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RESUMEN
El objetivo de este estudio in vitro es determinar el efecto antibacteriano es sus
diferentes concentraciones de la Punica granatum granada sobre una cepa de
Streptococcus mutans ATCC25175, para el grupo control se utilizé clorhexidina

al 0,12%.

Se realizd un tipo de estudio transversal aplicativo de disefio experimental. Se
preparé el extracto etandlico de Punica granatum y se diluyo con alcohol al 96°
para obtener las concentraciones de 25%, 50%,75% y 100%. La cepa de
Streptococcus mutans fue activada en agar tripticasa de soya (TSA) enriquecido
con sangre y luego fue llevada a la incubadora a 37° por 24 horas, transcurrido
el tiempo se obtuvieron colonias nuevas, las cuales se llevaron a un tubo de
ensayo que contenia 4 ml de agua destilada estéril, hasta obtener una turbidez
de 0,5 en la escala McFarland. luego se realiz6 el sembrado mediante el método
de difusion de discos en agar miuller Hinton en 10 placas por cada concentracion
de 25%,50%,75 y 100%y se llevo a la incubadora a 37°. La observacion se hizo
alas 24, 48 y 72 horas. Se realizaron pruebas no paramétricas, el mayor efecto
antibacteriano fue a las 24 horas y el menor efecto antibacteriano fue la
concentracion de 25 % con media de 16,57+/-0,23 y el mayor efecto
antibacteriano se obtuvo en la concentracion de 100 % con una media de
26,79+/-0,10 al 100%. Se concluyé que las concentraciones de extracto de

Punica granatum al 75% y 100% son similares al control positivo.



SUMMARY

The objective of this in vitro study is to determine the antibacterial effect is its
different concentrations of the Punica granatum pomegranate on a strain of
Streptococcus mutans ATCC25175, for the control group 0.12% chlorhexidine

was used.

A type of experimental cross-sectional study of experimental design was carried
out. The ethanol extract of Punica granatum was prepared and diluted with 96 °
alcohol to obtain the concentrations of 25%, 50%, 75% and 100%. The
Streptococcus mutans strain was activated in blood-rich soy tripticase agar
(TSA) and was then taken to the incubator at 37 ° for 24 hours, after which time
new colonies were obtained, which were taken to a test tube that it contained 4
ml of sterile distilled water, until a turbidity of 0.5 was obtained on the McFarland
scale. Seeding was then carried out by means of the method of diffusion of discs
in Hinton miuller agar in 10 plates for each concentration of 25%, 50%, 75 and
100% and the incubator was brought to 37 °. The observation was made at 24,
48 and 72 hours. Non-parametric tests were performed, the greatest antibacterial
effect was at 24 hours and the lowest antibacterial effect was the concentration
of 25% with a mean of 16.57 +/- 0.23 and the highest antibacterial effect was
obtained at the concentration of 100 % with an average of 26.79 +/- 0.10 at
100%. It was concluded that the concentrations of Punica granatum extract at

75% and 100% are similar to the positive control.
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INTRODUCCION

Este estudio, evaluamos el efecto antibacteriano del extracto de Punica
granatum sobre Streptococcus mutans (ATCC25175), se ha lleva a cabo en
busca de un medio preventivo y profilactico a base de un producto natural como
lo es granada, para de ese modo poder prevenir la proliferacion de
microorganismos orales en este caso especificamente el Streptococcus mutans,
el principal agente de la caries. La caries dental y la enfermedad periodontal se
encuentran como una de las enfermedades mas comunes en la cavidad oral
causando principalmente por la acumulacion de microorganismos, los
Streptococcus oral son las primeras especies aisladas que juegan un papel en
la formacion de placa dental y desarrollo de caries. A nivel mundial la caries
afecta entre 5y 20 % de la poblacion, mientras que el Perd, segun el ultimo
estudio realizado por el MINSA, la prevalencia de caries de 90.4%.%4

Las medidas tomadas para inhibir la acumulacion de placa es el cepillado de
dientes, uso de hilo dental y enjuague bucal, esto en complemento es muy
importante para prevenir la placa, la gingivitis y disminuir la cantidad de
microorganismos. La clorhexidina es se encuentra entre los enjuagues bucales
mas usados, sim embargo tiene algunos efectos secundarios como la alteracion
del gusto manchas en los dientes y las restauraciones.®

Segun estudios realizados por diferentes autores la granada posee propiedades
muy importes entre ellas, actia como: antioxidante, anticancerigeno, antifingico
y antibacteriano, ademas de ser un medio natural, de comprobarse su
efectividad, se podria realizar estudios, con otros microorganismos e in vivo, ya

gue se necesita mas investigaciones, que aporten mayor conocimiento, esta
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razon el objetivo de esta investigacion es evaluar el efecto antibacteriano in vivo
del extracto etanodlico de Punica granatum( granada) sobre el crecimiento de
Streptococcus mutans (ATCC 25175)

En el presente estudio observaremos si el extracto etandlico de Punica
granatum, tiene efecto antibacteriano in vitro sobre el Streptococcus mutans
(ATCC 25175), esto se llevara a cabo en el laboratorio central de la universidad
Alas Peruana, contamos con 5 capitulos, los cuales son desglosados a lo largo
de la investigacion.

Queremos demostrar con los resultados obtenidos que el efecto antibacteriano
de la Punica granatum es tan efectivo como el de la clorhexidina al 0,12% y que
puede ser utilizado como un medio natural y econémico para la elaboracion de

enjuagues bucales, pastas y etc.
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CAPITULO I: PLANEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcién de la realidad problematica

Segun cifras del Colegio Odontologico del Perd, uno de cada dos personas no
tiene acceso a una atencion dental en establecimientos publicos como postas,
centros de salud y hospitales, a pesar de los programas establecidos por el
estado, esto debido a vivir en zonas alejadas con poca accesibilidad u otros
factores. La entidad, alert6 que de 42 mil cirujanos dentistas a nivel nacional,
mas de la mitad se concentra en Lima, por lo tanto es necesario fortalecer la
atencion en las provincias del Pera.!

Las enfermedades bucodentales a nivel mundial afectan a mas 3.9 mil millones
de sujetos y la caries que no se ha sido sometida a tratamiento perjudica a mas
de la mitad de las personas en el mundo (44%), siendo una de las enfermedades
mas prevalentes de las 291 enfermedades existentes que se encuentran
comunmente a nivel mundial (1990-2010).? La repercusion que tiene las
enfermedades dentales en la vida cotidiana es impactante en comparacion con
otras enfermedades: en adolescentes y adultos, puede llevar en algunos casos,
al aislamiento de la sociedad por temor a las criticas, en menores de edad , es
una causa frecuente de trastornos del suefio que esta relacionado con el dolor y
dificultad para poder deglutir en algunos casos.2 En el Peru, segun el reporte del
MINSA del 2005, demostrdé una preponderancia de caries en infantes que se
encontraban en etapa escolar (12 afios), con un 90.6 % en poblacion urbana y
88.7% en la poblacion rural, en donde, el promedio de CPOD en estos escolares
a nivel nacional fue de 3,6 % 4, de los resultados obtenidos se concluyd que

existe una diferencia evidente entre la poblacion rural y urbana, en cuanto a la
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experiencia de caries registrada en el 2012-2014, el MINSA reporto que existe
un 85.6% de prevalencia de caries a nivel nacional, esta patologia esta
relacionada al nivel social y econdmico, falta de higiene oral, ausencia de una
dieta balanceada, ingesta a excesiva de fluoruros y falta de acceso a los
servicios de salud.*®

La caries es una enfermedad que aqueja nuestro pais y el Streptococcus mutans
es uno de las principales bacterias que estan relacionados a esta. Aunque se
han realizado diversos estudios y muchos avances, es necesario continuar con
nuevas investigaciones con respecto a este agente, para poder desarrollar
nuevas técnicas y meétodos, para el control temprano de la caries y asi
restablecer el equilibrio perdido que se ha generado. Para disminuir la
prevalencia de caries, se necesita una mejor comprension del papel de los
microorganismos en las enfermedades dentales. Las técnicas nuevas, una de
ellas la biologia molecular ha servido para la identificacion y caracterizacion de
este agente .6

A lo largo de la historia se utilizado la medicina herbolaria, como un sustituto de
farmacos o como un complemento del uso de farmacos y medicina natural. Se
utilizan frutos, hojas y arbustos, etc., para la preparacion de extractos que son
utilizados para mejorar el estado de salud.” La Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) manifiesta que la medicina herbolaria abarca: hierbas, material
herbolario, preparaciones herbolarias y productos herbolarios, que contienen
como principal activo, partes de plantas u otros materiales vegetales, o
combinacién de estos.® El consumo de estos productos esta establecido y

reconocido como inocuo Yy eficaz. En provincias del Peru recurren a la medicina
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natural, por ser facilmente accesible, de menos costo y por creer que es mas
efectivo.

La Punica granatum o comunmente denominada granada, posee componentes
bio activos y efectos beneficiosos para la salud humana, por lo tanto, este fruto
ha sido interés, para investigaciones y proximas investigaciones, se ha
comprobado en estudios in vitro que el arbol de la granada, el fruto y sus
productos derivados contienen propiedades que pueden servir para la
prevencion de enfermedades y mantenimiento de una buena salud a un costo
mas accesible.®

Debido a trabajos de investigacion referentes a la Panica granatum (granada) se
han detectado diversas propiedades uno de ellas, es que actia como
antioxidante la cual es utilizada en la industria alimentaria y farmacoldgica. Los
estudios e investigacion referente a esta se realizaron en diversas partes del
arbol de este fruto, entre las propiedades de interés para esta investigacion es
gue actia como antimicrobiano. Pocos son los estudios de este fruto en el area
de la odontologia, por tal motivo abordaremos la investigaciéon en base al
extracto de Punica granatum en relacidén con Streptococcus mutans, la presencia
del compuesto fendlico en la granada se relaciona con las propiedades
antimicrobianas, que se ve en el estudio in vitro de los extractos.®

El objetivo a corto plazo es desarrollar nuevas técnicas que ayuden en la practica
clinica, también en la deteccién temprana de la caries a un costo menor y con
alta especificidad, de tal manera se generaria beneficio para las personas o para

la realizaciéon de programas prevencion.©
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La medicina natural ha sido utilizada desde la antigiiedad, como medicina

alternativa para curar enfermedades, dando lugar a los fitofarmacos y es

reconocida por su bajo costo y su bajo indice de toxicidad, en comparacion con

otros productos.!?

En base a lo referido, el objetivo de esta investigacion, sera la evaluacion in vitro

del efecto antibacteriano del extracto etandlico de Punica granatum (granada)

sobre el Streptococcus mutans ATCC (25175) en este sentido se brindara la

oportunidad que, a partir de un producto natural mas econémico, como lo son la

medina herbolaria, buscar alternativas terapéuticas mas economicas como la

Panica granatum y que sean accesibles a la poblacién siendo este el propésito

de esta investigacion.

1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema principal

e (Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de punica
granatum (granada) sobre el crecimiento de Streptococcus mutans
(ATCC25175)?

1.2.2 Problema especifico

e /Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica
granatum (granada) al 25% sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC
25175)?

e /Cuadl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de Punica
granatum (granada) al 50% sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC

25175)?
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¢,Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica
granatum (granada) al 75% sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC
25175)?

¢,Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica
granatum (granada) al 100% sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC
25175)?

icual el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica
granatum (granada) en sus diferentes concentraciones a las 24, 48 y 72

horas?

1.3. Objetivo de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica
granatum (granada) sobre el crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC

25175).

1.3.2. Objetivos especificos

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica
granatum (granada) al 25% sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC
25175).

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica
granatum (granada) al 50% sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC
25175).

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica
granatum (granada) al 75% sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC

25175).
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e Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica
granatum (granada) al 100% sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC
25175).

e Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandélico de Punica
granatum (granada) en sus diferentes concentraciones a las 24, 48 y 72
horas.

1.4. Justificacion de la investigacion

Esta basada en la busqueda de un medio natural como la Punica granatum que

sirva como un profilactico oral. La medicina tradicional es utilizada mundialmente

desde tiempos remotos y ha ido tomado mayor relevancia en las ultimas
décadas. En los paises subdesarrollados la medicina tradicional a menudo es el

Gnico modo de tratamiento accesible y de menor bajo costo. ElI Programa

Nacional de Medicina Complementaria del Peru y la Organizacion Panamericana

de Salud hicieron una comparacion de la medicina complementaria con la

medina alopatica en clinicas y hospitales que trabajan dentro del Sistema de

Seguro Social del Pera (EsSalud) llegado a la conclusién, que la medicina

alternativa es mas econdémica y tiene una baja taza de repercusion a largo plazo,

por ello, es viable el uso de esta medicina alternativa.!?

El Streptococcus mutans, es el fundamental factor etiologico de la caries, causa

la desmineralizacion de la estructura dental inorganica. También puede colonizar

las superficies dentales y participa en la formacion de placa, por estas
caracteristicas se ha visto necesario realizar investigaciones para desarrollar
agentes antibacterianos alternativos de fuentes naturales con un enfoque, para

la eficacia en el tratamiento y prevencién de la caries.*3 14
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La investigacion tiene como fin evaluar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto etanolico de Punica granatum sobre los Streptococcus mutans. Una de
las concentraciones de extracto determinara cual es la mas idonea para la
realizacién de profilacticos orales en un futuro.*® La Punica granatum, es
ampliamente reconocida por su variedad de efectos terapéuticos y propiedades
que en la presente investigacion daremos a conocer, siendo el costo,
relativamente bajo y disponible en la mayoria de los paises. También se ha
documentado que la granada tiene una toxicidad minima y efectos adversos.®
De los resultados obtenidos en esta investigacion seria de mucha ayuda para
futuras investigaciones ya que no hay suficientes estudios disponibles sobre el
efecto antibacteriano en microorganismos cariogénicos especificamente en el
Streptococcus mutans.

1.4.1. Importancia de la investigacion

Tedricamente tendra una relevancia importante, debido a la informacion valiosa
resultante. Actuando, asi como una propuesta terapéutica en base a la cascara
de Punica granatum (granada) cuya fruta presenta muchas propiedades que se
dan a conocer a lo largo de esta investigacion y mediante el extracto obtenido
de esta fruta veremos el efecto que esta produjo en la bacteria Streptococcus
mutans (ATCC 25175).

Por otro lado, hablando socialmente, este estudio beneficiara a la poblacién de
todos los niveles socioecondmicos, ya que de comprobarse el efecto
antibacteriano de la Punica granatum en el porcentaje ideal, se podra utilizar

como un producto profilactico en la cavidad bucal que es natural, econémico y
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de facil adquisicidon, para programas de prevencion a gran escala dirigidos por
las autoridades correspondientes.

Asi mismo, quedara como antecedente para futuras investigaciones, en base a
este fruto poco investigado, dejara una informacién valiosa a los futuros
investigadores en busca de métodos alternativos para combatir la caries, e

inclusive se puede ampliar a ramas de la medicina.

1.4.2. Viabilidad de la investigacion

e Existen la infraestructura adecuada en el laboratorio central de la universidad
Alas Peruanas.

e Esta investigacion sera autofinancia.

1.5. Limitaciones del estudio

e Poca informacion acerca del efecto antibacteriano de Punica granatum en
Streptococcus mutans.

e Mantenimiento de la cepa bacteriana de Streptococcus mutans (ATCC
25175)

e Autorizacion para emplear las instalaciones del laboratorio de microbiologia
de la universidad Alas Peruanas.

e Disponibilidad de tiempo del personal técnico del laboratorio.

e Obtencion de la fruta por no estar en temporada.
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CAPITULO Il MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion
Antecedentes internacionales
Farnaz H, Elham M, et al (2016) Iran. El propdsito de este estudio tuvo como
objetivo evaluar el efecto del extracto hidroalcohdlico de Punica granatum, en
Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Streptococcus sobrinus y Enterococcus faecalis. Materiales y métodos, se
preparé extracto de Punica granatum usando cascara en polvo y como
disolvente se utilizo el etanol y agua. El crecimiento del halo de inhibicién se
determiné mediante la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) del extracto. En los resultados el extracto
hidroalcohodlico de Punica granatum tuvo efectos inhibidores sobre las cinco
cepas bacterianas con efecto maximo sobre Streptococcus mutans con MIC y
MBC de 3.9 mg / mL. El halo de inhibicibn del mas grande pertenecié a
Streptococcus sanguinis y el mas pequefio a Enterococcus faecalis. La
ampicilina y la clorhexidina tuvieron el mayor efecto inhibitorio sobre
Streptococcus sanguinis. El extracto hidroalcohdlico de Punica granatum tuvo un
efecto antibacteriano significativo en los patdégenos bacterianos orales comunes,
siendo su mayor efecto en Streptococcus mutans, que es uno de los principales
agentes responsable de la placa bacteriana y la caries.®
Zandiswa G, Mrudula P (2016) South Africa. Buscaron determinar el efecto de
la cascara de la fruta de Punica granatum sobre la formacion de biopeliculas, la
produccion de polisacéridos (EPS) extracelulares y acidos en Streptococcus

mutans. Se prepardé el extracto con cascaras de Punica granatum. La
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concentracion minima bacteriana (MBC), determino el efecto sobre la produccion
de &cido, la formacion de biopeliculas y la produccién de EPS. En los resultados,
La concentracion minima bacteriana mas baja fue de 6.25 mg / mL. El extracto
Punica granatum inhibié significativamente la produccién de acido (p <0.01).
Después de 24 horas, redujo significativamente la formacion de biopeliculas en
un 91% y 65% respectivamente (p <0,01). El extracto de Punica granatum no
inhibié la produccion de EPS soluble en la biopelicula ni en el crecimiento
planctonico. Sin embargo, redujo significativamente el EPS insoluble en la
biopelicula y la forma plancténica (p = <0.01) de S. mutans. El extracto de P.
granatum maté a S. mutans cariogénicos en altas concentraciones. A
concentraciones sub-bactericidas, redujo la formacién de biopeliculas, la
produccion de acido y EPS. Esto sugiere que el extracto del fruto de la granada
tiene el potencial de prevenir la caries dental.’

S. Aravindraj, M. Preethi (2017) India. El objetivo de este estudio es evaluar el
efecto antimicrobiano del extracto de Punica granatum sobre 5 cepas:
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Lactobacillus acidophilus,
Enterococcus faecalis y Candida albicans. Materiales y métodos, se utilizo las la
cascara, arilos, semillas y epicarpio de las cuales se obtuvo el extracto en
concentraciones de 10 mg/ml, como control positivo utilizo eritromicina como
antibidtico estandar y ketonozol como antifungico estandar. Se utilizé el método
de difusion en disco, para cada disco se colocaron 10 ul usando una micropipeta.
Resultados se midieron la zona de inhibicion y se calcularon las medias de los
resultados, en el andlisis estadistico se analiz6 las comparaciones multiples

mediante la prueba de TUKEY POST HOC TETS, se demostr6 en los
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resultados, que el extracto de cascara de granada tubo mayor efecto inhibidor
con una media de 20 mm, seguido del epicarpio, en ultimo lugar los arilos y las

semillas. 18

Grazielle M, (2017) Tailandia. El objetivo de este estudio evalud el efecto
antibacteriano in vitro del gel de Punica granatum contra Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis y Lactobacillus casei: El extracto de Punica granatum
se disolvié en Agua a 500 mg / mL. La cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) se utilizé para la identificacion y cuantificacion de sustancias quimicas.
Marcador de punicalagina. Concentracion bactericida minima (MBC) y el ensayo
de tiempo muerto (TKA) fueron investigados la actividad antibacteriana del gel
de Punica Granatum y la clorhexidina al 2%. Los resultados de HPLC mostraron
presencia de punicalagina a 2023.58 + 2weh5.29 ug / mL en el extracto de
Punica granatum y a 0,234% (p / p) en el gel de Punica granatum formulado. El
MBC para Streptococcus mutans, Streptococcus Sanguinis y Lactobacillus casei
fueron 250, 125 y 500 mg / mL respectivamente. EI TKA de 500 mg / mL de
extracto de Punica granatum mostré una inhibicion total de Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguinis y Lactobacillus casei a las 0, 1, 6, 8,12 y 24
horas de tiempo de contacto respectivamente. En Conclusion, el gel de Punica
granatum equivale a 0.234% de punicalagina este Inhibio al Streptococcus
mutans y Streptococcus sanguinis, pero no Lactobacillus casei dentro del
periodo de incubacidon de 24 horas y tiene el potencial de ser Utilizado para la
prevencion de caries.'®

Hemani K, Gheena.S (2018) India. El objetivo de la presente investigacion fue

evaluar la actividad antimicrobiana de extracto de semillas y cascara de Punica
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granatum sobre 8 especies. Se realizo por el método de difusion de disco, cada
disco contenia 50 ul del extracto, la actividad antimicrobiana se realizd sobre:
Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus mitis, Streptococcus aureus, Lactobacillus acidophilus y
Actinomices viscosus, como grupo control se utilizé ciprofloxacina (10 ug/ml).
Resultado se observo mayor actividad antimicrobiana en el extracto de cascara
de granada que en el extracto de semillas de granada. El extracto de cascara
de Punica granatum cuyos solventes fueron, acetato de etilo, nbutanol,
cloroformo y metanol mostraron actividad antimicrobiana entre los 8
microorganismos, pero tuvieron mayor actividad inhibitoria en Streptococcus
mutans, siendo el mayor halo de inhibicion con el solvente cloroformo 18.5 +-
0.4, también en Streptococcus sanguinis Staphylococcus aureus, Lactobacillus
acidophilus y actinomices viscosus. El extracto de cascara de Punica granatum
contiene biomoléculas activas contra importantes patbgenos microbianos orales

y, por lo tanto, promete ser efectiva contra la caries dental.?°

Sanket k, Nikita k (2018) India. El objetivo de referente es evaluar el efecto
antimicrobiano del extracto de cascara de granada sobre Streptococcus mutans
y Lactobacillus, Hiora y clorhexidina. Materiales y métodos: en este estudio, se
utilizé clorhexidina al 0,12% como grupo control y como grupo de prueba se
utilizdo Hiora (enjuague bucal a base de hierbas) y extracto de cascara de
granada en concentraciones de 75 % y 100%, se cultivaron en placas de agar
sangre. Se utilizo el método de difusion de agar con disco. Resultados del efecto
antimicrobiano sobre Streptococcus mutans: el extracto de cascara de granada

al 100% obtuvo una media 17.47+/-0.551, el extracto de cascara de granada al
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75% obtuvo una media de 17.31+/-0.551, la media de clorhexidina fue 15.92+/-
0.601. Conclusion: El extracto de cascara de granada muestra efecto
antimicrobiano y, por lo tanto, pueden reemplazarse para inhibir el crecimiento

de microorganismos orales.?!

Antecedentes nacionales

Bernal S, et al (2015) Realizaron un estudio y el objetivo fue saber si el extracto
hidroalcohdlico de cascara de Punica granatum (granada) afecta en el
crecimiento de Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Pseudomona aeruginosa. El fruto de Punica granatum fue recolectado en el
distrito de chao (la Libertad- Peru), se obtuvo el extracto hidroalcohdlico de la
cascara de Punica granatum (granada) en concentraciones de 0.98,1.95, 3.91,
7.81, 15.63, 31.25, 62.5 mg/ml y las cepas de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Pseudomona aeruginosa , el crecimiento
inhibitorio se determind por la escala de Mac Farland se utiliz6 como grupo
control positivo un disco de gentamicina y como control negativo, agua destilada.
Se obtuvo como resultado que a mayor concentracion de extracto de cascara de
Punica granatum el halo de inhibicibn aumento en la cepa de Streptococcus
aureus y la Pseudomona aeruginosa presento menor inhibicion. Se concluyd,
gue el e extracto hidroalcohdlico de granada actia mejor en Gram positivos que

en Gram negtivos.??

Ramos A (2017). Realizo una investigacion cuyo objetivo fue saber si el extracto
de Punica granatum (granada) tiene algun efecto antibacteriano sobre las cepas
de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Gram negativo. Para este estudio

se utilizaron trece placas Petri que fueron inoculadas con Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans las concentraciones de extracto hidroalcohdlico de
Punica granatum (granada) fueron (40%,50%,70%y 90%), se midi6 el
crecimiento de los halos de inhibicidn a las 24, 48y 72 horas. En los resultados
se observo que las concentraciones de 50%,70%y 90% tuvieron mayor halo de
inhibicion. se concluyé en cuanto al tiempo de exposicion a las 24 horas se tiene
la visualizacion de mejores resultados de los halos de inhibicién, teniendo una
medida de 21,30 milimetros.se demostré que el mejor halo de inhibicién se
observa a las 24 horas en una concentracion de extracto hidroalcoholico de

90%.23

Escobar F, Bernardita J (2017). Tras encontrarse pocos estudios empleando el
zumo de Punica granatum “granada” que ha sido utilizada en la medicina
tradicional., realizan el estudio para comprobar la actividad antibacteriana de los
extractos de acetato de etilo y acetona del zumo del Punica granatum. Para estas
pruebas, se prepararon 4 concentraciones (200, 300, 400 y 500 mg/ml).
Utilizando el método de Kirby Bauer o de difusion en agar, se midio la
sensibilidad de los agentes bacteriano (Staphylococcus aureus, Escherechia
coli, Pseudomonas aeruginosa) a las diferentes concentraciones del zumo,
empleando de manera cualitativa la escala de Duraffourd. Resultando una
sensibilidad intermedia para la Escherichia coli, asi como para la Staphylococcus

aureus, pero poco o nula actividad contra la Pseudomonas aeruginosa.?*

Alvarez L, Espinoza M (2018). Realizaron un estudio cuyo objetivo del presente
estudio fue determinar si existe la diferencia del efecto antibacteriano del extracto
etandlico de la Psidium guajava (guayaba) contra la Punica granatum (granada)

sobre cepas de Streptococcus mutans. En los materiales y métodos se
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obtuvieron concentraciones puras las cuales fueron maceradas siguiendo un
proceso para obtener el 12.5%, 25%, 50%, 75%y 100% con los extractos de
Psidium guajava y Punica granatum, estos fueron reservados en un recipiente
hasta su utilizacion. Se emple6 el método de disco difusion en agar. Para la
siembra se utilizaron 10 placas con agar Miuller-Hinton mediante la técnica de
difusién, utilizando el extracto etandlico de la Psidium guajava y Punica granatum
en concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25% y 12,5% y se procedio a la
incubacion en microaerofilia a 37 °C, la medida de los halos de inhibicion se vio
a las 24 horas y 72 horas respectivamente. Comparando los tipos de extracto
etandlico entre la granada obtuvo una media de 7.675 mm y una desviacion
estandar de 6.86 y la guayaba presentaron una media de 15.4 y una desviacion
estandar de 4.59 respectivamente, la diferencia de promedios entre los extractos
los extractos, mostrd diferencia estadisticamente significativa (P<0.05). Se
concluyé que si existe diferencias entre el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de Psidium guajava (guayaba) y el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de la Punica granatum (granada) sobre el Streptococcus mutans

estudio in vitro. 2
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2.2 bases teoricas

2.2.1. Punica granatum

El fruto de granada, cuyo nombre cientifico es Punica granatum, corresponde a
la familia Punicaceae, originario de Iran. En la actualidad, es cultivada de forma
extensa en el continente asiatico y africano, siendo este uno de los frutos de
mayor exportacion, el medio de cultivo propicio para el crecimiento de este fruto
son las zonas aridas y semiaridas como el sureste de Asia y la zona
mediterranea de Africa. Seguln los historiadores la granada fue traida por los
misioneros espafoles durante el periodo de la conquista de américa, y logro
habituarse en zonas principalmente secas y calidas como los valles.®

En el Pera tradicionalmente fue cultivada en los Valles de Chilca y Huaral, por
su facilidad para adaptarse a cambios climaticos bruscos. Comercialmente con
fines de exportacion son cultivadas en departamentos de Ica, La Libertad y
Ancash.1®

El fruto del Punica granatum (granada) se ha empleado desde tiempos remotos
en la medina herbolaria en enfermedades como: la acidosis, disenteria,
infecciones microbianas, diarrea, infeccién por helmintos, hemorragia y
patologias respiratorias. Siendo utilizada a lo largo de los tiempos como medicina
natural, esto ha llevado a diversas investigaciones de sus propiedades.?®

2.2.2. Caracteristicas de la Punica granatum

La granada (Punica granatum) es un arbol que tiene 8 metros de altura como
maximo. La fruta tiene un tamafio de unos 5-12 cm de grosor, presenta un
aspecto hexagonal redondeada, piel gruesa rojiza, contiene aproximadamente

600 semillas y cada una de ellas envueltas por una pulpa cargada de agua (arilo)
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gue puede variar en color de blanco a rojo oscuro o purpura, el arilo es la parte
comestible de la fruta. Las semillas estan incrustadas en una pulpa blanca,

esponjosa y astringente.?’- 28

2.2.3. Composicién de la Punica granatum (granada)

Unos de los aspectos importantes por lo cual se han realizado investigaciones
en el transcurso de los afios es porque contiene compuestos antioxidantes, como
los fenoles y flavonoides (presente en la corteza y las raices), polifenoles
(presente en las flores), antiocianinas, elagitaninos (presente en la corteza, hojas
y frutos y punicalagina (presente en las semillas) y los fenoles, flavonoides,
taninos y acido elagico (presente en la cascara, estos son caracterizados por ser
antioxidantes potentes). Alrededor del 50% de peso del fruto corresponde a la
cascara En Recientes investigaciones, se les han atribuido propiedades
nutricionales y farmacoldgicas, el compuesto total de fenoles tiene un rango de
2.4y 9.23 g/L de jugo, y las antiocianinas presentes un rango de 0,815y 7, 760
gr/L. 2

Se han detectado presencia de compuestos antioxidantes en casi todo el arbol

granada y los mas abundantes son los taninos y los flavonoides.

Nutrientes Unidad Valor por 100gr

PRINCIPIOS INMEDIATOS

Agua Gr 80,97
Energia Kcal 68
Proteina Gr 0,95
Grasa Gr 0,30
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Carbohidratos Gr 17,17

Fibra dietética Gr 0,6
Azucares totales Gr 16,57
VITAMINAS

Vitamina C (acido Mg 6,1
ascoérbico)
Vitamina A ul 108
Vitamina E (tocofenol) Mg 0,60

Vitamina K Ug 4.6

(filoquinona)

OTROS
Fitoesteroles Mg 17
Colesterol Mg 0
X Caroteno Ug 50
b- caroteno Ug 40

Fuente: Carbonel y Sanchez (2012) °

Tabla N°1. Composicion nutricional de la parte comestible de Punica granatum.
2.2.4. Principales componentes de la Punica granatum

a) Taninos

Los taninos se encuentran formando parte de la unidad en plantas. Estos se
pueden encontrar en el tronco, corteza y mayormente en las hojas, los taninos
tienen la propiedad de proteger alguna de las partes mas débiles de la planta
frente a la presencia de virus. Asimismo, estos inhiben el crecimiento de
microorganismos frente al atague microbiano y reaccionando a la

descomposicion organica, entre sus propiedades encontramos las
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antinflamatorias, esto es debido a su potencial de destruir radicales libres,
también son antidiarreicas y actGa como cicatrizante.?®

b) Elagitaninos

Los elagitaninos contienen en dentro de su estructura acido elagico y un poliol
gue generalmente es glucosa o acido quinico; Los elagitaninos y el &cido elagico
causan un efecto positivo sobre la salud esto lo debemos a las propiedades
anticancerigenas, peroxidacion lipidica, antioxidantes y actla previniendo
posible formacién de tumores .2°

En estudios realizados el método analitico ha detectado que en el arbol Punica
granatum(granada) posee antioxidantes especificamente en la corteza raiz hojas
flores y el fruto (cascaras, jugos y semillas).?®

Se han realizado diversos estudios referentes a la funcion antioxidante de la
Punica granatum (granada), dentro de ellos tenemos a shahid Lgbal (2008),
quien obtuvo de la cascara de granada extracto de metanol. El extracto a través
de un método de purificaciébn fue agregado al aceite de girasol el cual fue
sometido frente al aceite de butilhidroxi-tulueno BHT, para ver quien tenia mayor
funcién antioxidante, el BHT es un antioxidante sintético que tiene un uso
comercial en conservacion de grasas y aceites. En los resultados obtenidos
refiere que el extracto de cascara Punica granatum es un fuerte antioxidante de
aceite de girasol muy similar al BHT. ?°

Singh (20002) sefalo la eficacia de componentes antioxidantes sobre radicales
peréxidos y en la oxidacion de lipoproteinas de seres humanos de baja densidad

(LDL). Los estudios se realizaron via in vitro con extractos que siguieron un
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meétodo de purificacion, resultado de extracciones realizadas con metanol, con
agua y con acetato de etilo, obtenidas de cascara y semillas.?®

2.2.5. Consumos y usos de Punica granatum

En diversas partes del mundo, la demanda de su comercializacion generalmente
es para el consumo en refrescos, jugos, y también tienes usos en la medicina
herbolaria. Sus aplicaciones en la medicina tradicional incluyen el uso de la
corteza del arbol, hojas, flores, fruto, las semillas y la cascara.?

En la India, ademas de su aplicacion en la medicina herbolaria, se utiliza como
dentifrico y para la tincion de telas. Se aplica también en la fabricacion de citrato
de sodio y acido citrico, en la produccioén de bebidas refrescantes; también se
utiliza en la elaboracién de postres.??

2.2.6. Propiedades

a) Propiedades antioxidantes:

La presencia de antioxidantes ha sido encontrada en el jugo de la Punica
granatum (granada). Este fruto contiene flavonoides (su consumo es favorable
para prevenir de enfermedades cardiovasculares, inflamatorias y otras) y
antocianidinas (delfinidina, cianuracion y pelargonidina) cuyo aceite de semilla'y
jugo muestra una actividad antioxidante. Los extractos de la cascara de Punica
granatum (granada) exhiben actividad de eliminacién contra los radicales
hidroxilos y los aniones su peroxido, que podrian estar relacionados con las
antocianidinas. La accion antioxidante de Punica granatum (granada) se
observa, no solo a través de sus reacciones de eliminacién, sino también por su

capacidad para formar quelatos metélicos 3% 31.32,
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b) Propiedades anticancerigenas y antitumorales:

Son varias las investigaciones llevadas a cabo para la evaluacion de la
capacidad del fruto Punica granatum y sus productos, de los resultados
obtenidos sabemos que posee una buena actividad antioxidante, actia como un
agente antiproliferativo, antiinivasivo y pro-apoptoético en células dafiadas, entre
autores que realizaron estos estudios tenemos a (Syed (2007); Hong (2008);
Hamad y Al-Momene (2009). Afag (2005), realiz6 una investigacién aplicando
extracto de Punica granatum (granada) como un pre tratamiento topico en
ratones que tenian tumores, reduciendo la incidencia de ellos de un100 % a un
30 % amplificando también la latencia en el desarrollo del tumor desde 9 a 14
semanas.?’

Albretch (2004) realiz6 un estudio sobre el efecto que producia el aceite de
Punica granatum (granada), utilizando los polifenoles encontrados en corteza y
las membranas y polifenoles del jugo fermentado de granada sobre el cancer de
préstata. Estos agentes inhibieron la proliferacion in vivo de células cancerigenas
en células humanas de LNCaP, PC-3 y DU 145; teniendo como resultados la
gran actividad antitumoral de estos productos derivados de la Punica granatum
sobre el cancer de préstata. Hong (2008) demostrd que los extractos y jugos de
la Punica granatum (granada) son increibles inhibidores del crecimiento de
células cancerigenas, siendo incluso mas potentes que algunos polifenoles que
son aislados; sugiriendo un efecto correlativo con los fitoquimicos que
encontramos en la granada y sus extractos. Hay evidencias cientificas que
demuestran que el jugo de Punica granatum (granada) suprime la ciclooxigensa

2 (COX-2).%7
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Segun Adams (2006) algunos de componentes que encontramos en el jugo de

granada, como antocianinas y flavonoides, pueden ser uno de los responsables

del aumento de la actividad antiproliferativa de las células cancerigenas. El jugo

de Punica granatum (granada), el acido elagico y la punicalagina estimularon la

muerte celular (apoptosis) de las células HT-29 en el coldn; sin embargo, en las

células HCT116 del colon unicamente contribuyeron a la apoptosis el acido

elagico y las punicalaginas y no el zumo de granada (Seeram 2005).?’

En todos los casos estudiados la Punica granatum es utilizada como método de

prevencion y parte del tratamiento, pero ain no se puede decir que lo cura por

completo o elimina los tumores. La Punica granatum gracias a su composicion

fitoquimica es un fruto muy recomendado para la prevencién del cancer .2’

Principales efectos antitumorales de la granada:

e Antiproliferativo: evita la propagacion del crecimiento de los tumores.

¢ Induce apoptosis: Muerte de la célula.

¢ Inhibe factor nuclear _B (NF-_B): regulacién de los genes (sistema inmune,
proliferacion celular, invasion tumoral, metastasis).

e angiogénesis: Evita la formacion de nuevos vasos sanguineos de las
estructuras cancerigenas.

c) Prevencion de enfermedades cardiovasculares:

Se ha realizado estudios en animales, humanos y diferentes componentes de la

Punica granada y como esta actla esta en la prevencién y disminucion de

aterosclerosis y la LDL oxidada; Aviram (2000); Sezer (2007); Basu y Penugonda

(2009); Davidson (2009); estos autores analizaron el efecto que producia la

ingesta de jugo de Punica granatum (granada) en hombres sanos sobre la LDL
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oxidada y se determin6 que el LDL disminuyo la progresion de aterosclerosis y
bajo el aumento de la actividad del HDL en un orden del 20 %.?’

De los diferentes estudios realizados el investigador y doctor Aviram suministro
jugo de Punica granatum (granada) a pacientes sanos e hipertensos por
periodos de tiempo determinado (2 semanas), como resultado se ha visto la
reduccion de la presion arterial hasta en un 36 %, esto ha sido atribuido a la
actividad de los polifenoles.?’

d) Propiedades antinflamatorias:

La Punica granatum ha demostrado inhibir la inflamacion por diferentes
mecanismos. La ciclooxigenasa (COX) y la lipooxigenasa (LOX), que son
enzimas clave en la transformacién del acido araquiddnico en prostaglandinas y
leucotrienos (mediadores de la inflamacion), respectivamente, son inhibidas por
extractos de Punica granatum (granada). Segun Tomas-Barberan (2010) los
extractos de semillas de Punica granatum también inhiben a algunos mediadores
de la inflacién.33 27

Larrosa (2010) demostr6 que la administracion de extracto de Punica granatum
disminuyo los niveles de prostaglandinas en la mucosa del colon en ratas esto
se debi6é a la presencia de acido elagico en la Punica granatum; asi mismo
Hollebeeck (2012) determind que el extracto de cascara de Punica granatum
tiene propiedades antinflamatorias (punicalagina) 2’

e) Propiedades contra la diabetes Mellitus:

Es una enfermedad sistémica que afecta a muchas personas a nivel mundial y

es causante de muerte.
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En el jugo de Punica granatum (granada) encontramos compuestos fendlicos
(antocianinas) que confieren por estudios realizados propiedades
hipoglucemiantes contra la diabetes; estos compuestos inhiben absorcion de la
glucosa en el intestino o tejidos periféricos. Entre los mecanismos para la
reduccion de la diabetes tenemos la inhibicién de la enzima glucosidasa y la
inhibicion de la glucemia a través de la absorcion en los tejidos periféricos y no
por la absorcién del intestino.?’

f) Actividad antimicrobiana

Contra diversos microorganismos incluidos las bacterias Gram positivas y Gram
negativas.

2.2.7. Efectos de la Punica granatum sobre Streptococcus mutans y la
cavidad oral sobre la salud bucal:

La Punica granatum (granada) también ha demostrado efectividad en el control
de la inflamacién oral, asi como en el recuento de bacterias y hongos en las
enfermedades periodontales y en la estomatitis de la protesis asociada a
Candida. Se ha encontrado que Punica granatum (granada) tiene propiedades
antibacterianas contra las bacterias orales, esto incluye a Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) y Staphylococcus
aureus sensible a la meticilina (MSSA).34 35

Se ha encontrado que los taninos inhiben la alfa- amilasa salival, esta cataliza la
hidrolisis del almidén a los oligosacaridos y se une a los Streptococcus y al
esmalte, por tanto, este proporciona proteccion frente a los microorganismos

cariogénicos.
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Tener una buena higiene oral no es solamente para proyectar una buena estética
es importante, para mantener la funcionabilidad de los dientes; también esto nos
protege para la aparicion de enfermedades periodontales y enfermedades
cardiovasculares. Segun Dumitresco (2005), es de conocimiento que la aparicion
de enfermedad periodontal cronica estad relacionada intimamente con la
progresion y agravamiento de enfermedades cardiovasculares.?’

Di Silvestro (2009) realizé una investigacion con un enjuague bucal con extractos
de Punica granatum(granada) concluyendo que este reducia los
microorganismos presentes en la placa dental. Esto es atribuido a los
compuestos polifendlicos y flavonoides “presentes en la granada sobre el
desarrollo de la gingivitis.?’

2.2.8. Método para evaluar la actividad antimicrobiana

Existen diferentes métodos para determinar la concentracién minima inhibitoria
(CMI), la eficacia antimicrobiana y la evaluacion del espectro antimicrobiana; el
Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clinico (NCCLS), conocido como el
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI); ha elaborado guias
estandarizadas las cuales son muy utilizadas, para realizar practicas in vitro en
el laboratorio, estos métodos utilizados tienen resultados muy exactos y se
caracterizan por su reproducibilidad y repetibilidad.3637

A continuacioén, unos de los métodos mas utilizados:

Método de difusion en agar

La National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda
la utilizacion del método de disco o Kirby Bauer que es una de las técnicas mas

usadas por los laboratorios para la evaluacion de la susceptibilidad de los
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microorganismos en presencia de los antimicrobianos. Este método consiste en
la distribucion de la sustancia antimicrobiana en un medio de cultivo por ejemplo
el Agar que ha sido inoculado previamente con un medio de cultivo puro. En este
meétodo lo mas representativo es la inhibicion del halo ya que nos muestra la
sensibilidad de los microorganismos frente a la sustancia antimicrobiana. El halo
de inhibicién se relaciona con la concentracidbn mas baja del extracto que inhibe
el microrganismo estudiado. Por lo tanto, a mayor zona de inhibicién, mas bajo
sera la concentracion de agente antimicrobiano requerido para impedir la
proliferacion de los microorganismos. Aunque, se debe tener en cuenta que la
formacion del halo alrededor del disco depende de la concentraciéon de
antibiético y su capacidad de difundirse en un medio de cultivo (agar).2®

Segun Pellecuer, el método por difusion de agar es uno de los que se utilizados
mMAas en investigacion in vitro, tiene la desventaja frete a microrganismos de
crecimiento lento. 3638

b) Métodos de dilucion en caldo

Se realiza con dispersion de las muestras en concentraciones puras de la
sustancia antimicrobiana con el indculo, existen varias concentraciones de la
sustancia antimicrobiana (generalmente son diluciones dobles seriadas) en un
medio liquido de formulacidbn preestablecida. Existen dos métodos:
macrodilucion en caldo cuyo volumen es expresados en ml y microdilucién en
caldo se denomina asi porque se emplean volimenes limitados. Posteriormente
estas muestras seran analizadas luego de haber sido incubado a 35 °C por 24
horas y se obtendra la concentracion minima inhibitoria (CMI) del agente frente

a la instancia de prueba.36-3°

42



una de las ventajas de este método es su efectividad es la reproduccion, rapidez
y facilidad para estandarizar muchas muestras; como también en posibilitar su
uso en el estudio del agente antimicrobiano en una muestra soluble en agua o
insoluble como los aceites esenciales.®®

2.2.9. Streptococcus mutans y caries dental

La microbiota oral estd compuesta por una gran cantidad de especies
microbianas, algunas de estas bacterias estan implicadas en enfermedades de
la cavidad oral entre las mas comunes encontramos la caries y la enfermedad
periodontal. La boca se encuentra colonizada por varios microorganismos
incluso antes de la erupcion dentaria (decidua). Con la erupcion dental, la
superficie de los dientes sirve como un medio de anclaje para que se desarrolle
la placa dental que se encuentra cubierta por una biopelicula dental duradera.49
La microbiota tiene un ecosistema donde habitan principalmente comensales (de
los miles de bacterias, el 60% de estas son cultivables) pertenecientes entre 500
y 700 especies, que se encuentran en las mucosas y los dientes donde se forman
la placa bacteriana o biofilm, en mayor cantidad encontramos al género
Streptococcus.®

Los estreptococos forman el mayor nimero de poblacién bacteriana que se
encuentra en el biofilm dental. Gran cantidad de los estreptococos encontrados
han sido identificados como especies de: Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguis, Streptococcus mitior, Streptococcus salivarius, y Streptococcus milleri.
Entre las especies estreptocécicas de mayor poblacion encontramos al

Streptococcus sanguis y Streptococcus mutans que tienen predileccion por
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colonizar sitios particulares de la boca como las superficies de dientes y aparatos
prostéticos. ©

Los Streptococcus mutans son los microorganismos mas importantes de la
caries dental y su patogenicidad ha demostrado su relacion con la caries de
esmalte, debido a su capacidad de producir &cidos a partir de la sacarosa.® 4!
Morfologia de los Streptococcus mutans

Bacterias de forma redonda (coco) de caracteristicas gran positivo, adaptado en
cadena, anaerobios facultativos en la mayoria de su especie, con poder
acidogeno, acidofilo y acidurico, con un rapido metabolismo de la glucosa,
lactosa, entre otros y productor de acido a-hidroxi-propanoico (acido lactico), con
capacidad fermentador consiguiendo un Ph critico para el medio oral, en muy
corto tiempo. EI S. mutans se subclasifica en diferentes tipos, segun su
propiedad inmunoldgica, bilbégicas y genéticas, siendo el de serotipo "C", el mas
interviniente en la produccion de caries. El Streptococcus mutans se encuentra
principalmente en el ecosistema oral, especialmente para su colonizacién
requiere de tejido duro no escamativo. Su obtencion para su aislamiento e
identificacion es a partir de muestras de placa dental o de la saliva.®

2.2.10. Medios de cultivo

Alun existen dificultades técnicas para la correcta obtencion de muestras
representativas, y poder aislar y calcular la cantidad de microorganismos.
Existiendo una gran variedad de medios de -cultivos, dependiendo del
requerimiento del estudio, el medio mas utilizado para el aislamiento del S.
mutans es el agar mitis salivarius suplementado con bacitracina 0,2 U/ml y

sacarosa al 20 %. Este agar permite identificar las caracteristicas morfologicas
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de las colonias del S. mutans, siendo de un tono blanquecino con bordes
definidos, y fuertemente adherentes al medio.

En la cultivacion se requiere de un ambiente con 95% de nitrégeno y 5% de
dioxido de carbono a 37°C por un par de dias, seguido de dos dias para la
incubacion.®

2.2.11. Aparicion del Streptococcus mutans en el ecosistema oral

Siendo los S. mutans el principal agente interviniente para la formacién de caries
dental. Siendo este microorganismo estable en la cavidad oral, después de la
erupcion dental, debido a su adherencia al tejido duro para su prolifera
colonizacion. La evidencia demuestra que la principal fuente de transmision del
Streptococcus mutans a temprana edad es por la saliva de la madre, donde
diferentes estudios han demostrado el patrén de ADN cromosomal idéntico en
los microorganismos oral de los infantes a la de sus madres. Donde esta
colonizacion se denomina "ventana de infeccion", que ocurre en los primeros
afos de vida.

El Streptococcus mutans tiene la peculiaridad de la persistencia de sus fenotipos
(c, e, fy k) en cavidad oral después de la erupcién dental. EI microrganismo logra
una estabilidad relativa en el ambiente oral del hospedador, llamado persistencia
intraindividual a este fendmeno, donde la interrelacion entre los distintos
fenotipos le da mas oportunidades de supervivencia, adhiriéndose entre siy con
otros organismos formando biopeliculas para su prolifera colonizacién,
soportando asi variaciones del Ph.

Se considera que la colonizacién de los S. mutans en infantes en después de la

erupcion de los primeros dientes deciduos, sin embargo, el S. mutans y el S.
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sobrinus tienen la capacidad de colonizar en superficies labiles como la mucosa,
quizas por eso se deba a que algunos nifios presentan lesiones cariosas en
breve después de la erupcion de los dientes.®

2.2.12. Adherencia de Streptococcus mutans

Las glucosiltransferasas (polisacarido) de la bacteria desempefian un papel
importante en el desarrollo de la placa dental a partir de la sacarosa, estas
producen glucanos, que son las responsables de la adherencia bacteria, gracias
a las ramificaciones del mutano y de los enlaces alfa, estas crean la adherencia
perfecta a la superficie lisa del esmalte, pero a su vez también crea union con
otras bacterias (adherencia y co-adherencia), logrando asi persistencia y
endurecimiento de la placa dental. Los glucanos tambien son fuente de nutricién
gracias a la sintesis de enzimas gluconohidrolasas, que son sintetizadas por las
bacterias.

2.3. Definicién de términos basicos

Streptococcus mutans:

Streptococcus del grupo viridans, es un coco Gram positivo, anaerobio
facultativo, dispuestos en cadena, no mévil que se encuentra en la cavidad oral,
forma parte de la placa dental o biofilm dental. Estd asociado al iniciacion y
progresion de la caries.*?

Punica granatum:

Punica granatum, cominmente conocida como granada, es un miembro de la
familia monogenerica, Punicaceae. Se trata de una especie lefiosa, arbustiva o
arbdérea que puede alcanzar de 2 a 5 metros de altura, generalmente espinoso,

de tronco a menudo tortuoso y corteza de color pardo grisaceo. °
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Extracto:

producto solido o espeso muy concentrado que puede ser obtenido de fruta,
planta, semillas o animales en diferentes procedimientos.

Agar:

Es un polimero que es extraido de cartilago, Gracilaria Confervoides que es un
tipo de algas roja; es una sustancia mucilaginosa que se funde a
aproximadamente a 100°C y se solidifica en un gel a aproximadamente a 10°C;
No es digerido por la mayoria de las bacterias y es una gente de gelificacién que
puede ser usado en materiales de impresion dental y como medio de cultivo
s6lido para microorganismos.*3

Concentracion minima inhibitoria:

Es la medicion de la sensibilidad de una bacteria frente a un antibiético. Es la
minima cantidad de antimicrobiano, capaz de impedir el crecimiento de un
microorganismo en unas condiciones normales. Es el método habitual utilizado
en los laboratorios de Microbiologia Clinica. Para llevarlo a cabo es necesario
utilizar cepas control (puras) con el fin de que los resultados sean reproducibles
y comparables. Este método nos ofrece informacion sobre la sensibilidad de las
bacterias.3®

Concentracion minima bactericida:

Es la cantidad minima de antibiético capaz de destruir el 99,9% de una muestra

inoculada en condiciones estandarizadas. 3°
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CAPITULO lIl: HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA INVESTIGACION

3.1. Formulacion de hipoétesis y derivados

Hipodtesis principal

El extracto etandlico de Punica granatum (granada) tiene efecto

antibacteriano in vitro sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Hipotesis especificas

H1: El extracto etandlico de Punica granatum (granada) al 25% tiene efecto
antibacteriano in vitro sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
H2: El extracto etandlico de Punica granatum (granada) al 50% tiene efecto
antibacteriano in vitro sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
H3: El extracto etandélico de Punica granatum (granada) al 75% tiene efecto
antibacteriano in vitro sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
H4: El extracto etandlico de Punica granatum (granada) al 100% tiene efecto
antibacteriano in vitro sobre la cepa de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
H5: El efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica granatum

en sus diferentes concentraciones es diferente a las 24, 48 y 72 horas.

3.2. VARIABLES

Variable dependiente:

Efecto antibacteriano

Variable independiente:

Extracto etandlico de Punica granatum
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3.2.1. Definicion conceptual de variables

Efecto antibacteriano:

Es el efecto de inhibir el crecimiento bacteriano.

Extracto etandlico de Punica granatum:

La Punica granatum (granada) presenta muchas propiedades y el extracto de

esta fruta tiene la capacidad de inhibir el crecimiento y desarrollo de bacterias.?’

VARIABLES | DIMENSION | INDICADOR ESCALA VALORES
DE
MEDICION
Efecto Inhibicion Halos de Escala de
antibacteriano | 9l inhibicién del Razén duraffourd:
crecimiento | crecimiento 0-8 mm nula (-)
bacteriano | pacteriano 8-14mm
KIRBY BAUER sensible (+)
14-20 mm muy
sensible (++)
20+mm
sumamente
sensible (+++)
Extracto Cantidad Concentracion | Razén %
etandlico de Porcentual e 25%
Punica del extracto e 20%
granatum e 75%
(granada) o 100%
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CAPITULO IV: METODOLOGIA
4.1. Disefio metodoldgico
El estudio es de tipo experimental In vitro, prospectivo, transversal y
aplicativo.
Experimental: Porque investigador controla la accién de una variable sobre otra,
lo que permite que se modifiquen las variables en intensidad, pudiendo evaluar
las causas y resultados existiendo controles positivo y negativo.
In vitro: Porque el estudio se realizo en el laboratorio central de la Universidad
Alas Peruanas que se encuentra en el local en valle Hermoso Surco.
Prospectivo: Porque la recoleccién de datos se dara a través del tiempo al
iniciarse la exposicion de la causa hasta determinar o no la aparicion del efecto.
Transversal: Debido a que el estudio se realizara en un periodo determinado, y
las variables seran observadas inmediatamente después de realizado el cultivo.
Aplicativo: Esta investigacion se llevard a cabo mediante la manipulacion de
cepas de cultivo de Streptococcus mutans (ATCC 25175). Los resultados podran
tener aplicaciones beneficiosas en la poblacion.
4.2. Disefio muestral
La unidad de andlisis para el presente estudio son placas Petri con in6culos de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y extracto etandlico de Punica granatum
(granada) en sus diferentes concentraciones, para este estudio utilizaremos
concentraciones de 25 %50%, 75%y 100% respectivamente.
La investigacion se realizard con medios de cultivo agar tripticasa soya (TSA) y
agar Miuller Hinton y cepas ATCC 27175 los cuales seran obtenidos de

laboratorio GenLab del Perd S.A.C.
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La muestra estara conformada por cepas Streptococcus mutans (ATCC 25125),
gue generalmente lo encontramos en la cavidad oral que cumplen los criterios
de inclusion y exclusion de la investigacion.®
Muestra
La muestra fue seleccionada de forma no probabilistica, de forma conveniente
para la investigacion y considerando los criterios de inclusion y exclusion, sin
aleatorizacion equitativa; se utilizaran 44 placas Petri.
Seran considerados los siguientes grupos:
Grupo 1: concentracion 25%. (10 placas)
Grupo 2: concentracion 50%. (10 placas)
Grupo 3: concentracion 75%. (10 placas)
Grupo 4: concentracion 100%. (10 placas)
Grupo control: clorhexidina 0.12% (4 placas)
Criterios de inclusion y exclusién
Criterios de inclusion:
e Cepas de Streptococcus mutans (ATTC 25175) en contacto con el
extracto de Punica Granatum (granada).
e Placas Petri que después del proceso de incubacion no presenten
contaminacion por otros microorganismos.
e Muestra de extracto etandlico de granada en concentraciones de

25%,50%,75% y 100%
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Criterios de exclusién:

e Placas Petri que después del proceso de incubacién mostraron
Contaminacion por los otros microorganismos. Se observa la presencia
de colonias que no sean Streptococcus mutans (ATTC25157).

e Placas Petri con defectos

4.3. Técnicas e instrumentacion de recoleccion de datos
Recoleccién de datos

Se utilizara la Ficha de recoleccion de datos (anexo 01)

PROCEDIMIENTO

Obtencion del permiso para realizar la investigacion.

Se enviard una solicitud para obtener la autorizacion de la Direccion de
Estomatologia y hacer uso del laboratorio central de la universidad Alas
Peruanas que se encuentra en el local de Jr. Pedro Ruiz Gallo 251, Pueblo Libre,
bajo la supervision de la encargada Blga. Da pozo. (Anexo 02).

Procedimiento

Obtencion del extracto etandlico

Lo primero a realizar fue la clasificacion taxonomica de la Punica granatum
(granada), que fue realizada por la Dra. Joaquina Alban Castillo jefe del herbario
san marcos (USM) la cual se llevo a cabo en el museo de historia natural (anexo
03).

La Punica granatum (granada) fue recolectada en la localidad de Santa cruz que
se encuentra ubicada en la provincia de palpa, region de Ica, lugar caracterizado

por la exportacion de granada.
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Obtencién del microorganismo

Se llevo a cabo el pedido de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 en
el laboratorio GenLab Peru S.A.C.

Obtencién del extracto etandlico de Punica granatum (granada)

Realizada en la universidad Nacional Mayor de San Marcos facultad de farmacia
y bioquimica por el Dr. Cesar M. Fuertes Ruiton.

Se peso 3 kl de Granada, se procedié a retirar la pulpa dejando solo la cascara,
luego se procedio a secar la muestra en una estufa de aire circulante a 38° C,
obteniendo un peso de 320 gr de cascara seca, luego se realizé la molienda de
la muestra en un molino manual. Se afiadié 900 ml de etanol y se dejé macerar
en un frasco ambar por 5 dias. Pasado el tiempo se filtro y se procedi6 a eliminar
el solvente en un rotavapor, obteniendo un volumen final de 35 ml.

Para determinar la cantidad de solidos en la muestra se tomo 250 uL en una
placa porta objetos y se coloc6 en la estufa por 48 horas, obteniendo asi un peso
final de 253 mg, calculando asi la concentracion de 1 mg/uL, el extracto debid
ser conservado en refrigeracion®°4°,

Activacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175

Para la activacion de la cepa se procedi6 a abrir el envase sellado que contenia
un tubo color naranja, donde se encontraba la cepa de Streptococcus mutas
inactiva en un estado liofilizado en un extremo, al otro extremo encontramos el
liquido hidratante y un hisopo para la inoculacién del mismo, para activar la cepa
se presionan ambos extremos del tubo para asi obtener la cepa diluida. Una vez
activada la cepa de Streptococcus mutans fue cultivada en 5 placas Petri con

agar tripticasa de soya TSA enrigquecida sangre.
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Se utilizé 5 placas de agar (TSA), para la obtencion de colonias de Streptococcus
mutans, el contenido de agar TSA fue 4 gr por placa, se procedié a pesar 20 gr
en la balanza analitica, el contenido se coloco de un papel filtro, una vez obtenido
el peso exacto se llevé el contenido a un matraz que contenia 100 ml de agua
destilada y se procedié a mezclar, luego fue llevada al horno microondas por el
rango de 1 minuto, una vez disuelto tendra que tener un color translucido,
procedemos a sellar la boca del matraz con papel Graf para ser colocado en la
autoclave por 1 hora hasta que alcance (121 ° X 15 ml), llevamos a un proceso
de enfriamiento, para poder ser manipulado, luego colocamos el contenido en
las placas.

Inoculamos las placas de agar TSA y sangre con el hisopo que contenia la sepa
de Streptococcus mutans con el fin de obtener colonias nuevas, las placas
inoculadas fueron llevadas a la incubadora a 37°c por 24 horas.

Transcurrido 24 horas se observaron colonias nuevas en las placas, después
fueron llevadas a tubo de ensayo que contenia solucion salina NaCL al 0,8% la
dilucion se realizara para lograr una turbidez de 0,5 en la escala de Mac. Farland
(1,5x108UFC/ml).*¢ Los tubos fueron girados, para su posterior sembrado.
Preparacion de placas y sembrado

Para este procedimiento se utilizé 34 placas Petri que contenian agar Mueller
Hinton, la cantidad de agar que utilizamos fue 30.6 gr, el cual fue pesado en una
balanza analitica sobre un papel filtro y el contenido fue llevado a un matraz que
contenia 900 ml de agua destilada ,se diluyo y luego se llevé al horno por el

rango de 1 minuto, una vez disuelto se tapo la boquilla del matraz con algodén y
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papel Graf, para ser llevado a la autoclave por 1 hora, luego de enfriar y ser
manejable se coloco el contenido en cada una de las placas Petri (44 unid) .

En un ambiente estéril se procedié al sembrado de las placas con el ansa que
contenia la Streptococcus mutans, utilizamos la técnica de diseminacion.
Prueba de susceptibilidad

Para realizar la prueba de susceptibilidad procedimos a diluir extracto de Punica
granatum (100%) en concentraciones de 75%,50% y 25% respectivamente, para
diluir utilizamos alcohol al 96 %. Utilizamos el método (Kirby-Bauer) en este
procedimiento, este método es recomendado en la actualidad por el Subcomité
de Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS, de Estados Unidos, se basa en la
relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una cepa
bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en la superficie de una placa de
agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente. 46
Preparamos 4 discos de papel filtro(esterilizados) por placa, para cada
concentracion se utilizaron 10 placas, la cantidad de extracto que utilizamos en
cada disco fue 10 microlitros, que fue colocado con la ayuda de una pipeta
(calibrada) que contenia respectivamente el extracto, con una pinza estéril
fueron colocados sobre los cultivos previamente preparados, el mismo
procedimiento se utilizé para el grupo control (clorhexidina al 0,12%),para el cual
se utilizé 4 placas , continuacion, se realizé el rotulado de las palcas Petri con
las siguientes iniciales 25 % 50%75% ,100% y grupo control, para identificar a
los discos, una vez rotulado las placas fueron colocadas en un envase cerrado y
tenia que estar en un ambiente de anaerobiosis de 37°C, para esto utilizamos la

jarra Gass-Pack(consiste en colocar una vela dentro del envase y sellarlo para
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obtener un ambiente de 5% de CO2, luego se llevo a la incubadora y la primera
lectura se realiz6 a las 24 horas luego a las 48 y 74 horas, los halos de inhibicion
alrededor de los discos se midieron con ayuda de una regla vernier.46

El manejo de desechos se realizara de acuerdo al protocolo del Laboratorio de
la Universidad Alas Peruanas.

4.4. Técnicas estadisticas para el procesamiento de la informacion
Procederemos a conseguir la estadistica descriptiva de las variables del
presente estudio (retencién bacteriana, crecimiento bacteriano), los cuales se
registraran en una tabla de datos y se empleara andlisis univariado.

Para el analisis bivariado se determinara la normalidad de la muestra mediante
la prueba de Shapiro-Wilk.

Utilizamos las pruebas no paramétricas Kruskall-Wallis y la prueba de Friedman,
para comparar de la retencion y crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC
25175).

La informacion recolectada se procesara mediante el paquete estadistico SPSS
version 23 en esparfiol de Windows. Utilizando ademas una hoja de calculo de
Microsoft Excel 2010 para la representacion grafica correspondiente.

4.5. Aspectos éticos

La presente investigacién cumple los lineamientos establecidos por el colegio de
Etica y Deontologia del colegio Odontolégico del Per(, se realizd6 en el
Laboratorio Central UAP, y al ser un estudio experimental in vitro, no se
necesitara la presencia de individuos, Unicamente se utilizaran cepas
microbianas. Asimismo, se utilizardn materiales e instrumental de laboratorio

cuyo objetivo sera evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandélico
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de Punica granatum (granada) sobre el crecimiento de Streptococcus mutans
(ATCC 25175); por lo tanto, no se requiere de consentimiento informado ya que
no involucra a seres humanos.

Se cumplen y aceptan los lineamientos establecidos por el comité de ética de la
facultad de medicina humana y ciencias de la salud y se tendra en cuenta la
manipulacion y el manejo de desecho de las muestras sobre la cepa de
Streptococcus mutans de acuerdo con el manual de bioseguridad en el
laboratorio de microbiologia durante la ejecucion del trabajo.

La ejecucion de este trabajo sigui6 los principios de la declaracién de Helsinki de
la asociacion médica mundial, adoptada por la 64° Asamblea General, (Fortaleza

— Brasil 2013).
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CAPITULO V. ANALISIS Y DISCUSION

5.1 Analisis descriptivo

Este estudio experimental (in vitro) se llevo a cabo en el laboratorio central de la
universidad alas peruanas, uno de los propoésitos fue evaluar el efecto
antibacteriano de la Punica granatum (granada) en sus disoluciones de 25 %,
50%, 75% y 100 % sobre el Streptococcus ATCC 27175, también se utilizd un

grupo control que fue la clorhexidina ala 0,12%.
Tabla 2

Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicién) del extracto etandlico de
Punica granatum (granada) al 25% sobre el crecimiento de Streptococcus

Mutans (ATCC 25175)

Desviacion

0 . L L.
25% N Media estandar Minimo Maximo Me

H24 10,00 16,57 0,24 16,13 16,88 16,63
H48 10,00 12,99 0,18 12,75 13,13 13,13
H72 10,00 12,99 0,16 12,75 13,25 12,94

Fuente: Base de datos

Al evaluar los halos de inhibicion se evidencia que el extracto etandlico de Punica
granatum al 25%, presenta una media de 16,57+0,24 a las 24 horas, a diferencia de las

48 y 72 horas, con halos de inhibicién de 12,99+0,18 y 12,99+0,16 respectivamente.
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Grafico 1. Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicién) del extracto etandlico de

Punica granatum (granada) al 25% sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans

(ATCC 25175)

Tabla 3

Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicién) del extracto etandlico de
Punica granatum (granada) al 50% sobre el crecimiento de Streptococcus

Mutans (ATCC 25175)

Desviacion
50% N Media estandar Minimo Méaximo Me
H24 10,00 20,80 0,33 20,38 21,38 20.75
Ha8 10,00 15,64 0,28 15,13 16,00 1575
H72 10,00 15,78 0,08 15,63 15,88 15.75

Fuente: Base de datos
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Al evaluar los halos de inhibicion se evidencia que el extracto etandlico de Punica

granatum al 50%, presenta una media de 20.80+0,33 a las 24 horas, a diferencia de las
48 y 72 horas, con halos de inhibicién de 15,64+0,28 y 15,78+0,08 respectivamente.

grupe: 50%
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Grafico 2. Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicién) del extracto etanélico de

Punica granatum (granada) al 50% sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans

(ATCC 25175)

Tabla 4

Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicion) del extracto etanodlico de

Punica granatum (granada) al 75% sobre el crecimiento de Streptococcus

Mutans (ATCC 25175)
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Desviacion

75% N Media estandar Minimo Maximo Me
H24 10,00 22,15 0,23 21,75 22,50 2213
H48 10,00

17,44 0,30 17,13 17,88 1738
H72 10,00 17,18 0,09 17,00 17,25 17,19

Fuente: Base de datos

Al evaluar los halos de inhibicion se evidencia que el extracto etandlico de Punica
granatum al 75%, presenta una media de 22,15+0,23 a las 24 horas, a diferencia de las
48 y 72 horas, con halos de inhibicién de 17,44+0,30 y 17,18+0,09 respectivamente.

Valor

grupo: 75%

23,00
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21 00
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Grafico 3. Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicion) del extracto etandlico de

Punica granatum (granada) al 75% sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans

(ATCC 25175)
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Tabla 5

Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicion) del extracto etandlico de
Punica granatum (granada) al 100% sobre el crecimiento de Streptococcus

Mutans (ATCC 25175)

Desviacion
100% N Media estandar Minimo Maximo Me
H24 10,00 26,79 0,10 26,63 26,88 26,82
H438 10,00 21,82 0,25 21,50 22,25 21,76
H72 10,00 21,34 0,18 21,13 21,63 21,38

Fuente: Base de datos

Al evaluar los halos de inhibicion se evidencia que el extracto etandlico de Punica
granatum al 100%, presenta una media de 26,79+0,10 a las 24 horas, a diferencia de
las 48 y 72 horas, con halos de inhibicion de 21,82+0,25 y 21,34+0,18 respectivamente.

grupo: 100%

o 24
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Grafico 4. Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica granatum
(granada) al 100% sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

62



Tabla 6

Efecto antibacteriano in vitro (halo de inhibicion) del control positivo sobre el

crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

Control Desviacion

+ N Media estandar Minimo Maximo Me
H24 4,00 31,69 0,16 31,50 31,88 31,69
H438 4,00 31,69 0,16 31,50 31,88 31,69
H72 4,00 31,69 0,16 31,50 31,88 31,69

Fuente: Base de datos

grupo: CONTROL +
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Grafico 5. Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicion) del control positivo sobre el

crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)
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5.2. Andlisis inferencial

Tabla 7

Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicién) del extracto etandlico de

Punica granatum (granada) a las 24 horas sobre el crecimiento de Streptococcus

Mutans (ATCC 25175)

Desviaci6
n

H24 N Media estandar  Minimo Méaximo Me p*
25% 10,00 16,57 0,24 16,13 16,88 16,63 0,000
50% 10,00 20,80 0,33 20,38 21,38 20,75
75% 10,00 22,15 0,23 21,75 22,50 22,13
100% 10,00 26,79 0,10 26,63 26,88 26,82
Control
+ 4,00 31,69 0,16 31,50 31,88 31,69

*Prueba de Kruskall Wallis (p<0,05)

Para evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica

granatum a las 24 horas, se realiz6 la medicién de los halos de inhibicion, donde

se evidencia la mayor medicion en la concentracion al 100% (26,79+0,10),

cercana al control positivo, con una media de 31,69+0,16. EL menor promedio

de halo de inhibicion se presentod en la concentracion al 25% (16,57+0,24). Para

establecer si existe diferencias en el efecto entre las diferentes concentraciones,

se aplico la prueba de Kruskall Wallis, donde se obtuvo un valor p=2,573E-08

determinandose que al menos uno de los grupos es diferente.

64



35,00

30,00

H24

25,00

20,00

15,00

T T T T T
25% 50% 75% 100% CONTROL +

grupo

Grafico 6. Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicion) del extracto etandlico de
Punica granatum (granada) a las 24 horas sobre el crecimiento de Streptococcus
Mutans (ATCC 25175)

Tabla 8

Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicion) del extracto etanodlico de
Punica granatum (granada) a las 48 horas sobre el crecimiento de Streptococcus

Mutans (ATCC 25175)

Desviacio
n

H48 N Media estdndar Minimo  Maximo Me p*
25% 10,00 12,99 0,18 12,75 13,13 1313 0,000
50% 10,00 15,64 0,28 15,13 16,00 15,75
75% 10,00 17,44 0,30 17,13 17,88 17.38
100% 10,00 21,82 0,25 21,50 22,25 21,76
Control
+ 4,00 31,69 0,16 31,50 31,88 31,69

*Prueba de Kruskall Wallis (p<0,05)

Para evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandélico de Punica
granatum a las 48 horas, se realizé la medicién de los halos de inhibicion, donde

se evidencia la mayor mediciéon en la concentracién al 100% (21,79+0,25),
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cercana al control positivo, con una media de 31,69+0,16. EL menor promedio
de halo de inhibicion se presento6 en la concentracién al 25% (12,99+0,18). Para
establecer si existe diferencias en el efecto entre las diferentes concentraciones,
se aplico la prueba de Kruskall Wallis, donde se obtuvo un valor p=2,454E-08

determinandose que al menos uno de los grupos es diferente.
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H48
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25% 50% 9% 100% CONTROL +

grupo

Grafico 7. Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicién) del extracto etandlico de
Punica granatum (granada) a las 48 horas sobre el crecimiento de Streptococcus
Mutans (ATCC 25175)

Tabla 9

Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicion) del extracto etandlico de
Punica granatum (granada) a las 72 horas sobre el crecimiento de Streptococcus

Mutans (ATCC 25175)
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Desviacio

n
H72 N Media estandar Minimo Maximo Me p*
25% 10,00 12,99 0,16 12,75 13,25 12,94 0,000
50% 10,00 15,78 0,08 15,63 15,88 15,75
75% 10,00 17,18 0,09 17,00 17,25 17,19
100% 10,00 21,34 0,18 21,13 21,63 21,38
Control + 4,00 31,69 0,16 31,50 31,88 31,69

*Prueba de Kruskall Wallis (p<0,05)

2,40056467907773E-08
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H72
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Grafico 8. Efecto antibacteriano in vitro (halo de inhibicién) del extracto etandlico de
Punica granatum (granada) a las 72 horas sobre el crecimiento de Streptococcus

Mutans (ATCC 25175)

67



Tabla 10

Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicion) del extracto etandlico de
Punica granatum (granada) al 25% sobre el crecimiento de Streptococcus

Mutans (ATCC 25175)

Desviacio
25% N Media n Minimo Maximo Me
estandar p*
H24 10 16,57 0,24 16,13 16,88 16,63 0,000
H48 10 12,99 0,18 12,75 13,13 13,13
H72 10 12,99 0,16 12,75 13,25 12,94

*Prueba de Friedman, p<0,00

Para determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de Punica
granatum al 25%, se realiz6 la medicién de los halos de inhibicion, en 3
momentos, 24, 48 y 72 horas, donde se evidencia la mayor medicion en la
concentracion a las 24 horas (16,57+0,24), Para establecer si existe diferencias
en el efecto entre los diferentes momentos, se aplico la prueba no paramétrica
de Friedman, donde se obtuvo un valor p=0,00029 determinandose que al

menos uno de los momentos de medicidn es diferente.

Tabla 11

Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicion) del extracto etandlico de
Punica granatum (granada) al 50% sobre el crecimiento de Streptococcus

Mutans (ATCC 25175)

Desviaci6
50% N Media n Minimo Maximo Me
estandar p*
H24 10 20,8 0,33 20,38 21,38 20,75 0,000
H48 10 15,64 0,28 15,13 16 15,75
H72 10 15,78 0,08 15,63 15,88 15,75

*Prueba de Friedman, p<0,00
0,000335462627902512
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Para determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica
granatum al 50%, se realiz6 la medicién de los halos de inhibicién, en 3 momentos, 24,
48y 72 horas, donde se evidencia la mayor medicion en la concentracion a las 24 horas
(20,8+0,33), Para establecer si existe diferencias en el efecto entre los diferentes
momentos, se aplicé la prueba no paramétrica de Friedman, donde se obtuvo un valor
p=0,00033 determindndose que al menos uno de los momentos de medicion es

diferente
Tabla 12

Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicién) del extracto etandlico de
Punica granatum (granada) al 75% sobre el crecimiento de Streptococcus

Mutans (ATCC 25175)

Desviaci6
75% N Media n Minimo Maximo Me
estandar p*
H24 10 22,15 0,23 21,75 22,5 22,13 0,000
H48 10 17,44 0,3 17,13 17,88 17,38
H72 10 17,18 0,09 17 17,25 17,19

*Prueba de Friedman, p<0,00
0,000240369476419514

Para determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de Punica
granatum al 75%, se realizd la medicion de los halos de inhibicién, en 3
momentos, 24, 48 y 72 horas, donde se evidencia la mayor mediciéon en la
concentracion a las 24 horas (22,15%0,24), Para establecer si existe diferencias
en el efecto entre los diferentes momentos, se aplicé la prueba no paramétrica
de Friedman, donde se obtuvo un valor p=0,00024 determinandose que al

menos uno de los momentos de medicién es diferente
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Tabla 13

Efecto antibacteriano in vitro (halos de inhibicién) del extracto etandlico de
Punica granatum (granada) al 100% sobre el crecimiento de Streptococcus

Mutans (ATCC 25175)

Desviacio
100% N Media n Minimo Maximo Me

estandar p*
H24 10 26,79 0,1 26,63 26,88 26,82 0,000
H48 10 21,82 0,25 21,5 22,25 21,76
H72 10 21,34 0,18 21,13 21,63 21,38

*Prueba de Friedman, p<0,00
0,0000453999297624849

Para determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de Punica
granatum al 100%, se realiz6 la mediciébn de los halos de inhibicion, en 3
momentos, 24, 48 y 72 horas, donde se evidencia la mayor medicion en la
concentracion a las 24 horas (26,57+0,1), Para establecer si existe diferencias
en el efecto entre los diferentes momentos, se aplicé la prueba no paramétrica
de Friedman, dOonde se obtuvo un valor p=0,00045 determinandose que al

menos uno de los momentos de medicién es diferente
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Grafico 9. Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Punica granatum
(granada) sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

5.3. Comprobacion de hipoétesis, técnicas estadisticas

Tabla 14

Prueba de Normalidad para determinar la distribucion de los datos cuantitativos

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico Gl Sig.
H24  25% 925 10 ,397
50% ,943 10 ,582
75% ,965 10 ,840
100% ,782 10 ,009
CONTROL + 995 4 983
H48  25% ,685 10 ,001
50% ,849 10 ,056
75% ,863 10 ,084
100% ,901 10 ,223
CONTROL + ,995 4 ,983
H72  25% ,903 10 ,236
50% ,793 10 ,012
75% 779 10 ,008
100% ,905 10 ,249
CONTROL + ,995 4 ,983
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Se plantean las siguientes hipotesis estadisticas:

Ho: Los datos siguen una distribucién normal

Ha: Los datos no siguen una distribucion normal

Regla: si p<0,05 Rechazo Ho

Se determiné la distribucion de los datos, a través de la prueba de normalidad
de Shapiro Wilks, donde los grupos de la concentracion al 100% a las 24 horas,
25% a las 48 horas, 50% y 75% a las 72 horas, mostraron no seguir una

distribucién normal, por lo que se utilizaran pruebas no paramétricas.

Tabla 15

Prueba de Kruskall Wallis, para determinar diferencias entre las diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Punica granatum (granada) a las 24

horas sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

Estadisticos de prueba®®

H24
Chi-cuadrado 41,091
Gl 4
Sig. Asintética ,000

a. Prueba de Kruskall Wallis

b. Variable de agrupacion: grupo

Se plantean las siguientes hipoétesis estadisticas:

Ho: No existe diferencias entre las concentraciones del extracto etandlico de

Punica granatum a las 24 horas

Ha: Existe diferencias en al menos una de las concentraciones del extracto

etandlico de Punica granatum a las 24 horas
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Se realizé la prueba de Kruskall Wallis, donde se obtuvo un valor p=0,000,
rechazando la Ho, y concluyendo que existe diferencias en al menos una de las

concentraciones.
Tabla 16

Comparaciones multiples para determinar diferencias entre las diferentes
concentraciones del extracto etanélico de Punica granatum (granada) a las 24

horas sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

Muestra 1-Muestra 2 dlim:udr:’f:aiage E:::: DE;:' cimn?rii:ttei!m Sig. Sig. ajust.

25%-50% -10,000 5,736 -1,743 081 813
25%-75% -20,000 5,736 -3,487 000 005
25%-100% -30,000 5,736 5230 000 000
25%-CONTROL + -37,000 7,588 -4.876 000 000
30%-73% -10,000 5,736 -1,743 081 813
50%-100% -20,000 5,736 -3,487 000 005
50%-CONTROL + -27,000 7,588 -3,558 000 004
75%-100% -10,000 5,736 -1,743 081 813
75%-CONTROL + -17,000 7,588 -2,240 025 2581
100%-CONTROL + -7,000 7,588 - 822 356 1,000

Cada fila prueba la hipdtesis nula de que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son
las mismas.

Se muestran las significaciones asintdticas (pruebas bilaterales). El nivel de significacidn es |
0s.
Los valores de significacidn se han ajustado mediante la correccidn de Bonferroni para varias

Para determinar las diferencias entre las concentraciones, se realizaron
comparaciones multiples por pares a través de la Prueba de Dunn Benforroni,

donde se evidencia que el extracto al 25% presenta diferencias estadisticamente
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significativas con las otras concentraciones y los grupos del 75%, 100% y control

positivo son similares a las 24 horas.

Tabla 17

Prueba de Kruskall Wallis, para determinar diferencias entre las diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Punica granatum (granada) a las 48

horas sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

Estadisticos de prueba?®

H48
41,190

Gl 4
Sig. Asintética

Chi-cuadrado

,000

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: grupo

Tabla 18

Comparaciones multiples para determinar diferencias entre las diferentes
concentraciones del extracto etanélico de Punica granatum (granada) a las 48

horas sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)
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Muestra 1-Muestra 2 dlzem:ndrits:ia[;e E:::: DE;:' [:Emn?rigtt;m Sig. Sig. ajust.

25%-50% -10,000 5729 -1,745 081 809
25%-75% -20,000 5,728 -3,49 ,0on 005
25%-100% -30,000 5729 -5,236 ,0on 000
25%-CONTROL + -37,000 ¥.a74 -4 832 ,0oo 000
50%-75% -10,000 5728 -1,745 081 809
a0%-100% -20,000 5,728 -3,49 oo 005
50%-CONTROL + -27,000 7,578 -3,562 ,0aoa 004
75%-100% -10,000 5,728 -1,745 081 809
75%-CONTROL + -17,000 7,579 -2,243 025 249
100%-CONTROL + -7,000 7.a74 -824 356 1,000

Cada fila prueba |a hipdtesis nula de que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son
Se muestran las significaciones asintdticas (pruebas hilaterales). El nivel de significacidn es |

Los valores de significacidn se han ajustado mediante la correccidn de Bonferroni para varias

Tabla 19

Prueba de Kruskall Wallis, para determinar diferencias entre las diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Punica granatum (granada) a las 72
horas sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)
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Estadisticos de prueba®®

H72
Chi-cuadrado 41,237
Gl 4
Sig. Asintética ,000

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacién: grupo

Tabla 20
Comparaciones multiples para determinar diferencias entre las diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Punica granatum (granada) a las 72

horas sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

Muestra 1-Muestra 2 dim:ndrits:i;[;e E:::: DE;:' [:Eﬂntarigstim Sig. Sig. ajust.

25%-50% -10,000 5726 -1,746 081 807
25%-75% -20,000 5726 -3,493 000 005
25%-100% -30,000 5726 -5,230 000 000
25%-CONTROL + -37,000 7,675 -4.835 000 000
50%-75% -10,000 5726 -1,746 081 807
50%-100% -20,000 5728 -3,493 ,000 005
50%-CONTROL + -27,000 7,575 -3,565 000 004
75%-100% -10,000 5726 -1,746 081 807
75%-CONTROL + -17,000 7,575 -2,244 025 248
100%-CONTROL + -7,000 7675 -924 355 1,000

Cada fila prueha la hipdtesis nula de que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son
Se muestran las significaciones asintdticas (pruebas hilaterales). El nivel de significacidn es |
0s.

Los valores de significacion se han ajustado mediante |la correccidn de Bonferroni para varias
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Tabla 21

Prueba de Friedman, para determinar diferencias entre los diferentes momentos
de evaluacion del extracto etandlico de Punica granatum (granada) al 25% sobre

el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

Estadisticos de prueba?
25% N 10
Chi-cuadrado 16,27
0
Gl 2
Sig. asintotica 000

a. Prueba de Friedman

Se plantearon las siguientes hipétesis estadisticas:

Ho: No existen diferencias entre los momentos de evaluacién del extracto

etandlico de Punica granatum al 25%

Ha: Existe diferencias en al menos uno de los momentos de evaluacion del

extracto etandlico de Punica granatum | 25%

Para determinar si existen diferencias entre los momentos de evaluacion, se
realizé la Prueba de Friedman, donde se determiné que existe diferencias en al

menos un momento, con un valor p=0,000.

Tabla 22

Comparaciones multiples para determinar diferencias entre los diferentes
momentos de evaluacion del extracto etandlico de Punica granatum (granada) al

25% sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)
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Estadistico Error Desv. Estadistico . . .
Muestra 1-Muestra 2 de contraste Error de contraste Sig. Sig. ajust.
H48-H72 -100 A47 =224 823 1,000
H48-H24 1,550 447 3,466 001 ooz
H72-H24 1,450 Ad7 3,242 001 004

Cada fila prueba |a hipdtesis nula de que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son
Se muestran las significaciones asintdticas (pruebas hilaterales). El nivel de significacidn es |
0s.

Los valores de significacion se han ajustado mediante |a correccidn de Bonferroni para varias

Se realizaron comparaciones multiples, concluyéndose que la medicién de los halos
de inhibicion del extracto etandlico de Punica granatum al 25% a las 24 horas, difieren
de las 48 y 72 horas, siendo estas similares.

Tabla 22

Prueba de Friedman, para determinar diferencias entre los diferentes momentos
de evaluacion del extracto etanolico de Punica granatum (granada) al 50% sobre

el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

Estadisticos de prueba?

50% N 10
Chi-
cuadrado 16,000
Gl 2
Sig. 000
asintética

a. Prueba de Friedman

Tabla 23
Comparaciones multiples para determinar diferencias entre los diferentes

momentos de evaluacion del extracto etandlico de Punica granatum (granda) al

50% sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)
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Estadistico Error  Desv. Estadistico . . .
LIt e il de contraste Error de contraste <l R
H48-H72 -,200 447 - 447 G55 1,000
H48-H24 1,600 447 3,578 000 001
H72-H24 1,400 447 3,130 002 005

Cada fila prueba la hipdtesis nula de que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son
las mismas. o _ S _ _ o _
Se muestran las significaciones asintdticas (pruebas hilaterales). El nivel de significacidn es |

Los valares de significacidn se han ajustado mediante la correccidn de Bonferroni para varias

Tabla 24

Prueba de Friedman, para determinar diferencias entre los diferentes momentos
de evaluacion del extracto etandlico de Punica granatum (granada) al 75% sobre

el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

Estadisticos de prueba?

75% N 10
Chi- 16,66
cuadrado 7
Gl 2
Sig. ,000
asintotica

a. Prueba de Friedman

Tabla 25

Comparaciones multiples para determinar diferencias entre los diferentes
momentos de evaluacion del extracto etandlico de Punica granatum (granada) al

75% sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)
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Estadistico Error Desv. Estadistico . . .
Muestra 1-Muestra 2 de contraste Error de contraste Sig. Sig. ajust.
H72-H48 00 A47 1,118 264 781
H72-H24 1,750 447 3,813 000 .0oo
H48-H24 1,250 Ad47 2,795 004a 016

Cada fila prueha la hipdtesis nula de que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 saon
las mismas.

Se muestran las significaciones asintdticas (pruebas hilaterales). El nivel de significacian es |
0.

Los valores de significacion se han ajustado mediante la correccidn de Bonferroni para varias

Tabla 26

Prueba de Friedman, para determinar diferencias entre los diferentes momentos
de evaluacion del extracto etandlico de Punica granatum (granada) al 100%

sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

Estadisticos de prueba?

100% N 10
Chi- 20,00
cuadrado 0
Gl 2
Sig.
asintotica 000

a. Prueba de Friedman

Tabla 27

Comparaciones multiples para determinar diferencias entre los diferentes
momentos de evaluacion del extracto etandlico de Punica granatum (granada) al

100% sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans (ATCC 25175)
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Estadistico Error Desv. Estadistico . . .
Muestra 1-Muestra 2 de contraste Error de contraste Sig. Sig. ajust.
H72-H48 1,000 A47 2,236 025 076
H72-H24 2,000 Aa7 4472 o0n ooo
H48-H24 1,000 447 2,236 025 076

Cada fila prueba la hipdtesis nula de que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son
las mismas. o _ o _ _ o _
Se muestran las significaciones asintdticas (pruebas hilaterales). El nivel de significacion es |

Los valores de significacidn se han ajustado mediante la correccidn de Bonferroni para varias

5.4. Discusion

En esta investigaciéon buscamos determinar el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de Punica granatum en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100 %
sobre una cepa de Streptococcus mutas (ATCC 25175).

El uso de la medicina herbaria data de muchos afios y ha sido empleada para
curar enfermedades de diferente indole, por este motivo se han realizado
estudios cientificos de algunas plantas que han demostrado tener gran
efectividad en la salud , como la granada, usada en la medicina tradicional y que
estudios han demostrados que tienen propiedades (antioxidantes vy
antinflamatorias), también se ha demostrado su actividad anticancerigena;
ademas en el estudio realizado por HEMANI K, GHEENAS S (2018) buscando
determinar la mayor actividad antimicrobiana entre extracto de semilla y cascara
de granada sobre en 8 microrganismos, se concluyé que el extracto de la
cascara de granada tiene mayor actividad antimicrobiano; la gran cantidad de
flavonoides y taninos encontrados en la cascara tiene una alta actividad

antioxidante y también es utilizada como tratamiento en la disenteria, diarrea,
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acidosis hemorragias, ademas tiene un buen efecto antibacteriano y antifingico,
tiene propiedades fotoquimicas que se encuentran presentes en diferentes
partes de la planta y los principales fitoquimicos son los polifenoles (anillos
fendlicos con multiples hidroxilos grupales) los polifenoles incluyen: flavonoides,
taninos condensados, taninos hidrosolubles estos se encuentran en las
cascaras membranas y medulas , los taninos hidrosolubles son polifenoles
predominantes que se encuentran en el jugo de granada y representan un 92%
se su actividad antioxidante, la granada contiene vitamina K que ayuda a la
coagulacion, enfermedad cardiaca y también previene trastornos digestivos,
contiene fibra que ayuda a reducir el colesterol reduciendo el riesgo de
enfermedad coronaria, Contiene vitamina C que beneficia la circulacién.1?13.15

Las propiedades antibacterianas y antimicrobianas de Punica granatum han sido
ampliamente estudiado y demostrado por varios cientificos de todo el mundo.
Por lo tanto, el efecto antibacteriano y los atributos antimicrobianos de Punica
granatum pueden ser aplicado en el campo de la odontologia, para que a partir

de ello podamos tener medios profilacticos.'®

El Streptococcus mutans es el principal agente de la caries dental, por este
motivo este estudio in vitro, tiene como finalidad, evaluar efecto antibacteriano
sobre Streptococcus mutans ATTCC 25175. La clorhexidina al 0,12% ha sido
considera un grupo de control en este estudio, Segun ESCAMILLA G, et al (2017)
esta posee un estandar e oro, es un antiséptico y desinfectante de amplio
espectro, pero puede producir efectos secundarios, como decoloraciéon del

esmalte, pigmentacion de restauraciones, mal sabor e irritacion en la mucosa
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oral, con esto queremos utilizar un producto natural a base de granada, ya que
no produce efectos secundarios.

Los resultados de nuestro estudio guardan relacion con lo expuesto por FARNAZ
H, et al.1® (2016) que concluyeron que el extracto hidroalcohdélico de cascara de
Punica granatum tiene efecto antibacteriano sobre la cepa Streptococcus
mutans, con una media de 17.5+/-0.41, lo que es similar a nuestros resultados,
ya que en nuestro estudio se descubrio que el extracto de Punica granatum tiene
efecto antibacteriano sobre la cepa de Streptococcus mutans; segun la escala
de duraffourd la cepa de Streptococcus mutans es sumamente sensible (+++),
con una media de 26.79+/-0,10. En lo que difiere de nuestros resultados, es que
el efecto maximo sobre Streptococcus mutans en la investigacion de Farnaz, fue
en las concentracion de 3.9 ml mientras que nuestro efecto maximo fue en la
concentracion de 5 ml al 100%, también la diferencia puede deberse a la

procedencia, cultivo y clima de la granada.'®

Los resultados del presente estudio fueron consistentes con los realizados por
ZANDISWA G, et al*” (2016) y GRAZIELLE M?*°, (2017) que también llegaron a
la conclusion que existe efecto antibacteriano del extracto etandlico de Punica
granatum sobre S. mutans. En la investigacion realizada por HEMANI K,
GHEENAS S (2018), buscaban evaluar la actividad antimicrobiana del extracto
de Punica granatum de semillas y cascara sobre patdgenos orales entre ellos el
Streptococcus mutans, obteniendo como resultado que la mayor actividad
antimicrobiana se observo en el extracto de cascara de Punica granatum con

una media de 18.5+/-0.4. en nuestro estudio comprobamos que la cascara de
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granada tiene efecto antibacteriano y al igual que este estudio promete ser

efectiva contra la caries.

El mayor efecto antibacteriano en este estudio, fue a las 24 horas, luego el efecto
descendio a las 48 y 72 horas, pero se mantuvo, esto determind su semejanza
al estudio realizado por BERNAL R, et al'® (2017), cuyo principal objetivo era
saber si el extracto hidroalcohdlico de la cascara de Punica granatum afectaba
en el crecimiento de Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus (ATCC
25923), bacterias Gram positivas, concluyeron que, a mayor concentracion de
extracto, el halo de inhibicion era mayor, y esto era a las primeras 24 horas,

luego el efecto disminuia en poca proporcion, lo mismo que nuestro estudio.

RAMOS A?2 (2017), realizo un estudio, para saber si el extracto de p. granatum
tenia un efecto sobre cepas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, se
midieron los halos de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas, concluyeron que a las
24 horas se visualizaron mejores resultados, con halos de inhibicion de 21. 30
mm en la concentracion de 90 %, mientras que en nuestro estudio obtuvimos
halos de imbibicion 26,79 mm al 100% siendo mayor que el estudio realizado
por RAMOS A, en lo que coincidimos fue que en ambos resultados el mayor
efecto antibacteriano fue a las horas 24 horas, tan igual al estudio de BERNAL

R. et al (2017).

SANKET K, et al?* (2018) EIl objetivo de este estudio es evaluar la eficacia
antimicrobiana del extracto de cascara de granada en concentraciones de 75 %
y 100% como grupo control se utilizé a la clorhexidina al 0,12% en los resultados

gue obtuvieron las concentraciones de extracto de cascara de granada al 100%,
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y el extracto de cascara de granada al 75% mostraron una reduccion significativa
en el recuento de colonias de Streptococcus mutans con una media de 17.47 y
15.39 respectivamente, al igual que nuestro estudio se obtuvo una reduccion de
las colonias, pero las medias de los mismos porcentajes fueron superiores, la
prueba de Dunn Benforroni, determino las concentraciones de extracto de
Punica granatum al 75% ,100% Yy el control positivo (clorhexidina 0,12%) son
iguales y el mayor efecto antibacteriano fue a las 24 horas. Ellos llegaron a la
conclusién que el extracto de cascara de granada se puede usar en lugar de la
como la clorhexidina, para evitar efectos secundarios, la media fue 15.92. Sin
embargo, en nuestro estudio la clorhexidina al 0,12% tuvo una media de 31.69

se requerira mas investigacion clinica.

El presente estudio puede servir como precedente para futuras investigaciones,
ya que presenta efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans, no es toxico.
La granada y sus compuestos derivados en este caso la cascara demostraron
su efectividad, no posee efectos secundarios ya que tiene origen natural, aunque
existe evidencia respecto a las propiedades antibacterianas entre otras, se

necesitan realizar investigaciones in vivo.
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CONCLUSION

e El efecto antibacteriano del extracto etandlico de cascara de Punica
granatum sobre el Streptococcus mutans se presentd en todas las
concentraciones.

e EI menor efecto antibacteriano fue en la concentracion de 25 % a las 72
horas respectivamente y su mayor efecto fue a las 24 horas.

e Al evaluar el efecto antibacteriano de Punica granatum al 50% se
evidencio temer un efecto antibacteriano, siendo mayor a las 24 horas y
el menor a las 72 horas.

e EIl mayor efecto antibacteriano fue al 100 % a las 24 horas, concluyendo
gue el mayor efecto antibacteriano se obtuvo a las 24 horas.

e En la prueba de Dunn Benforroni se evidencié que el extracto de Punica
granatum al 25% presenta diferencias con las otras concentraciones y las
concentraciones de 75 % 100% y el control positivo clorhexidina al 0,12%
son iguales estadisticamente a las 24 horas, demostrando tener un efecto
antibacteriano bueno.

e El extracto de cascara de Punica granatum, pueden ser utilizado como un
medio profilactico en lugar de productos comercialmente disponible,
como la clorhexidina, para evitar sus efectos secundarios. Sin embargo,
se requerird mas investigacibn en otros microorganismos orales y

también clinicamente.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar investigaciones aplicando la Punica granatum (in
vivo) experimentando con animales, para posteriormente ser utilizado en
humados y medir su eficacia, a través de profildcticos como enjuagues
bucales y dentifricos.

Se recomienda seguir con estudios de otras plantas o frutos, para obtener
medios naturales con los cuales se puedan prevenir enfermedades en la
cavidad oral.

Se recomienda realizar investigaciones aplicando el extracto etandlico de
Punica granatum en otros microorganismos orales y asi determinar su

efectividad.
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Instrucciones:

Consignar los datos obtenidos.
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ANEXO 02

DJ|{UNIVERSIDAD
(4@} itz |ALAS PERUANAS
FACULTAD DE MEDICINA HUMANAYY CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

Pueblo Libre, 17 de septiembre de 2019

Mg. Blga AQUIJE DAPOZZO, CARMEN LUISA
Jefa del Laboratorio Central de la Universidad Alas Peruanas

De mi consideracion:

Tengo el agrado de dirigirme a usted para expresarle mi respetuoso saludo y al
mismo tiempo presentarle a la egresada GUTIERREZ ABAD, KARINA, con
codigo 2009150208, de la Escuela Profesional de Estomatologia - Facultad de
Medicina Humana y Ciencias de la Salud -Universidad Alas Peruanas, quien
necesita recabar informacion en el area que usted dirige para el desarrollo del
trabajo de investigacion (tesis).

TiTULO: “EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE PUNICA GRANATUM (GRANADA) SOBRE
STREPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175)”

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

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

Atentamente,

IYNWERMDIID
IILIS PEAUANAS

FACULmD DE ton INA HUMAN r’lﬂvrm [ ALUD
}//L/ ¢/1 2 ;ggl
HsLémmyrAM 1 OCAMPO/GUABLOCHE

ESCUELA F’ROFhSIONAL DE ESTOMATOLOGIA

e AL —
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ANEXO 03

S—_ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

/‘./(/\', Universidad del Peris, DECANA DE AMERICA
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
Vi ECTORADO DE
oS MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la lucha contra la corrupcién y la impunidad”

CONSTANCIA N° 320-USM-2019

LA JEFE (e) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta con frutos), recibida de Karina Gutierrez Abad; estudiante de
la Universidad Alas Peruanas, ha sido estudiada y clasificada como: Punica granatum L3y
tiene la siguiente posicién taxondémica, segln el Sistema de Clasificacion de Cronquist
(1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: MYRTALES
FAMILIA: LYTHRACEAE
GENERO: Punica
ESPECIE: Punica granatum L

Nombre vulgar: “granada”
Determinado por: Dra. Joaquina Alban Castillo

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 07 de octubre de 2019

ewgee WL D

\i o
T Dra. Joaquimn Castillo
JEFE /(',E) DEL HERBA w)s (USM)

{

JAC/ddb
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ANEXO 05: FOTOGRAFIAS

Obrencion gel fruto ica provincla de Palpa

Preparacion del agar aipdcasa de soya:

Se peso an la balanza anaiftica y luego se diluyo
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Extracto de Punica granatum diluido con alcohol al 96°y se rotulo en
sus porcentajes 100% 75 %50% y 25%

Se prepar¢ los discos de papel filtro, donde se colocaron 10 ul de
cada concentracion con la ayuda de una pipeta
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Activacion del Streptococcus mutans y sembrado con el hisopo
liofilizado en el agar TSA enriguecido con sangre

Agar miuller Hinton pesado en la balanza analitica y
diluido con agua esteéril
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Agar TSA diluido y llevado a la autociave a 121° durante
15 minutos

Colocacion del agar TSA
enriquecido con sangre en las
placas Petni
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Presencia de Streptococcus Sembrado del

mutans diluido con cloruro de Streptococcus mutans en
sodio, hasta alcanzar la agar Miuller Hinton
turbidez de Mac Farland 0,5
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Lectura de los halos de inhibicién a las 24 horas
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Lectura de los halos de inhibicién a las 48 horas
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