Porque se recolectan los resultados en diferentes tiempos que

pueden ser a corto, medio y largo plazo.®’
4.1.3. Nivel de Investigacién

Cuantitativo: Porque es el procedimiento donde utiliz6 magnitudes numéricas
gue pudieron ser tratadas mediante herramientas del campo estadistico, y se

midieron con precision las variables de estudio.®’
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4.1.4. Procedimiento de secuencia de operaciones
4.1.4.1. Obtencion del Vaccinium Corymbosum

Los frutos maduros de Vaccinium Corymbosum “Arandano azul” se obtuvieron

de la Provincia de Cariete; frutos que venden los habitantes de la zona.
4.1.4.2. Obtencion de certificado de estudio taxonémico

El arandano azul una vez obtenido tanto en planta como en frutos maduros se

procedio a llevar al Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor

de San Marcos, donde la jefa del herbario de la Universidad San Marcos lo

recibid y le realizé la clasificacién taxondmica. (Ver Anexo N° 05)
4.1.4.3. Obtencion de marcha fitoquimica y extracto etandlico

Una vez obtenido el fruto de Vaccinium Corymbosum “Arandano azul” se llevo el
fruto a la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos para poder obtener los certificados de marcha fitoquimica y
extracto etanodlico a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% (Ver Anexo N°
6y 7), donde se lavo el fruto con agua destilada, se trituro el fruto en un mortero
con la finalidad de obtener una mayor extraccion. Se pesaron 2500 gramos de la
muestra recolectada y se midié en una probeta 1250 ml de alcohol etilico de 96°,
se agregd en frascos ambar y se almacené por 5 dias. Una vez pasado los 5
dias se realizo el filtrado por bomba al vacio del extracto y se vierte en platos de
secado. Se hizo la concentracidén de la misma en estufa a 40 °C por 4 dias para
realizar la marcha fitoquimica y dilucion de las mismas. En la marcha fitoquimica

se identificd los flavonoides mediante el ensayo de Shinoda, se evalud las
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antocianinas, lactonas mediante el ensayo de Baljet, alcaloides mediante el
ensayo de Dragendorff, de Mayer y de Wagner, cardendlidos mediante prueba
de Kedde, esteroides por la prueba de Liebermann-Burchard, saponinas,
taninos, fenoles, aminoacidos mediante prueba de Ninhidrina, triterpenos por la
prueba de Liebermann-Burchard, azucares reductores por prueba de Fehling.
Las diluciones al 100% fue muestra tal cual, la de 75% se obtuvo utilizando 37.5
ml de la muestra al 100% y se enrazé a 50 ml con alcohol de 96°, la de 50% se
obtuvo utilizando 25 ml de la muestra al 100% y se enraz6 a 50 ml con alcohol
de 96°, la de 25% se obtiene utilizando 12.5 ml de la muestra al 100% Yy se enrazé

a 50 ml con alcohol de 96°.

4.1.4.4. Activacion de la cepa bacteriana e identificacion microscépica

Se procedid a activar la respectiva cepa bacteriana Prevotella Intermedia
ATCC® 25611 manteniéndola en condiciones de 2 a 8 °C desde que se adquirio
hasta la activacion en el laboratorio microbioldgico de la Universidad Alas
Peruanas. La cepa de Prevotella Intermedia se encuentra contenida en su
respectivo envase de Kwik Stik siendo retirada de aquél siguiendo respectivas
indicaciones; primero que se adapte a temperatura ambiente procediendo a abrir
la bolsa a nivel de la muesca, se retird la porcion de la etiqueta de la parte central,
luego se presiond una vez la parte superior de la ampolla Kwik Stik para liberar
el liquido hidratante, manteniéndola verticalmente para que fluya el liquido
hidratante hacia la parte inferior donde esta contenido el granulo de la bacteria,
luego se presiona la parte inferior para disolver el granulo con el liquido
hidratante para homogenizar la suspension, inmediatamente se retira el hisopo
con todo el material hidratado, para posteriormente realizar movimientos de
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hisopado en toda la placa Petri que contiene el medio de cultivo agar Schaedler
certificado (Ver anexo N° 09) con sangre de oveja desfibrinada estéril certificada
(Ver anexo N° 10), para posteriormente calentar la punta de cohl de una asa de
siembra y hacer estrias para aislar las colonias, se descartd el envase y se
incubo los medios a 37 °C por cinco dias, todo el procedimiento se realizé en un

tiempo de no mayor o igual a 5 minutos.*

Luego se retird6 los medios activados con la respectiva bacteria Prevotella
Intermedia y se realiz6 la tincion gram para identificacion de la bacteria que por

su forma y coloracion son bacilos gram negativos.

4.1.45. Preparacion del medio de -cultivo, escala de Mc Farland,
determinacion de grupos de estudio y procedimiento para resultados

(antibiograma)

Se pesoO en una balanza analitica de precision 11.04 gr de agar Muller Hinton
colocandolo en un matraz de 500 ml para proceder a medir en una probeta 300
ml de agua destilada también afiadiéndolo en el respectivo matraz equivalente a
15 placas Petri con casi 10mm de grosor del medio, se agité frecuentemente con
fuerza moderada para disolver todo el polvo de agar Muller Hinton, se calienta a
ebullicibn con agitacion hasta lograr una moderada translucidez. Una vez
alcanzada la respectiva ebullicion se esterilizé en autoclave a 15 libras de presion
(121 °C) durante 15 minutos. Se enfria el medio a 45-50 °C. Posteriormente se
empezo a realizar el procedimiento de plaqueo junto a la flama de un mechero,
esperando que solidifique; siendo que en cada placa hay un grosor de casi 10
mm de agar Muller Hinton.
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Se dio inicio a la escala de Mc Farland optima de 0.5 la cual tiene como
absorbancia 0.08 en cual se utilizé una cubeta de cuarzo para hacer la lectura
de absorbancia, la preparacion se realizo con un tubo de 13 por 100 conteniendo
solucion salina (3 ml) donde se empezd a suspender la bacteria Prevotella

Intermedia para dar inicio al antibiograma.

Para realizar el antibiograma se determiné dividir en grupos, experimental a
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%, tres placas Petri por concentracion,
y control con gluconato de Clorhexidina al 0.12% también tres placas en el
respectivo grupo, rotuldndolas respectivamente. Se transfirio la cepa Prevotella
Intermedia de acuerdo a la respectiva escala de Mc Farland de 0.5 en las 15
placas Petri tanto experimental como control por medio de la técnica de hisopado
con movimientos lineales y circulares de 60° en cada placa para inmediatamente
colocar los 4 discos por placa embebidos de acuerdo a sus debidas
concentraciones del grupo experimental y del control, teniendo una separacion
entre discos de un poco mas de 2 centimetros y separacion del borde la placa
de 15 milimetros, para posteriormente luego de un tiempo de 10 minutos
empezar a invertir las placas y ha incubarlas a 37 °C realizando la primera lectura
de formacion o no formacioén de halos de inhibicién luego de 12 horas, la segunda
a las 18 horas y la dltima a las 24 horas, utilizando para estas lecturas la técnica
de observacion directa. Para las lecturas se midio cada formacion de halo
utilizando un calibrador de Vernier, considerando dentro de la medida los 6 mm
de diametro del disco. Procediendo a anotar todo resultado obtenido en
respectivas fichas microbiologicas después del tiempo determinado (ficha de

recoleccion de datos).
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4.1.4.6. Secuencia de medicion de halos de inhibicidén y descripcion

Se procede a medir los halos de inhibicién formados los cuales se determinan
en resistente de 0 a 10mm: Va presentar nada de halo o muy poco; intermedio
de + de 10 a 19mm: Halo de inhibicibn mas reducido; y sensible de + de 19 a +

mm: El microorganismo presenta gran area de inhibicion.>8
4.2. Diseiio muestral
4.2.1. Poblacion

Prevotella Intermedia: Bacteria anaerobia estricta gram negativa prevalente en

enfermedad periodontal.
4.2.2. Muestra

n = 60 casos; divididos en 5 grupos: 4 experimental de Vaccinium Corymbosum
al 25%, 50%, 75%, 100% y 1 control con Clorhexidina al 0.12%. Se utilizd 3
placas Petri por cada grupo; 4 grupos experimentales de 4 discos por placa en
cada concentracién y 4 discos por placa en 1 grupo control.

5*3=15 muestra en placas por un total de grupo experimental y control.

5 grupos a examinar.

15*4 = 60 muestras a examinar.
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4.2.2.1. Procedimiento que se utilizoé para el calculo del tamafio y seleccion

de la muestra

Se realiz6 el calculo del tamafio de la muestra de Prevotella Intermedia. Se aplicd

la siguiente formula:

z"2(p*q)
n=  e'2+(z"2(p"q))

N

Total de poblacién N (50 muestra establecida y utilizada

en antecedentes)

Nivel de confianza Z (1.96) dato establecido por el 95 %
Proporcion esperada p (0,95)

1-p q (5%)

Error de muestra aceptable e (0.05)

4.2.2.2. Tipo de muestreo

Muestreo probabilistico: Porque se empled la técnica de muestreo en virtud de
la cual las muestras fueron recogidas en el proceso que se brindé a toda la

poblacién las mismas oportunidades a ser seleccionadas.>®
4.2.2.3. Unidad de analisis

Cepa bacteriana anaerobia estricta gram negativa (Cepa ATCC® 25611):

Prevotella Intermedia identificada en género y especie.
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4.2.3. Criterios de inclusién

e Cepa bacteriana completamente identificada Prevotella Intermedia ATCC®
25611.

e Microorganismo propio de la cavidad oral.

¢ Cepa cultivable en los medios de cultivo de la investigacion.

eUso de escala de Mc Farland para determinar Unidades Formadoras de

Colonias.

4.2 4. Criterios de exclusioén

e Placa Petri en mal estado.
¢ Cepa bacteriana contaminada.

e Distintas presentaciones al extracto etandélico de Vaccinium Corymbosum.
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4.3. Técnicay ficha de recoleccion de datos

En el presente trabajo de investigacion in vitro y disefio experimental se utilizo la
técnica de observacion directa a distintas horas por parte del investigador y
asesor en el Laboratorio Microbioldgico de la Universidad Alas Peruanas para
poder determinar el efecto antibacteriano in vitro en grupo experimental con
extracto etandlico de Vaccinium Corymbosum a distintas concentraciones como
al 25%, 50%, 75% y 100% y grupo control de gluconato de Clorhexidina al 0.12%
sobre la Prevotella Intermedia en las respectivas placas Petri donde se encuentra

la respectiva bacteria anaerobia estricta gram negativa.

Se emple6 como ficha de recoleccion de datos fichas microbiolégicas
correspondientes al Minsa donde se registraron resultados obtenidos tanto en
grupo experimental como control de la Prevotella Intermedia y de esa forma se
determiné el efecto antibacteriano midiendo los halos de inhibicion que se
formaron respecto a los componentes aplicados tanto en experimental y control,

donde se utilizé el respectivo calibrador de Vernier.

A la vez se determind a través de las respectivas fichas microbiol6gicas de los
datos obtenidos, de que concentracion fue la mas efectiva en variacion a horas

de estudio.

72



4.4. Técnicas de procesamiento de la informacién

En el presente trabajo de investigacion se utiliz6 como técnica de procesamiento
de informacion el sistema “SPSS” version 23 elaborando tablas y gréficos

numéricos.

La seleccion del paquete estadistico es de acuerdo a la variable cuantitativa y
cualitativa del presente trabajo de investigacion ya que dependiendo de ellas se
aplicaron técnicas determinadas las cuales fueron escogidas ante otro gran
grupo de pruebas, ya que las escogidas me permitieron un mejor analisis tanto

en grupos experimental y control.

El programa SPSS permiti6 estimar la asociacion entre las dos variables de
estudio; determinandose entre ambas si existié 0 no relacidon; donde se procedid

a aplicar la prueba de contraste de hipoétesis.
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4.5. Técnicas estadisticas utilizadas en el analisis de la informacion

En el presente trabajo de investigacion in vitro y disefio experimental se aplico la
prueba estadistica paramétrica Anova One Way en ambos grupos experimental
y control, donde se estudio las medias: Que es la medida de tendencia central
que resulta al efectuarse una serie de operaciones con conjunto de nameros,
gue en determinadas ocasiones representa a todo el conjunto, la varianza: Que
viene a ser la medida de dispersion definida como la esperanza del cuadrado de
la desviacién de la respectiva variable respecto a la media, desviacion estandar:
Que es la medida de dispersion para determinadas variables como la de razén
siendo cuantitativa; y donde se establecio la diferencia entre cada concentracion
de estudio en periodos de tiempo de 12, 18 y 24 horas tanto experimental con
aplicacion de extracto etandlico de Vaccinium Corymbosum sobre la Prevotella
Intermedia a distintas concentraciones como al 25%, 50%, 75%,100% y control

con aplicacion de gluconato de Clorhexidina al 0.12% sobre la misma bacteria.

4.6. Aspectos éticos contemplados

El presente trabajo de investigacion in vitro contd con permisos respectivos de la
Facultad de Medicina Humana y Ciencias de la Salud Escuela Profesional de

Estomatologia de la Universidad Alas Peruanas.

Se solicito a través de una carta de presentacion “autorizacion” dirigida
adecuadamente a la directora de la Escuela Profesional de Estomatologiay a la
jefa del respectivo Laboratorio Central de Microbiologia de la Universidad Alas

Peruanas para la elaboracion del respectivo trabajo de investigacion in vitro y

74



disefio experimental, respetando profesionalmente las condiciones de

bioseguridad respectivas en el area del servicio del respectivo laboratorio.

El estudio fue realizado de acuerdo a las normas sociales y éticas nacionales e
internacionales, con modificacion de Edimburgo del afio 2000, en la declaracién

de Helsinki siguiendo los principios basicos, éticos y legales.

La respectiva participacion a realizar el presente trabajo experimental fue de
forma voluntaria, manejando informacion experimental de manera confidencial

usandola para fines de la misma investigacion.

Valores éticos demostrados en el transcurso de formacion académica
estomatoldgica dan conformidad que dichos resultados que se obtuvieron en la
presente investigacion van a ser publicados de forma cientifica y no por
conveniencia aumentando conocimientos propios académicos relacionados a
dicha investigacion de acuerdo a las normas de publicacion de la Facultad de
Medicina Humana y Ciencias de la Salud; Escuela Profesional de Estomatologia
Universidad Alas Peruanas sin alterar o modificar ninguna norma establecida por

el comité de ética.

Demostrando de esta forma que se han respetado todos los aspectos éticos
destinados al presente estudio tanto en desarrollo como fin del mismo y en su

respectiva publicacion.

75



CAPITULO V

ANALISIS Y DISCUSION

5.1. Andlisis descriptivo, tablas de frecuencia, gréaficos, dibujos, tablas, etc.

Estadistica Descriptiva

Tabla N° 1

Distribucion de las sustancias antibacterianas del Vaccinium Corymbosum

y clorhexidina 0,12% sobre la Prevotella Intermedia

Tabla cruzada CONCENTRACIONES*SUSTANCIAS ANTIBACTERIANAS
SUSTANCIAS Total
ANTIBACTERIANAS

Vaccinium clorhexidina
Corymbosum

sustancias 0,12% Recuento 0 12 12
clorhexidina % 0,0% 20,0% 20,0%

25% Recuento 12 0 12

Vaccinium Corymbosum % 20,0% 0,0% 20,0%

50% Recuento 12 0 12

Vaccinium Corymbosum % 20,0% 0,0% 20,0%

75% Recuento 12 0 12

Vaccinium Corymbosum % 20,0% 0,0% 20,0%

100% Recuento 12 0 12

Vaccinium Corymbosum % 20,0% 0,0% 20,0%

Total Recuento 48 12 60
% 80,0% 20,0% 100,0%

Fuente: Propia del investigador

Se observa la distribucién en el estudio con un total de 60 discos a examinar
conformado por grupos de 12 discos, con Clorhexidina 0,12%, Vaccinium

Corymbosum 25%, 50%, 75% y 100%.
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Grafico N° 1

Distribucion de las sustancias antibacterianas del Vaccinium Corymbosum

y clorhexidina 0,12% sobre la Prevotella intermedia
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Evaluacién de la inhibicién del Vaccinium

Prevotella Intermedia

Tabla N° 2

Corymbosum 25% sobre la

Estadisticos

12 HORAS 18 HORAS 24 HORAS

N Vaélido 12 12 12

Perdidos 0 0 0
Media 6,000 6,000 6,000
Desviacién estandar ,0000 ,0000 ,0000
Varianza ,000 ,000 ,000
Minimo 6,0 6,0 6,0
Maximo 6,0 6,0 6,0

Fuente: Propia del investigador

En el estudio se observa los halos de inhibicién del Vaccinium Corymbosum al

25% sobre la Prevotella Intermedia.

¢12 horas: Un promedio de 6 £ Omm, un minimo diametro de 6mm y maximo
6mm.

¢18 horas: Un promedio de 6 + Omm, un minimo diametro de 6mm y maximo
6mm.

¢ 24 horas: Un promedio de 6 + Omm, un minimo diametro de 6mm y maximo

emm.
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Grafico N° 2

Evaluacion de la inhibicion del Vaccinium Corymbosum 25% sobre

Prevotella Intermedia
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Tabla N° 3

Evaluacion de la inhibicion del Vaccinium Corymbosum 50% sobre la

Prevotella Intermedia

Estadisticos

12 HORAS 18 HORAS 24 HORAS
N Valido 12 12 12
Perdidos 0 0 0

Media 6,000 6,000 6,000
Desviaciéon estandar ,0000 ,0000 ,0000
Varianza ,000 ,000 ,000
Minimo 6,0 6,0 6,0
Maximo 6,0 6,0 6,0

Fuente: Propia del investigador

En el estudio se observa los halos de inhibicién del Vaccinium Corymbosum al

50% sobre la Prevotella Intermedia.

¢ 12 horas: Un promedio de 6 £ Omm, un minimo didametro de 6mm y maximo
6mm.

¢ 18 horas: Un promedio de 6 £ Omm, un minimo didametro de 6mm y maximo
6mm.

¢ 24 horas: Un promedio de 6 + Omm, un minimo diametro de 6mm y maximo

emm.
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Grafico N° 3
Evaluacion de la inhibicion del Vaccinium Corymbosum 50% sobre la

Prevotella Intermedia
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Evaluacién de la inhibicién del Vaccinium

Prevotella Intermedia

Tabla N° 4

Corymbosum 75% sobre la

Estadisticos

12 HORAS 18 HORAS 24 HORAS

N Valido 12 12 12

Perdidos 0 0 0
Media 11,417 10,375 6,000
Desviacién estandar 1,2216 7724 ,0000
Varianza 1,492 ,597 ,000
Minimo 10,5 8,5 6,0
Maximo 15,0 11,0 6,0

Fuente: Propia del investigador

En el estudio se observa los halos de inhibicion del Vaccinium Corymbosum al

75% sobre la Prevotella Intermedia.

¢ 12 horas: Un promedio de 11,41 + 1,22mm, un minimo didmetro de 10,5mm y
méaximo 15mm.

¢ 18 horas: Un promedio de 10,37 = 0,77mm, un minimo diametro de 8,5mm y
maximo 11mm.

¢ 24 horas: Un promedio de 6 £ Omm, un minimo diametro de 6 mm y maximo

emm.
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Grafico N° 4

Evaluacion de la inhibicion del Vaccinium Corymbosum 75% sobre la

Prevotella Intermedia
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Evaluacion de la inhibicién del Vaccinium Corymbosum 100% sobre la

Prevotella Intermedia

Tabla N° 5

Estadisticos

12 HORAS 18 HORAS 24 HORAS

N Valido 12 12 12

Perdidos 0 0 0
Media 11,375 10,875 6,000
Desviaciéon estandar 1,1894 ,8561 ,0000
Varianza 1,415 , 733 ,000
Minimo 10,0 10,0 6,0
Maximo 14,0 12,0 6,0

Fuente: Propia del investigador

En el estudio se observa los halos de inhibicién del Vaccinium Corymbosum al

100% sobre la Prevotella Intermedia.

¢ 12 horas: Un promedio de 11,37 + 1,18 mm, un minimo didmetro de 10mmy
maximo 14mm.

¢ 18 horas: Un promedio de 10,87 + 0,85 mm, un minimo diametro de 10mm vy
maximo 12mm.

¢ 24 horas: Un promedio de 6 £ Omm, un minimo diametro de 6 mm y maximo

emm.
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Gréafico N° 5
Evaluacion de la inhibicion del Vaccinium Corymbosum 100% sobre la

Prevotella Intermedia
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Tabla N° 6

Evaluacién de la inhibicion de la clorhexidina 0,12% sobre la Prevotella

Intermedia
Estadistica descriptiva
12 HORAS 18 HORAS 24 HORAS

N Valido 12 12 12

Perdidos 0 0 0
Media 19,833 18,917 9,208
Desviacién estandar 1,0731 ,8483 1,5877
Varianza 1,152 , 720 2,521
Minimo 18,5 18,0 6,0
Méaximo 22,0 21,0 12,0

Fuente: Propia del investigador

En el estudio se observa los halos de inhibicién de la clorhexidina 0,12% sobre

la Prevotella Intermedia.

¢ 12 horas: Un promedio de 19,83 + 1,07mm, un minimo diametro de 18,5mm y
maximo 22mm.

¢ 18 horas: Un promedio de 18,91 + 0,84mm, un minimo diametro de 18mm y
maximo 21mm.

¢ 24 horas: Un promedio de 9,20 + 1,58mm, un minimo didmetro de 6mm vy

maximo 12mm.

86



Gréfico N° 6

Evaluacion de la inhibicién de la clorhexidina 0,12% sobre |la Prevotella
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5.2. Andlisis inferencial, prueba estadistica paramétrica

Anédlisis inferencial

Tabla N° 7

Efecto antibacteriano a las 12 horas del Vaccinium Corymbosum y la

clorhexidina 0,12% sobre la Prevotella Intermedia

Tabla cruzada CONCENTRACIONES*efecto antibacteriano 12 HORAS

efecto antibacteriano 12 HORAS Total
RESISTEN INTERME SENSIB
TE DIO LE
sustancia 0,12 Recuento 0 4 8 12
s % % 0,0% 33,3% 66,7% 100,0
%
25% Recuento 12 0 0 12
% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0
%
50% Recuento 12 0 0 12
% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0
%
75% Recuento 0 12 0 12
% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0
%
100 Recuento 1 11 0 12
% % 8,3% 91,7% 0,0% 100,0
%
Total Recuento 25 27 8 60
% 41,7% 45,0% 13,3% 100,0

%

Fuente: Propia del investigador

En el estudio se observa el efecto antibacteriano de las sustancias en el periodo

de 12 horas:

¢ Clorhexidina 0,12% presenta un efecto antibacteriano con 8 discos (66,7%)
sensible y 4 discos (33,3%) intermedio.
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e VVaccinium Corymbosum 25% presenta un efecto antibacteriano con 12 discos
(100%) resistente.

¢ VVaccinium Corymbosum 50% presenta un efecto antibacteriano con 12 discos
(100%) resistente.

¢ VVaccinium Corymbosum 75% presenta un efecto antibacteriano con 12 discos
(100%) intermedio.

e VVaccinium Corymbosum 100% presenta un efecto antibacteriano con 11 discos

(91,7%) intermedio y 1 disco (8,3%) resistente.
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Grafico N° 7

Efecto antibacteriano a las 12 horas del Vaccinium Corymbosum y de la

clorhexidina 0,12% sobre la Prevotella Intermedia
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Tabla N° 8

Efecto antibacteriano a las 18 horas del Vaccinium Corymbosum vy la

clorhexidina 0,12% sobre la Prevotella Intermedia

Tabla cruzada CONCENTRACIONES*efecto antibacteriano 18 HORAS

efecto antibacteriano 18 HORAS Total
RESISTEN INTERME SENSIB
TE DIO LE
sustancia 0,12 Recuento 0 9 3 12
s % % 0,0% 75,0% 25,0% 100,0
%
25% Recuento 12 0 0 12
% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0
%
50% Recuento 12 0 0 12
% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0
%
75% Recuento 6 6 0 12
% 50,0% 50,0% 0,0% 100,0
%
100 Recuento 5 7 0 12
% % 41,7% 58,3% 0,0% 100,0
%
Total Recuento 35 22 3 60
% 58,3% 36,7% 5,0% 100,0

%

Fuente: Propia del investigador

En el estudio se observa el efecto antibacteriano de las sustancias en el periodo

de 18 horas:

¢ Clorhexidina 0,12% presenta un efecto antibacteriano con 9 discos (75%)

intermedio y 3 discos (25%) sensible.

e VVaccinium Corymbosum 25% presenta un efecto antibacteriano con 12 discos

(100%) resistente.
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e VVaccinium Corymbosum 50% presenta un efecto antibacteriano con 12 discos
(100%) resistente.

e Vaccinium Corymbosum 75% presenta un efecto antibacteriano con 6 discos
(50%) intermedio y 6 discos (50%) resistente.

¢ VVaccinium Corymbosum 100% presenta un efecto antibacteriano con 7 discos

(58,3%) intermedio y 5 discos (41,7%) resistente.
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Grafico N° 8

Efecto antibacteriano a las 18 horas del Vaccinium Corymbosum y de la

clorhexidina 0,12% sobre la Prevotella Intermedia
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Tabla N° 9

Efecto antibacteriano a las 24 horas del Vaccinium Corymbosum vy la

clorhexidina 0,12 % sobre la Prevotella Intermedia

Tabla cruzada CONCENTRACIONES*efecto antibacteriano 24HORAS

efecto antibacteriano 24HORAS Total
RESISTENTE INTERMEDIO

sustancias 0,12% Recuento 10 2 12
% 83,3% 16,7% 100,0%

25% Recuento 12 0 12

% 100,0% 0,0% 100,0%

50% Recuento 12 0 12

% 100,0% 0,0% 100,0%

75% Recuento 12 0 12

% 100,0% 0,0% 100,0%

100% Recuento 12 0 12

% 100,0% 0,0% 100,0%

Total Recuento 58 2 60
% 96,7% 3,3% 100,0%

Fuente: Propia del investigador

En el estudio se observa el efecto antibacteriano de las sustancias en el periodo

de 24 horas:

¢ Clorhexidina 0,12% presenta un efecto antibacteriano con 10 discos (83,3%)
resistente y 2 discos (16,7%) intermedio.

¢ VVaccinium Corymbosum 25% presenta un efecto antibacteriano con 12 discos
(100%) resistente.

e VVaccinium Corymbosum 50% presenta un efecto antibacteriano con 12 discos

(100%) resistente.
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e Vaccinium Corymbosum 75% presenta un efecto antibacteriano con 12 discos
(100%) resistente.
¢ VVaccinium Corymbosum 100% presenta un efecto antibacteriano con 12 discos

(100%) resistente.
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Grafico N° 9

Efecto antibacteriano a las 24 horas del Vaccinium Corymbosum y de la

clorhexidina 0,12% sobre la Prevotella Intermedia
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5.3. Comprobacion de hipotesis, técnicas estadisticas empleadas
Comprobacion de hipotesis
Tabla N° 10

Prueba ANOVA Vaccinium Corymbosum 25% en periodo de tiempo de 12,

18 y 24 horas

N Media Desviacién Error estandar Minimo Méaximo

estandar
12HORAS 12 6,000 ,0000 ,0000 6,0 6,0
18HORAS 12 6,000 ,0000 ,0000 6,0 6,0
24HORAS 12 6,000 ,0000 ,0000 6,0 6,0
Total 36 6,000 ,0000 ,0000 6,0 6,0

Fuente: Propia del investigador

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos ,000 2 ,095 . .095
Dentro de grupos ,000 33 ,095
Total ,000 35

Fuente: Propia del investigador

Se obtuvo segun la prueba estadistica de ANOVA P=0,095 siendo mayor a

P=0.05 el cual se concluye que no existe diferencia estadistica significativa.

HO: No existe una diferencia estadistica significativa en el efecto antibacteriano

del Vaccinium Corymbosum 25% en los periodos de 12,18 ,24 horas.
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Grafico N° 10

Gréafico de medias ANOVA Vaccinium Corymbosum 25% en los periodos

de tiempo de 12, 18 y 24 horas
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Tabla N° 11

Prueba ANOVA Vaccinium Corymbosum 50% en periodo de tiempo de 12,

18 'y 24 horas

Descriptivos

N Media Desviacién Error Minimo Maximo
estandar estandar
12 12 6,000 ,0000 ,0000 6,0 6,0
HORAS
18HORAS 12 6,000 ,0000 ,0000 6,0 6,0
24 12 6,000 ,0000 ,0000 6,0 6,0
HORAS
Total 36 6,000 ,0000 ,0000 6,0 6,0
Fuente: Propia del investigador
ANOVA
Vaccinium Corymbosum 50%
Suma de gl Media Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos ,000 2 ,095 .00 .095
Dentro de grupos ,000 33 ,095
Total ,000 35

Fuente: Propia del investigador

Se obtuvo segun la prueba estadistica de ANOVA P=0,095 siendo mayor a

P=0.05 el cual se concluye que no existe diferencia estadistica significativa.

HO: No existe una diferencia estadistica significativa en el efecto antibacteriano

del Vaccinium Corymbosum 50% en los periodos de 12,18 ,24 horas.
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Grafico N° 11

Gréafico de medias ANOVA Vaccinium Corymbosum 50% en los periodos

de tiempo de 12, 18 y 24 horas
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Tabla N° 12

Prueba ANOVA Vaccinium Corymbosum 75% en periodo de tiempo de 12,

18 'y 24 horas

Descriptivos

N Media Desviacion Error Minimo Maximo
estandar estandar
12HORA 12 11,417 1,2216 3527 10,5 15,0
S
18HORA 12 10,375 7724 ,2230 8,5 11,0
S
24HORA 12 6,000 ,0000 ,0000 6,0 6,0
S
Total 36 9,264 2,5142 ,4190 6,0 15,0

Fuente: Propia del investigador

ANOVA
Vaccinium Corymbosum 75%
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 198,264 2 99,132 142,362 ,000
Dentro de grupos 22,979 33 ,696
Total 221,243 35

Fuente: Propia del investigador

Se obtuvo segun la prueba estadistica de ANOVA P=0,00 siendo menor a

P=0.05 el cual se concluye que existe diferencia estadistica significativa.

H1: Existe una diferencia estadistica significativa en el efecto antibacteriano del

Vaccinium Corymbosum 75% en los periodos de 12 ,18 ,24 horas.
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Tabla N° 13

Prueba ANOVA comparaciones multiples de los periodos de tiempo del

Vaccinium Corymbosum 75%

Comparaciones multiples

Vaccinium Corymbosum 75%

(I) PERIODOS (J) PERIODOS Diferencia de Error estandar Sig.
medias (I-J)

12HORAS 18HORAS 1,0417 ,3407 ,000
24HORAS 5,4167" ,3407 ,000

18HORAS 12HORAS -1,0417" ,3407 ,000
24HORAS 4,3750" ,3407 ,060

24HORAS 12HORAS -5,4167" ,3407 ,000
18HORAS -4,3750" ,3407 ,060

Fuente: Propia del investigador

12 horas:

e Existe una diferencia estadistica significativa con el Vaccinium Corymbosum
75% presentado a las 18 horas.

e Existe una diferencia estadistica significativa con el Vaccinium Corymbosum
75% presentado a las 24 horas.

18 horas:

e Existe una diferencia estadistica significativa con el Vaccinium Corymbosum
75% presentado a las 12 horas.

e No Existe una diferencia estadistica significativa con el Vaccinium
Corymbosum 75% presentado a las 24 horas.
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24 horas:

e Existe una diferencia estadistica significativa con el Vaccinium Corymbosum
75% presentado a las 12 horas.

¢ No existe una diferencia estadistica significativa con el Vaccinium Corymbosum

75% presentado a las 18 horas.
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Grafico N° 12

Gréafico de medias ANOVA Vaccinium Corymbosum 75% en los periodos

de tiempo de 12, 18 y 24 horas
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Tabla N° 14

Prueba ANOVA Vaccinium Corymbosum 100% en periodo de tiempo de 12,

18 'y 24 horas

Descriptivos

Vaccinium Corymbosum 100%

N Media Desviacion Error Minimo Maximo
estandar estandar
12HORA 12 11,375 1,1894 3434 10,0 14,0
S
18HORA 12 10,875 ,8561 2471 10,0 12,0
S
24HORA 12 6,000 ,0000 ,0000 6,0 6,0
S
Total 36 9,417 2,5926 4321 6,0 14,0

Fuente: Propia del investigador

ANOVA

Vaccinium Corymbosum 100%

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 211,625 2 105,813 147,802 ,000
Dentro de grupos 23,625 33 , 716
Total 235,250 35

Fuente: Propia del investigador

Se obtuvo segun la prueba estadistica de ANOVA P=0,00 siendo menor a

P=0.05 el cual se concluye que existe diferencia estadistica significativa.

H1: Existe una diferencia estadistico significativa en el efecto antibacteriano del

Vaccinium Corymbosum 100% en los periodos de 12,18 ,24 horas.
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Tabla N° 15

Prueba ANOVA comparaciones multiples de los periodos de tiempo del

Vaccinium Corymbosum 100%

Comparaciones multiples

Vaccinium Corymbosum 100%

(I) PERIODOS (J) PERIODOS Diferencia de Error estandar Sig.
medias (I-J)

12HORAS 18HORAS ,5000 ,3454 ,000
24HORAS 5,3750" ,3454 329

18HORAS 12HORAS -,5000 ,3454 ,000
24HORAS 4,8750" ,3454 ,329

24HORAS 12HORAS -5,3750" ,3454 ,000
18HORAS -4,8750" ,3454 ,329

Fuente: Propia del investigador

12 horas:

e Existe una diferencia estadistica significativa con el Vaccinium Corymbosum
100% presentado a las 18 horas.

e No existe una diferencia estadistica significativa con el Vaccinium
Corymbosum 100% presentado a las 24 horas.

18 horas:

e Existe una diferencia estadistica significativa con el Vaccinium Corymbosum
100% presentado a las 12 horas.

e No Existe una diferencia estadistica significativa con el Vaccinium

Corymbosum 100% presentado a las 24 horas.
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24 horas:

e Existe una diferencia estadistica significativa con el Vaccinium Corymbosum
100% presentado a las 12 horas.

¢ No existe una diferencia estadistica significativa con el Vaccinium Corymbosum

100% presentado a las 18 horas.
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Grafico N° 13

Gréafico de medias ANOVA Vaccinium Corymbosum 100% en los periodos

de tiempo de 12, 18 y 24 horas
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Tabla N° 16

Prueba ANOVA clorhexidina 0,12% en periodo de tiempo de 12, 18 y 24

horas
Descriptivos
N Media Desviacién Error Minimo Méaximo

estandar estandar

12HORA 12 19,833 1,0731 ,3098 18,5 22,0

S

18HORA 12 18,917 ,8483 ,2449 18,0 21,0

S

24HORA 12 9,208 1,5877 ,4583 6,0 12,0

S

Total 36 15,986 5,0150 ,8358 6,0 22,0

Fuente: Propia del investigador

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 831,931 2 415,965 284,126 ,000
Dentro de grupos 48,313 33 1,464
Total 880,243 35

Fuente: Propia del investigador

Se obtuvo segun la prueba estadistica de ANOVA P=0,00 siendo menor a

P=0.05; el cual se concluye que existe diferencia estadistica significativa.

H1: Existe una diferencia estadistica significativa en el efecto antibacteriano de

la clorhexidina 0,12% en los periodos de 12 ,18 ,24 horas.
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Tabla N° 17

Prueba ANOVA comparaciones multiples de los periodos de tiempo de la

clorhexidina 0,12%

Comparaciones multiples

() PERIODOS (J) PERIODOS Diferencia de Error estandar Sig.
medias (I-J)

12HORAS 18HORAS ,9167 ,4940 ,168
24HORAS 10,6250" ,4940 ,000

18HORAS 12HORAS -,9167 ,4940 ,168
24HORAS 9,7083" ,4940 ,000

24HORAS 12HORAS -10,6250" ,4940 ,000
18HORAS -9,7083" ,4940 ,000

Fuente: Propia del investigador

12 horas:

eNo existe una diferencia estadistica significativa con la clorhexidina 0,12%
presentado a las 18 horas.

eExiste una diferencia estadistica significativa con la clorhexidina 0,12%
presentado a las 24 horas.

18 horas:

eNo existe una diferencia estadistica significativa con la clorhexidina 0,12%
presentado a las 12 horas.

eExiste una diferencia estadistica significativa con la clorhexidina 0,12%

presentado a las 24 horas.
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24 horas:

eExiste una diferencia estadistica significativa con la clorhexidina 0,12%
presentado a las 12 horas.

eExiste una diferencia estadistica significativa con la clorhexidina 0,12%

presentado a las 18 horas.
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Grafico N° 14

Gréafico de medias ANOVA clorhexidina 0,12% en los periodos de tiempo

de 12, 18 y 24 horas
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5.4. Discusion

De los resultados obtenidos de manera general se evidencia que el extracto
etandlico de Vaccinium Corymbosum presenta un efecto antibacteriano in vitro
sobre el crecimiento de Prevotella Intermedia ATCCR 25611 en periodos de
tiempo de 12 y 18 horas a concentraciones de 75% (Grafico N° 4) y 100%
(Gréfico N° 5) a diferencia de una investigacion realizada por Angel JS (2015)7
donde demuestra como resultado que en periodo de tiempo de 18 horas la
concentracion de 100% presentdé mayor efecto antibacteriano in vitro con una
media de 11.90 sobre Escherichia Coli y una media de 14,29 sobre la bacteria
Staphylococcus Aureus a diferencia de concentraciones de 75% y 50%;
estableciendo paralelamente en ambos trabajos de investigacion que el
Vaccinium Corymbosum va perdiendo su efectividad mediante el paso de
transcurso de tiempo de forma in vitro y mientras menores son las

concentraciones aplicadas del respectivo fruto Vaccinium Corymbosum.

Segun Ben A, Dudonné S, Desjardins Y, Grenier D (2015)*°> manifiestan como
resultados que el Vaccinium Angustifolium Ait demuestra efecto antibacteriano
sobre la bacteria anaerobia estricta gram negativa Fusobacterium Nucleatum
inhibiendo su biofilm en un 87.5 +- 2.3%, realizando su estudio evaluando el
respectivo ardndano por los componentes presentes como los flavonoides
asociados a efectos beneficiosos para la salud, relacionando efecto también a
otros componentes como &cidos fendlicos, flavonoides en general, cianidinas
constituyendo el 16,6%, el 12,9% y el 2,7% del extracto de arandano. Asi mismo
concluyo de esta forma que evidentemente este respectivo arandano demuestra
mejor comportamiento clinico sobre bacteria prevalente en enfermedad
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periodontal a comparacion de los resultados obtenidos en el presente estudio
donde el efecto antibacteriano del Vaccinium Corymbosum es menor inhibiendo
de manera intermedia la respectiva bacteria Prevotella Intermedia donde el

efecto se ve limitado a comparacion del anterior Vaccinium.

Igualmente, Atencio EK (2015)%% obtiene en sus resultados una importante
inhibicion bacteriana por parte del Vaccinium Corymbosum a la concentracion de
75% sobre el streptococcus mutans con diametro de 6mm, donde el grupo
control de clorhexidina al 0.12% demostr6 mayor efecto antibacteriano en
respectivos pozos. La respectiva bacteria de estudio es anaerobia gram positiva
facultativa siendo que por sus caracteristicas estructurales presenta inhibicion
ante este Vaccinium por sus altos componentes de proantocianidinas tipo A y
antocianos, donde a mi opinion este tipo de bacteria es mas susceptible a los
componentes del ardndano azul siendo evidentemente manifestado lo contrario
hacia la bacteria prevalente de enfermedad periodontal Prevotella Intermedia
donde no produce un efecto de susceptibilidad total sino parcial por ser esta cada

vez mas resistente a distintos tipos de antibacterianos.

De esta forma Lalaleo MD (2016)*’ brinda como resultados de su estudio que la
concentracion de 25% del extracto alcohdlico de Vaccinium Floribundum Kunt es
efectivo sobre el Streptococcus Mutans dando un halo de inhibicion en promedio
de 13,11mm obtenido luego de evaluarse las otras concentraciones de 50%,
75% y 100% donde para dicho estudio emplearon agar sangre para un total de
nueve placas Petri con respectivos controles positivos (clorhexidina al 2%) y
negativos con solucion salina realizandolo de forma in vitro, teniendo como
conocimiento que este tipo de bacteria es prevalente de enfermedad de la caries
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siendo anaerobia y causante de pérdida dentaria en etapas severas. Concluyo
que los resultados del estudio previo y del actual con media de 11,41 a las 12
horas para concentracion de 75% y 11,37 a las 12 horas para concentracion de
100% son congruentes de acuerdo al efecto antibacteriano intermedio que
presentan, donde el Vaccinium Corymbosum podria demostrar reducciéon de su
efecto en variacion de horas sobre esta bacteria de estudio siendo hacia la
periodontal que demuestra esa reduccion de efecto, determinandose de esta
forma que ambos Vaccinium pueden ser mayormente efectivos sobre bacterias

gram positivas facultativas a diferencia de bacterias gram negativas estrictas.

Asi mismo, Adrianzen JJ, Chiroque JA (2017)?* mencionan en sus resultados
que la concentracibon minima bactericida de Escherichia Coli produjo una
eliminaciéon bacteriana de 99,9% por el Vaccinium Corymbosum y una
concentracion minima inhibitoria a concentracion de 100% ambas a 24 horas.
Siendo este tipo de bacteria gram negativa causante de enfermedades del tracto
urinario donde coloniza y produce factores de virulencia, su forma constituye la
de un bacilo atribuyendo también a producir enfermedad del tracto
gastrointestinal, siendo contrarrestada por el efecto del Vaccinium de estudio
demostrado en estudios paralelos. Otorgando como opinidon que este tipo de
bacteria E. Coli es sensible a los componentes del arandano manifestado en
otros estudios donde concluyo que ciertas bacterias anaerobias gram negativas
son susceptibles a la aplicacion de este compuesto demostrando lo contrario a
bacteria Prevotella Intermedia presente en cavidad oral por manifestar efecto

intermedio en 12 y 18 horas a no efecto en 24 horas (Gréafico N° 7, 8 y 9).
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Consecuentemente, Ben A, LeBel G, Grenier D (2018)?? obtuvieron como
resultados una reduccion de crecimiento de un 62.5% del Aggregatibacter
Actinomycetemcomitans por parte del Vaccinium Corymbosum donde se
evidencio la alteracion de la membrana citoplasmatica bacteriana a traves de
microscopia de barrido y posteriormente la lisis bacteriana por el efecto de las
proantocianidinas, siendo esta especie bacteriana la principal bacteria causante
de enfermedad periodontal siendo esta irreversible y causante de gran pérdida
de soporte como dafio en tejido de proteccidn causando irreparablemente la
pérdida dentaria, de esta forma afirmo en comparacion de ambos estudios que
el Vaccinium Corymbosum es capaz de contrarrestar especies bacterianas
periodontales muy dependiente del tipo de estudio y técnica empleada como

también los componentes presentes en cuyo Vaccinium.
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CONCLUSIONES

¢ El Vaccinium Corymbosum al 75% y 100% demuestran efecto antibacteriano in
vitro intermedio sobre la Prevotella Intermedia en periodo de tiempo de 12y 18

horas, demostrando no efecto antibacteriano in vitro (resistente) a las 24 horas.

¢ El Vaccinium Corymbosum al 25% demuestra no tener efecto antibacteriano in
vitro sobre la Prevotella Intermedia, siendo completamente resistente en

periodos de tiempo de evaluacion de 12, 18 y 24 horas.

¢ El Vaccinium Corymbosum al 50% demuestra no tener efecto antibacteriano in
vitro sobre la Prevotella Intermedia, siendo completamente resistente en

periodos de tiempo de evaluacion de 12, 18 y 24 horas.

e El Vaccinium Corymbosum al 75% demuestra tener efecto antibacteriano in
vitro intermedio sobre la Prevotella Intermedia en un 100% a las 12 horas,
posteriormente en un 50% intermedio a las 18 horas para posteriormente

demostrar 100% resistencia antibacteriana a las 24 horas.

e El Vaccinium Corymbosum al 100% demuestra tener efecto antibacteriano in
vitro intermedio sobre la Prevotella Intermedia en un 91,7% a las 12 horas, para
posteriormente continuar manteniendo su efecto de intermedio en un 58,3% a
las 18 horas y perder su efecto antibacteriano total; siendo resistente en un

100% a las 24 horas.
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RECOMENDACIONES

e Estudiar otros posibles componentes activos del Vaccinium Corymbosum
mediante distintos tipos de pruebas fitoquimicas cualitativas y cuantitativas que
pueden influenciar en su efecto antibacteriano ante determinadas bacterias

presentes en cavidad oral.

eRealizar nuevas comparaciones de efecto antibacteriano del Vaccinium
Corymbosum pero a concentraciones distintas de las del presente trabajo in
vitro y utilizando posteriormente otra sustancia control para visualizar mayor

significancia de resultados.

e Seguir investigando en la literatura sobre otras sustancias naturales con
probables efectos antibacterianos para poder combatir las principales bacterias
causantes de enfermedad periodontal entre una de ellas la de estudio

“Prevotella Intermedia”.

e Considerar al Vaccinium Corymbosum como medicina alternativa para combatir

distintos tipos de enfermedades de cavidad oral.

eEn trabajos paralelos al presente estudio evaluar las muestras realizadas a
menor tiempo de lectura de resultados sobre todo en estudios donde se avallen
efecto antibacteriano sobre grupos de bacterias anaerobias gram negativas

estrictas presentes en enfermedad periodontal.
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¢ Seguir valorando susceptibilidad bacteriana mediante el método de Kirby Bauer
para poder determinar en si que otras bacterias pueden ser sensibles,

intermedio o resistentes al Vaccinium Corymbosum en periodos de tiempo.
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Anexo N° 01: Carta de presentacion

ALY UNIVERSIDAD
o "AP ALAS PERUANAS
FACULTAD DE MEDICINA HUMANAYY CTENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA
Pueblo Libre, 02 de octubre de 2018

Dra. CARMEN LUISA AQUIJE DAPOZZO
Jefa De Laboratorio de la UAP

De mi consideracion:

Tengo el agrado de dirigirme a usted para expresarle mi respetuoso saludo y
al mismo tiempo presentarle al Bachiller AVILA SOTO, ALEXANDER JAVIER, con
codigo 2008157942, de la Escuela Profesional de Estomatologia - Facultad de
Medicina Humana y Ciencias de la Salud - Universidad Alas Peruanas, quien
necesita recabar informacién en el area que usted dirige para el desarrollo del
trabajo de investigacion (tesis).

TITULO: “EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL
VACCINIUM CORYMBOSUM SOBRE LA PREVOTELLA INTERMEDIA (ATCC ®
25611)”

A efectos de que tenga usted a bien brindarle las facilidades del caso.

Anticipo a usted mi profundo agradecimiento por la generosa atenciéon que
brinde al presente.

Atentamente,

16230



Anexo N° 02: Constancia de desarrollo de la investigacion

UNIYERSIDAD

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA'Y CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

La que suscribe Mg. Carmen Aquije Dapozzo. Jefa del Laboratorio Central de la
Facultad de Medicina Humana y Ciencias de la Salud de la Universidad Alas
Peruanas, certifica que el Sr. Alexander Javier Avila Soto Bachiller de la Carrera
Profesional de Estomatologia, realizé la parte experimental de su trabajo de
investigacion titulado “EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO
DEL VACCINIUM CORYMBOSUM SOBRE LA PREVOTELLA INTERMEDIA
(ATCC® 25611)" en las instalaciones de nuestro laboratorio desde el 17 de
Noviembre al 07 de Diciembre del 2018.

Se expide la presente certificacion para los fines pertinentes.

Atentamente

JEFA DEL LABORATORIO CENTR,
FACULTAD DE MEDICINA Hikg ANA Y c:c}.nnA‘&Ls LA SALUD



Anexo N° 03: Ficha de recoleccidon de datos

UNIVERSIDAD
i ALAS PERUANAS

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA'Y CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

FICHA MICROBIOLOGICA PARA GRUPO EXPERIMENTAL CON EXTRACTO
ETANOLICO DE VACCINIUM CORYMBOSUM AL 25%, 50%, 75%, 100% Y

GRUPO CONTROL CON APLICACION DE CLORHEXIDINA AL 0.12%

ANTIBACTERIANO Y CONTENIDO DE DIAMETRO EN mm DE
MUESTRAS DISCO HALOS DE INHIBICION

R I S

Fuente: Sacsaquispe RE, Velasquez J.%°



Anexo N° 04: Matriz de consistencia

UNIVERSIDAD
ALAS PERUANAS

FACULTAD DE MEDICINA HUMANAY CIENCIAS DE LA SALUD

TITULO: EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL VACCINIUM CORYMBOSUM SOBRE LA
PREVOTELLA INTERMEDIA (ATCC® 25611)

PROBLEMAS DE LA
INVESTIGACION

OBJETIVOS DE LA
INVESTIGACION

HIPOTESIS DE LA
INVESTIGACION

VARIABLES DE
ESTUDIO

METODOLOGIA DE
LA INVESTIGACION

Problema Principal

-¢Cudl es el efecto

antibacteriano in vitro del

Vaccinium  Corymbosum
sobre la Prevotella
Intermedia?

Problemas Derivados

-¢Cudl es el efecto

antibacteriano in vitro del
Vaccinium Corymbosum al
25%

sobre la Prevotella

Objetivo General
- Determinar el efecto

antibacteriano in vitro del

Vaccinium Corymbosum
sobre la Prevotella
Intermedia.

Objetivos Especificos
- Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del
Vaccinium Corymbosum al
25%

sobre la Prevotella

Hipotesis Principal

- El Vaccinium Corymbosum
tiene efecto antibacteriano
in vitro sobre la Prevotella
Intermedia.

Hipotesis Derivadas

- El Vaccinium Corymbosum
al  25%

antibacteriano in vitro sobre

tiene  efecto

la Prevotella Intermedia a
las 12, 18 y 24 horas.

Variable Dependiente:

Prevotella Intermedia.

Variable Independiente:

Efecto antibacteriano

Vaccinium Corymbosum.

del

Disefio de Investigacion:
Experimental.

Tipo de investigacion:
Prospectivo in vitro
longitudinal.

Nivel de Investigacion:
Cuantitativo.

Poblacién y Muestra:
Poblacién:
Prevotella Intermedia:

Bacteria Anaerobia estricta




Intermedia alas 12, 18y 24
horas?

JCudl es el efecto
antibacteriano in vitro del
Vaccinium Corymbosum al
50% sobre la Prevotella
Intermedia alas 12, 18y 24
horas?

¢ Cual es el efecto
antibacteriano in vitro del
Vaccinium Corymbosum al
75% sobre la Prevotella
Intermedia alas 12, 18y 24
horas?

sCudl es el efecto
antibacteriano in vitro del
Vaccinium Corymbosum al
100% sobre la Prevotella
Intermedia a las 12, 18 y 24

horas?

Intermedia a las 12, 18y 24
horas.

Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del
Vaccinium Corymbosum al
50% sobre la Prevotella
Intermedia a las 12, 18 y 24
horas.

Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del
Vaccinium Corymbosum al
75% sobre la Prevotella
Intermedia a las 12, 18 y 24
horas.

Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del
Vaccinium Corymbosum al
100% sobre la Prevotella
Intermedia a las 12, 18 y 24

horas.

El Vaccinium Corymbosum
al 50% tiene efecto
antibacteriano in vitro sobre
la Prevotella Intermedia a
las 12, 18 y 24 horas.

El Vaccinium Corymbosum
al  75% tiene efecto
antibacteriano in vitro sobre
la Prevotella Intermedia a
las 12, 18 y 24 horas.

El Vaccinium Corymbosum
al 100% tiene efecto
antibacteriano in vitro sobre
la Prevotella Intermedia a
las 12, 18 y 24 horas.

gram negativa prevalente en
enfermedad periodontal.
Muestra:

n = 60 casos; divididos en 5
grupos: 4 experimental de
Vaccinium Corymbosum al
25%, 50%, 75%, 100% y 1
control con Clorhexidina al
0.12%. Se utiliz6 3 placas
Petri por cada grupo; 4
grupos experimentales de 4
discos por placa en cada
concentracion y 4 discos por
placa en 1 grupo control.
5*3=15 muestra en placas
por un total de grupo
experimental y control.

5 grupos a examinar.

15*4 = 60 muestras a
examinar

Técnica de muestreo:
Aleatoria.

Tipo de muestreo:
Probabilistico.

Unidad de analisis:




Cepa bacteriana anaerobia
estricta gram negativa
(ATCC® 25611): Prevotella
Intermedia.

Técnica de recoleccion de
datos:

Técnica de observacion
directa para poder determinar
a distintas horas por parte del
investigador e asesor en el
Laboratorio Microbiolégico de
la Universidad Alas Peruanas
el efecto antibacteriano in
vitro en grupo experimental
con extracto etandlico de
Vaccinium Corymbosum al
25%, 50%, 75% y 100% y
grupo control de Clorhexidina
al 0.12% sobre la Prevotella
Intermedia en las respectivas
placas Petri.

Ficha de recoleccion de
datos:

Ficha microbiolégica para

grupo experimental y control.




Anexo N° 05: Certificado de taxonomia de Vaccinium Corymbosum

—_— UHIYERSIDAD MACIONAL MAYOR DE SAM MARCOS
i N Wzezmdud del Por, DECas GE AERTCA
M' YICEXRECTOZALN CE MY S5TISAS SN ¥ PCIGRADT
RIS ¢ bR MUSES DE HISTORIA MATURAL

“Afe del Didloge y 13 Reconciliacidn Nacional™

CONSTANCIA N°372-USM-2018
EL JESE DEL HERBARIO SAM MARCCE (USM) DEL MUSED DE HISTORIA WATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD MACION AL MAYDR DE SaM MARCOS, DEIA CONSTANCIA QLIE:

La rruesktra vegekal {rama fértil con fruto), racibida del bachiller Alexandar lavier Avila
Soto; de la Faculzad ce Estomatolegia, Universidad Alas Peruanas; ha sido estudiada
clasificada como Vacclafunr corymbosumr L v tlene le slguiente ooslcdn taxendmice,
seqin el Sistema de Clasificacidn Jde Croncuisl (19887

DIVISIOM: MAGNOLIOFHYTA
CLASE: MAGNOLIGRSIDA
SUB CLASE: DILLEMITDAE
ORDEM: ERICALES
FAMILIA: ERICACEAE
GEMERD: Wacelniim
ESPECIE: Vacciriutr corpinibosun L.

Membre comor: "Agndana azul®
Determinada por: Mg, Asuncin &, Cano Echevarria

Sc cxticrde o prosente constancia a salictud de a parte interesada, para los fines que

gstime corvenlente

Lima, 12 cle octubre de 2018
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Anexo N° 06: Certificado de marcha fitoquimica

UNIVERSIDAD NACIONATI MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perd, DFCANA DE AMURICA)

FACULTALY DE FARMACLA ¥ B1IOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00486-CPF-2018

QRDEN DE ANALIS(S 05113208

SOLICITAN POR s ALEXANDLR JAVIER AVILA $SOTO
MLESTRA - ARANDANOS
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UNIVERSIDAD? NACIONAL MAYOR DL SAN MARCOS
(Uiveesldad del Pecd, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
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Anexo N° 07: Certificado de elaboracion de extracto etanélico de Vaccinium

Corymbosum a concentraciones

L'NIVERSIDAD NACIONAL MAYOR PF SAN MARCOS
\Universidad del Peni, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIGQUIMICA
CENPROTARMA

CEN'IRO DE CONTROL ANALITICO - CCA
PROTOCQOLO DE ANALISIS N.°00491-CPF-2018

ORDEN DL ANALISIS BIEE RETEES

SOLICITARD I'OR CALEXANDER JAVIER AVILA SO0

MUESTRA T ARANDANOS

NUMERQ DE LOTFE S

CANTIDAD I8 lapes x US kilos

FECHA DE RECEPCION : 18 de Ocdubre def 2018
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Anexo N° 08: Certificacion de cepa bacteriana
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Anexo N° 09: Certificacion del Agar Schaedler

ANEXO N° 5: CERTIFICACION DEL
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Anexo N° 10: Certificacion de sangre de oveja desfibrinada estéril

.

PROTOCOLO DE SANGRE DE OVINO DESFIBRINADA
CONTROLADA

la Salud

FECHA: 16/11/2018
PROTOCOLO DE ANALISIS N° 045-161118

Fecha de Extraccion : 13/11/2018

Fecha de Vencimiento: 23/11/2018

Cantidad : 700 mL

Presentacién: Frasco de Polipropileno por 50 mL.

S TANCIA:

que ol prod

e Contrdl

" cumnple con el

ol de Contami

shionos, cuyo resultado ¢

e sus conlic

Libre de Contaminantes, dando la conformidad del misme &l que

suscribe

wierianas deja LABORATORIO VACUNAS BACTERIANAS

( RO NACIO! b

socay CONTAMINANTES

Fecha Descripcion MICROBIANOS RESULTADO

16-11-2018 LOTE N°: SOD - 239-131118-002 NEGATIVO CONFORME
LOTE N°: SOD - 240-131118-003 NEGATIVO CONFORME
LOTE N°: SOD - 241-131118-005 NEGATIVO CONFORME

V°B°® Coordinacion de Vacunas Bacterianas

,,._.\\ /;
NOTA.- El presente Protocolo de (/ o / ¥ 4

Analisis certifica la calidad de los // { i /,

lotes arriba mencionados y es de . ; , f

uso exclusivo para clientes del INS. M vya’:?e RWZ ‘q/m'w” i ¢

ion de Lat Vacunas B /
DEPIV-CNPBANS
/' L. J

— / (',A ,/ fEg

ia: EI L i0
ya que puede generar hemolisis y posible contaminacion. Usar el contenido total de los frascos una vez abierto.

Recomendaciones:
T° de almacenamiento: 2° a8° C

T¢ de transporte: 4° 2 8° C. t
Posicion Correcta de Transporte: Posicion Vertical.
Se recomiend las ici épticas durante la manipulacion para evitar la contaminacion-de! producto.

da al cliente sobre el correcto transporte del producto y que se debe de considerar la cadena de frio y evitar movimientos bruscos



Anexo N° 11: Fotografias

OBTENCION DEL VACCINIUM
CORYMBOSUM

ET—

—

Se obtuvo el fruto de la Provincia
de Carete; frutos que venden los
habitantes de la zona.

TRITURACION DEL FRUTO

Se procedi6 a

realizarla para
obtener una mayor extraccioén de
los 2500 gr con ayuda de un
mortero y pilén.

FILTRACION DEL FRUTO
VACCINIUM CORYMBOSUM

Pasados los 5 dias se procede a
realizar filtracion por bomba al
vacio.

LAVADO DEL VACCINIUM

CORYMBOSUM

5&:{‘1 _— .
| g

Se procedio a lavar el fruto con
agua destilada para proceder a
realizar el extracto etandlico a
concentraciones.

MEDICION DEL ALCOHOL DE 96°
Y PARTE DEL PROCEDIMIENTO
~ = . b,7 =7

Se midi6 1250ml de alcohol de 96°,
se mezclé con la extraccion del
Vaccinium  Corymbosum, se
coloc6 en frascos ambar por 5
dias.

EXTENCION DE LA MUESTRA

Se vierte en platos de secado para
concentracion de la misma en
estufa a 40 °C por 4 dias para
dilucion de las mismas.



DISPENSADO DEL EXTRACTO
ETNOLICO ‘

Se realizé el procedimiento de

pipeteado en cada vial ambar
colocando el debido extracto en
Su respectiva concentracion.

PREPARACION DE MESA DE
TRABAJO

Se prepard lamesade trabajo para
elaboracion de medios de cultivo
de agar Schaedler.

COLOCACION DEL AGAR
SCHAEDLER EN EL MATRAZ

Con ayuda de un papel platino se
colocé el agar  Schaedler
doblando el respectivo papel en la
entrada de la boca del matraz.

OBTENCION DE TODAS LAS
CONCENTRACIONES

W

Se obtuvieron las

concentraciones de extracto
etandlico al 25%, 50%, 75% vy

100%.

PROCEDIMIENTO DE PESADO
DE AGAR SCHAEDLER
& | e

Se coloc6 papel platino en la
balanza analitica a precision
procediendo a pesar el respectivo
medio obteniendo la cantidad
necesaria para activacion de la
respectiva cepa bacteriana.

DISPENSADO Y COLOCACION
DEL AGUA DESTILADA

-
\ \\
et

Se afadi6é el agua destilada al
medio de cultivo para disolverlo

realizando
agitacion al

en su totalidad
movimientos de
matraz.



EBULLICION DEL MEDIO DE
CULTIVO

Se calienta el medio contenido en
el matraz en un tripode hasta
alcanzar la respectiva ebullicién.

ESTERILIZACION DEL MEDIO DE
CULTIVO

Una vez colocado el matraz con el
medio de cultivo en la autoclave
se esteriliza a 121 libras por 15
minutos.

ADICION DE SANGRE DE OVEJA
DESFIBRINADA ESTERIL

Con ayuda de pipeta
graduada se toma la sangre de
oveja desfibrinada estéril, se retira
el algodén del matraz y se afiade
la sangre al medio de cultivo
Schaedler procediendo a agitarlo
posteriormente.
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SELLADO DE LA BOCA DEL
MATRAZ
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Se colocé algodon en la boca del

matraz  para  posteriormente
forrarla con papel craft y sellar
con cinta testigo.

RETIRO DEL MEDIO DE CULTIVO
DEL AUTOCLAVE
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Se retira el medio con el matraz y
se deja que enfrie a temperatura
ambiente.

PROCEDIMIENTO DE PLAQUEO
DEL MEDIO DE CULTIVO

Se coloc6 el medio de cultivo en
las respectivas placas Petri,
calentando previamente la boca
del matraz con ayuda de la flama
de un mechero, luego se espera
gue solidifigue el respectivo
medio de cultivo.



ACONDICIONAMIENTO DEL AREA
PARA ACTIVACION BACTERIANA

Se cre6 un medio de anaerobiosis
con ayuda de papel craft, cinta
masking tape, guante y mecheros
para activacion de cepa bacteriana
Prevotella  Intermedia  ATCCR
25611.

ACTIVACION DE CEPA
BACTERIANA PREVOTELLA
INTERMEDIA ATCCR 25611
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Se retira de su empaque,
procediendo a presionar la parte
superior del envase para liberar el
liguido hidratante y que fluya por el
hisopo hasta llegar al granulo de la
bacteria que se encuentra en la
parte inferior, posteriormente se
retira todo el hisopo y se hacen
movimiento de hisopado lineales y
de 60° en todos las placas Petri.

PRESENTACION DE CEPA
BACTERIANA ATCCR 25611

La cepa bacteriana Prevotella
Intermedia se encuentra
contenida en su respectivo
envase Kwik Stik manteniéndola
previamente en condiciones de
temperatura de 2 a 8 °C.

MEDIO DE NAEROBIOSIS PARA
CRECIMIENTO BACTERIANO

Se colocaron todas las placas
Petri yacon larespectivacepaen
el medio en una lata metélica,
donde se colocd en su interior
velas para posteriormente sellar
con cintatodos los bordes, crear
medio de anaerobiosis vy
posteriormente  incubar los
medios a 37 °C por 5 dias.



TIEMPO DE INCUBACION MUESTRA OBTENIDA DESPUES
CUMPLIDA DEL TIEMPO APROPIADO

Se procedi6 a retirar de la Se verificO el crecimiento
incubadora la lata conteniendo los  bacteriano.
medios de la cepa activada.

TINCION GRAM DE LA BACTERIA REPICACION DE LA BACTERIA
PREVOTELLA INTERMEDIA PREVOTELLA INTERMEDIA

Se identificé la bacteria por la Se procede a transferir la

presencia de bacilos gram bacteria Prevotella Intermedia en

negativos. otros medios de cultivo de agar
Schaedler méas sangre de oveja
desfibrinada estéril siendo estos
preparados anteriormente.

INCUBACION DE LOS MEDIOS REPICACION DE LOS MEDIOS
REPICADOS
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Sevuelve aincubar los mediosa37 Se volvio a evidenciar
°C igual por 5 dias. crecimiento bacteriano.



PREPARACION DE ESCALA DE
MC FARLAN/D DE 0.5

Se realiza la respectiva escala con
ayudade cubetas de cuarzo y tubos
de ensayo con suero fisiologico,
viendo el grado de turbidez.

INICIO DEL ANTIBIOGRAMA

Se procedi6 a transferir la bacteria
Prevotella Intermedia de acuerdo a
la escala de Mc Farland a las
respectivas 15 placas Petri que
contienen agar Miller Hinton.

INCUBACION DE MEDIOS POR
METODO DE KIRBY BAUER

Se procede a incubar las placas
Petri en otra lata metalica a 37 °C
conteniendo también en su interior
velas encendidas para generar
anaerobiosis, y se procede a
retirarla después de 12, 18 y 24
horas para lecturas respectivas.

ESPECTOFOTOMETRO
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Me permiti6 ver el grado de
turbidez de 0.5 y la absorbancia
de 0.08 al mismo tiempo de
cuanto grado de colonias se
trasfiere a los medios.

COLOCACION DE DISCOS
SEGUN METODO DE KIRBY
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Se colocaron discos embebidos
de sustancias experimental y
control en cada grupo de
concentracion conformado por 3
placas Petri.

FORMACION DE HALOS DE
INHIBICION DE LAS DEBIDAS
CONCENTRACIONES




Una vez llegado el tiempo de lectura se mide el diametro de inhibicién de
cada concentracion experimental y control con ayuda de un calibrador
Vernier procediendo a anotar el resultado en la ficha de recoleccion de
datos haciendo el promedio de medida y obteniendo la respectiva media.



