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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo evaluar el efecto antibacteriano de la
Opuntia Sorehensii (Ayrampo), en diferentes concentraciones, sobre Ila
Porphyromona Gingivalis y comparar su efecto con dos grupos controles, uno de
Metronidazol y el otro de Amoxicilina mas Acido Clavulanico.

La poblacién de estudio estuvo constituido por cepas estandarizadas y certificadas
de Porphyromona Gingivalis, de acuerdo a férmula se establecié como tamafo
muestral cinco (5) unidades por cada grupo de estudio. Se estudié la Opuntia

Sorehensii en tres concentraciones, al 5%, 10% y 20%.

La técnica de recoleccion de datos que se utilizé fue la de Campo, observacion
laboratorial, como instrumento de investigacion se aplicO una Ficha de
Recoleccion de Datos Laboratorial. El tipo de investigacion aplicado fue
experimental y el disefio correspondid a un trabajo prospectivo, longitudinal,

laboratorial y comparativo.

Los resultados demostraron que la Opuntia Soherensii al 5% tuvo un efecto
antibacteriano sobre la Porphyromona gingivalis positivas y de accién muy leve. La
Opuntia Soherensii al 10% también resulté ser positivas pero de accién leve. La
Opuntia Soherensii al 20% tuvo un efecto positivo y de accion moderada.
Comparando estas tres concentraciones, tanto a las 24 como 48 horas de

aplicadas, la concentracion al 20% fue la mejor.

Comparando su accion antibacteriana del Opuntia Soherensii al 20% con el grupo
control, tanto a las 24 como 48 horas de aplicadas, el Opuntia Soherensii al 20%

presenta un efecto antibacteriano intermedio.
Palabras Clave:

Opuntia Soherensii. Efecto antibacteriano. Porphyromona Gingivalis.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the antibacterial effect of Opuntia Sorehensii
(Ayrampo) in different concentrations on Porphyromona Gingivalis and to compare
its effect with two control groups, one of Metronidazole and the other of Amoxicillin

plus Clavulanic Acid.

The study population consisted of standardized and certified strains of
Porphyromona Gingivalis, according to the formula was established as sample size
five (5) units for each study group. Opuntia Sorehensii was studied in three
concentrations, at 5%, 10% and 20%.

The technique of data collection that was used was the field, laboratory
observation, as a research instrument was applied a Data Sheet of Laboratory
Data. The type of applied research was experimental and the design corresponded

to a prospective, longitudinal, laboratory and comparative work.

The results showed that Opuntia Soherensii at 5% had an antibacterial effect on
Porphyromona gingivalis positive and very mild action. Opuntia Soherensii 10%
also proved to be positive but mild action. Opuntia Soherensii at 20% had a
positive and moderate effect. Comparing these three concentrations, at both 24

and 48 hours of application, the concentration at 20% was the best.

Comparing its antibacterial action of Opuntia Soherensii to 20% with the control
group, both at 24 and 48 hours of application, Opuntia Soherensii at 20% has an
intermediate antibacterial effect.

Keywords:

Opuntia Soherensii. Antibacterial effect. Porphyromone Gingivalis.



CAPITULO I

INTRODUCCION



1. TITULO:

EFECTO ANTIBACTERIANO DE OPUNTIA SOHERENSII (AYRAMPO) SOBRE
LA PORPHYROMONA GINGIVALIS. UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS.
AREQUIPA- 2016

2. PROBLEMA DE INVESTIGACION:

¢, Cual es el efecto antibacteriano de Opuntia Soherensii (Ayrampo) sobre la

porphyromona gingivalis?

3. AREA DEL CONOCIMIENTO:

A. AREA: Ciencias de la salud

B. CAMPO: Odontologia

C.ESPECIALIDAD: Periodoncia

D. LINEA: Microbiologia Periodontal,

E. TOPICO: Efecto antibacteriano de Opuntia Soherensii

4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL ESTUDIO:

El Pert posee una enorme variedad de plantas medicinales. Desde la antigiedad
se ha sabido sobre el beneficio de contar con sus propiedades para todo tipo de
dolencias e incluso para enfermedades crénicas. Tanto costa, sierra y selva
cuenta con una diversidad de plantas medicinales que no solo son tradicion sino
que poco a poco la ciencia va aceptando sus bondades curativas. Por los
beneficios que brindan muchas de ellas han sido estudiadas durante largos afos
y se ha descubierto sus multiples aplicaciones y bondades en el tratamiento de
enfermedades.
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Las plantas medicinales se han usado por varios siglos debido a sus propiedades
curativas y en la actualidad su demanda va aumentando por su valor natural
porque disminuye el riesgo de toxicidad a diferencia de los farmacos usados
comunmente por el personal de salud para combatir enfermedades; ademas, la
medicina tradicional a través de las plantas tienen mayor aceptacion por la
poblacion por su bajo valor econémico, por lo que han sido motivo de estudio
cientifico para su uso adecuado, tal es el caso de la Opuntia Soherensii
‘“AYRAMPQO?”, la cual tiene pocos trabajos de investigacion que indican sus
propiedades tales como antipirética, antiinflamatoria, antiviral y antibacteriana, que
se debe a su composicion fitoquimico (Betalainas, fenoles, taninos, flavonoides),
para ser usada en el campo odontolégico como complemento al tratamiento en
pacientes periodontales, por sus beneficios.

La presente investigacion contribuird con el conocimiento porque se podra difundir
sobre los beneficios de la mencionada planta medicinal disponible y cémo
utilizarla; alternativa terapéutica en atencién primaria de salud, por la actividad
antibacteriana de Opuntia Soherensii “AYRAMPQO” sobre la Porphyromona
Gingivalis, la cual permitird elegir una opcion natural para los tratamientos frente
esta bacteria que predomina en la enfermedad periodontal y de esta manera
favorecer en la calidad de vida del paciente.

5. OBJETIVOS:

- Determinar la actividad antibacteriana de Opuntia Soherensii al 5%, 10%
y 20% sobre la Porphyromona gingivalis.

- Determinar la actividad antibacteriana de la amoxicilina més &cido
clavulanico y metronidazol sobre la Porphyromona gingivalis.

- Comparar la actividad antibacteriana de Opuntia Soherensii al 5%, 10%
y al 20% sobre la Porphyromona gingivalis.

- Comparar la actividad antibacteriana de Opuntia Soherensii al 20% con
la amoxicilina mas acido clavulanico y metronidazol sobre la
Porphyromona gingivalis.
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CAPITULO II:

MARCO TEORICO
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A. MARCO TEORICO

1. AYRAMPO (Opuntia soherensii.)

1.1 Descripcion botanica de la Opuntia soherensii

Es una planta herbacea, pequefia, perenne. Es propia de zonas
calidas o templadas; las hojas con las que cuenta son modificadas y
reducidas a espinas que desempefian la funcién de proteccién
contra animales de pastoreo. Sus tallos son aplanados y ovoides,
carnosos, suculentos denominados cladiolos o pencas. El tamafio
varia de 13 a 20 cm cuya principal funcion es sintetizar alimentos
(por medio de la fotosintesis) y sobre todo almacenar agua. Sus
flores de color amarillo. Los frutos son bayas carnosas cuyas
semillas recubiertas de un tejido parengquimatoso contienen
abundante colorante del grupo de betalainas (color escarlata).
Cuando maduros se vuelven de color vinoso rojizo y son muy

jugosos de sabor ligeramente dulce. (28, 32)

1.2 Distribucion geogréafica de la Opuntia soherensii

El Ayrampo es una especie silvestre, originaria de los andes
peruanos, en los departamentos de Ayacucho, Apurimac, Arequipa
y Junin (pardo, 2002). Se desarrolla en laderas y cimas de cerros,
formando densas colonias, junto a torales y pajonales. (18, 32).
Se desarrolla bien a temperaturas 12 a 34°C, con un rango optimo
de 17°C a 23°C, y con una precipitacion promedio entre 400 a
800mm. Esta planta se desarrolla en suelos sueltos, arenosos
calcareos en tierras marginales y poco fértiles, superficiales,
pedregosos, caracterizando una amplia tolerancia edafica; sin
13



embargo los suelos altamente arcillosos y humedos no son
convenientes para el cultivo. Crece desde el nivel del mar hasta los
3000 m.s.n.m., alcanzando su mejor desarrollo entre los 1700 y
2500m.s.n.m, (28).

1.3 Ubicacion taxondémica.(32)

Reino: Plantae
Division: Antofitas

Clase: Dicotiled6neas

v
v
v
v' Orden: Opuntiales Cactaceales
v' Familia: Cactaceas

v' Género: Opuntia

v

Especie: Opuntia soherensii (Britton & Rose)
1.4 Composicion fisica de la Opuntia soherensii

1.4.1 PULPA: Porcién carnosa y representa el 72,8% del peso
(pepa mas pulpa) de la muestra. (18)

1.4.2 PEPA: El contenido de pepa en los frutos secos del
ayrampo representa el 27.2% (pepa mas pulpa), esta pepas
se encuentran recubiertas por un tejido parenquimatoso que
contiene el colorante en la pepa y esta representa el 3.5%
de la muestra (pepa mas pulpa) (18).

1.4.3 COLORANTE BRUTO: La cantidad de colorante representa
el 23,6% del peso total de la muestra seca.(18)
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1.5 Composicion quimica de la Opuntia soherensii

El fruto de las cactaceas posee un valor nutricional superior al de
otras frutas en varios de sus componentes: 100 g de la parte
comestible posee 58 a 66 unidades calédricas, 3 g de proteina, 0.20
Mg de grasas, 15.5 g carbohidratos, 30 yg de calcio, 28 ug de
fésforo y vitaminas (caroteno, niacina, tiamina, riboflavina y acido

ascorbico) (18).

Cuadro N°1. Composicion quimica del fruto de Ayrampo por cada 100 g.

de muestra humeda (28).

COMPOSICION CANTIDAD (g)
Agua 70.5¢
Grasas 12g9
Cenizas 159
Proteinas 89¢
Azucares 56¢g
Fibra 12 g
Vit. B1 0.1 mg
Vit. B2 0.32 mg
Vit. C 10.34 mg

1.6 Composicion fitoquimica de la Opuntia soherensii

Su composicion fitoquimico presenta betalainas, fenoles, taninos,
flavonoides excepto antocianinas. Uno de los factores del color
caracteristico de frutos del género Opuntia se debe a las betalainas,

pigmentos naturales hidrosolubles con nitrégeno en su estructura
15



que se sintetizan a partir del aminoacido tirosina. Ademas de dar
coloracion a los frutos que las contienen y poseer actividad
antioxidante, las betalainas son reconocidas por otras importantes
actividades bioldgicas, tales como la induccion de la quinona
reductasa, potente enzima de detoxificacion en la quimio
prevencion del cancer, y su actividad antiproliferativa de células de
melanoma maligno. (32)

Los frutos que contienen betalainas también poseen fenoles de
diferentes tipos, excepto antocianinas, pues estas dos clases de
pigmentos son mutuamente excluyentes. En algunas especies el
contenido de fenoles es mayor que el de betalainas, y en otras es lo
contrario. En varias especies del género Opuntia los valores de

fenoles totales fueron mayores que los de betalainas (7).

Cuadro N°2. Screening fitoquimico del extracto etanélico de las muestras

biolégicas (32).

REACCIONES op “’[‘;;fr:;gf{f"s‘ i
Compuestos Fenolicos

Reactivo de cloruro férrico +
Taninos

Solucion de gelatina 10% +
Flavonoides

Reactivo de Shinoda +
Alcaloides

Reactivo de Dragendorff ++
Reactivo de Mayer ++

Reactivo de Popoff -
Reactivo de Bertrand -
Aminoacidos libres

Reactivo de ninhidrina -
Triterpenoides y esteroides
Reactivo de Liebermann-Burchard -
Saponinas -
Azucares reductores
Reactivo de Fehling ++

Leyenda: (+) ligera reaccion positiva, (++) mediana reaccion positiva, (-) reaccién negativa

16



1.6.1 Fenoles

Los fenoles naturales presentan las mismas caracteristicas de
los fenoles sintético, lo que diferencia es que los naturales no
son toxicos y tiene una variedad de aplicaciones en diferentes
areas. Los fenoles C6H50H, son compuestos quimicos que
se encuentran ampliamente distribuidos en las frutas y

vegetales. (17)

El fenol en forma pura es un solido cristalino de color blanco-
incoloro a temperatura ambiente. El fenol es un alcohol que
puede sintetizarse mediante la oxidacion parcial del benceno.
Fenol, antiguamente llamado acido fénico o acido carbalico, es
un compuesto organico aromatico débilmente acido y se
asemeja a los alcoholes en su estructura. Los cristales
incoloros, y en forma de aguja, del fenol purificado tienen un
punto de fusion de 43 °C y un punto de ebullicién de 182 °C.
Cuando estan almacenados, los cristales se vuelven rosados y

finalmente rojizos. (17)

Los tres grupos mas importantes en los que se dividen los
compuestos fenolicos son: flavonoides, acidos fendlicos y
polifenoles. Quimicamente los fenoles pueden ser definidos
como substancias que poseen un anillo aromatico con uno o
mas grupos hidroxilo, incluyendo a sus derivados funcionales.
(21)

Su estructura se ha utlizado para disefiar derivados con
mayor actividad antibacteriana y menor toxicidad, sustituyendo
17



hidrégenos del anillo bencénico por radicales alquilicos o

hal6genos. (27)

La solubilidad del fenol es poca en agua ya que aunque

presentan el puente de hidrogeno, la proporcion de carbonos

con respecto a la cantidad de —OH es muy baja. (25)

16.1.1

1.6.1.2

Mecanismo de accion

Depende de las concentraciones. A  bajas
concentraciones tiene accion bacteriostatica; a
elevadas concentraciones es bactericida; inactiva de
forma irreversible sistemas enzimaticos esenciales
(oxidasas y deshidrogenasas de membrana),
desmorona la pared celular y precipita proteinas
celulares. Tiempo de accion oscila entre 15 -20

minutos. (27)

Espectro de actividad

Eficacia frente Gram positivas, Gram negativas y
hongos. Pseudomonas y algunas especies de hongos
son resistentes. Accion frente a virus lipidicos. Activo
frente a virus lipidicos. Tiene cierta actividad frente a
virus no lipidicos. La actividad esporicida es muy
limitada y exige temperaturas elevadas. La actividad
frente a micobacterias es moderada y varia segun la
formulacién. Su actividad esta modulada por cambios
moleculares que afectan el coeficiente de reparto

agua/octanol, tension superficial. (27)
18



1.6.1.3  Compuestos fendlicos

Los tres grupos mas importantes en los que se dividen
los compuestos fendlicos son: flavonoides, &acidos

fendlicos y polifenoles. (21)

1.6.1.3.1 Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes
en los vegetales, conocidos algunas veces como
antoxantinas; comprende un grupo amplio de
compuestos fenodlicos que aparecen de forma

espontanea en casi todas las plantas superiores. (32)

La actividad de los flavonoides como antioxidantes
depende de las propiedades redox de sus grupos
hidroxifendlicos y de la relacion estructural entre las
diferentes partes de la estructura quimica. Como
caracteristicas generales debemos sefalar su
solubilidad en el agua y el etanol, su caracter fendlico
y su intensa absorcion en la region ultravioleta y
visible del espectro debido a la presencia de

sistemas aromaticos y conjugados. (25)

1.6.1.3.1.1 Estructura quimica

Los flavonoides son compuestos de bajo peso
molecular que comparten un esqueleto comun
de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por
dos anillos de fenilos (A y B) ligados a travées
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de un anillo C de pirano (heterociclico. En
funcidn de sus caracteristicas estructurales se
pueden clasificar en: 1. Flavanos, como la
catequina, con un grupo -OH en posicion 3 del
anillo C. 2. Flavonoides, representados por la
guercitina, que posee un grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo -OH en posiciéon 3 del
anillo C. 3. Flavonas, como la diosmetina, que
poseen un grupo carbonilo en posicién 4 del
anillo C y carecen del grupo hidroxilo en
posicion C3. 4. Antocianidinas, que tienen
unido el grupo -OH en posicion 3 pero ademas
poseen un doble enlace entre los carbonos 3y
4 del anillo C. (15)

Flavonoide

L,

Antacianiding

Flavanol

OH

o

Flavanal

Fig. 1. Flavonoides. Estructura basica y tipos. (15)
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1.6.1.3.1.2 Beneficios de los flavonoides

Numerosos estudios describen los distintos
efectos bioldgicos atribuidos a los flavonoides
incluyendo la  actividad antibacteriana,
antifungica, antiviral, antiinflamatoria,
antipirético, espasmolitica, vasodilatadora,
antihipertensivo, antiagregante plaquetaria,
citotoxica,  antialérgica,  anticancerigena,
vasoprotectora, antioxidante, inhibicién del
crecimiento de tumores, protectores de la
mucosa gastrica, entre otras. Estos efectos se
han atribuido a su influencia sobre el
metabolismo del &cido araquidonico y se
relacionan principalmente con dos de las
actividades bioldgicas que los caracterizan y
gue han sido ampliamente descritas en
numerosos trabajos de investigacion (17,32):

a) Propiedades antioxidantes y/o captadores
de radicales libres.
b) Capacidad de interferir con la actividad de

distintos sistemas enzimaticos.

» Antiinflamatorios y analgésicos: Por sus
propiedades antiinflamatorias y analgésicas, se ha
utiizado para el tratamiento de ciertas
enfermedades como la artritis. Los taninos tienen

propiedades astringentes, vasoconstrictoras y
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antiinflamatorias, pudiéndose utilizar en el
tratamiento de las hemorroides. (17)

» Antimicrobianos: isoflavonoides, furanocumarinas
y estilbbenos han demostrado tener propiedades
antibacterianas, antivirales y antifungicas. (17)

» Antioxidantes: En las plantas los flavonoides
actian como antioxidantes. Durante afios se
estudio su efecto en el hombre, y recientemente se
ha concluido que tienen un efecto minimo o nulo en

el organismo humano como antioxidantes. (17)

1.7. Usos medicinales de Opuntia soherensii

El extracto acuoso de Opuntia soherensii, un producto natural
proveniente de la herbolaria medicamentosa tradicional con

antecedentes de uso en procesos febriles eruptivos (14).

Algunas de las versiones existentes del ayrampo, corresponde a la
categoria de remedio fresco, se emplea para calmar la fiebre, al
alivio de la conjuntivitis e incluso para la cura del sarampién y la
escarlatina. Son preparadas como agua de tiempo, en algunos
casos se emplean solo las semillas, de igual manera preparado
bien frio es utlizada para el lavado de ojos en caso de
conjuntivitis, a la que la suelen llamar mal de ojo, ademas es
utilizada para curar ulceras en la boca (aftas). A la infusion con
gue se la prepara, se le agrega media cucharadita de carbon de
lefia bien molido. Por otro lado el tratamiento de hernia, higado
irritado, Ulceras estomacales y erisipela, utilizaban la raiz. El
ayrampo contiene altos porcentajes de betalainas cuya actividad
antioxidante es vinculada con la actividad anticancerigena; hay

22



evidencia creciente de una poderosa actividad del fruto de
ayrampo. La actividad antioxidante también fue comprobada sobre
tumores de ovario, cervicales y vejiga in vitro e in vivo en ratones
con cancer de ovario con un extracto de fruto de cactus (Opuntia)
a la cual contribuirian las betalainas como principios activos mas
importantes. (32)

Estudios evaluaron su poder antibacteriano, dando como resultado
extraccion alcohdlica de los extractos del

que el Opuntia

soherensii  (ayrampo), presentaron actividad antibacteriana

significatica (>18mm) frente a las cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25933, Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomona

aureginosa ATCC 27853.

Tabla N°1. Promedio de los diametros de los halos de inhibicion de crecimiento
bacteriano del gel base con los extractos secos (obtenidos por extraccion
alcoholica) de Opuntia Soherensii (ayrampo) a una concentracion del 0.1%, 0.5%

y al 1%. (32)

Promedio de los diametros de los halos de Inhibicion de Crecimiento Bacteriano (mm)
Muestra Microorganismos
Extractos secos de los frutos en gel | Staphylococcus | Escherichia | Pseudomonas Candida
base aureus coli aeruginosa albicans
Opuntia soherensii (ayrampo) 0.1% 13 13 13 NP
Opuniia soherensii (ayrampo)  0.5% 14.3 16 15.3 NP
Opuniia soherensii (ayrampo) 1% 16 18 17 NP
Controles Staphylococcus | E chen't':h:’a Pseudamonas Cat;dr’da
aureus coli aeruginosa albicans
Gel base 0 0 0 0
TMP — SMX 25p/disco 376 336 4.6 NP
Ciprofloxacino 5 p/disco 313 33 376 NP
Fluconazol 25 pg/disco. NP NP NP 28

Leyenda: NP: No presento halo. Actividad antibacteriana significativa (>18 mm)
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2. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE PRODUCTOS NATURALES

En los Ultimos afios se han descubierto unos componentes organicos
responsables del “poder curativo de los alimentos de origen vegetal: los
fitoquimicos. Estos elementos constituyen realmente una farmacia
vegetal, siendo mucho de ellos sintetizados en la industria farmacéutica.
(12).

El género Opuntia aporta lipidos, proteinas, minerales, fibras,
aminoacidos, agentes antioxidantes (Vitamina C, compuestos fendlicos
y pigmentos Betalainicos). Existen estudios que el contenido de los
metabolitos del genero Opuntia mencionan los efectos beneficiosos de
los fenoles debido a que se relacionan con un diversidad de acciones,
como la prevencion del dafio oxidativo de ADN, lipidos y proteinas,
inhibicion de procesos inflamatorios e induccibn de enzimas

detoxificantes (22).

Uno de los mecanismos para la induccion de la resistencia es la
presion selectiva a la que se someten las bacterias, pero como el uso
de extractos vegetales es limitado, las bacterias no han desarrollado
mecanismos de resistencia en su contra. Entonces es posible que lo
extractos vegetales y aceites esenciales puedan inhibir el crecimiento

de cepas resistentes y multirresistentes. (10,32)

Las especias son reconocidas por estabilizar los alimentos frente al
deterioro microbiano. Esto puede ser observado cuando las especias
muestran inicialmente una alta carga microbiana y con el transcurrir del
tiempo el crecimiento microbiano se vuelve progresivamente mas lento
o totalmente suprimido dicha actividad depende de varios factores, que
incluyen(32):
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El tipo de especias.
Composicion y concentracion de las especias.
Especie microbiana y su nivel de incidencia.

Composicion del sustrato.

YV V. V V V

Condiciones de transformacion y almacenamiento.

El mecanismo exacto de accion antibacteriana de las especias, y sus
derivados aun no esta claro. Aunque algunas hipoétesis han sido dadas,
las cuales implican (32):

» Interacciones hidrofobicas y puentes de hidrogeno de los
compuestos fenolicos a las proteinas de membrana, seguido de
la particion en la bicapa lipidica.

» Alteracion de la permeabilidad de la membrana consecuente a su
expansion y mayor fluidez causando la inhibicién de las enzimas
incrustadas de la membrana.

» Interrupcién de la membrana.

A\

La destruccion del sistema de transporte de electrones.

» La perturbacion de la pared celular.

Generalmente, las bacterias Gram-negativas han sido reportadas de ser
mas resistentes que las bacterias Gram-positivas a los aceites
esenciales de efecto antimicrobiano, debido a los lipopolisacaridos de
su pared celular que pueden evitar que los compuestos activos lleguen

a la membrana citoplasmatica de bacterias Gram-negativa (32).

PORPHYROMONAS GINGIVALIS

Las bacterias anaerobias son aquellos gérmenes que sélo pueden
desarrollarse en ausencia de cantidades significativas de oxigeno (02)

y bajo condiciones de potenciales redox muy reducidos, por tanto son
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estrictos en cuanto a sus exigencias de medio ambiente. Las formas
vegetativas mueren cuando son expuestos al oxigeno molecular libre en
la atmosfera, aunque el grado de resistencia bajo estas condiciones es
variable (aerotolerancia). Los esporos bacterianos no son afectados por
tratarse de formas biolégicas metabolicamente inertes y con muy

escasa proporcion de agua en su composicion. (1)

La Porphyromona gingivalis es el segundo patégeno periodontal
probablemente mas estudiado y la Unica especie de Porphyromona que
produce &cido fenilacético como producto terminal de su metabolismo.
(11)

La bacteria Porphyromona gingivalis, un constituyente prominente del
biofilm subgingival maduro y un colonizador exitoso de la mucosa oral
(surco gingival), es reconocida como una de las bacterias periodonto

patdgenas mas prevalentes. (20)

En un estudio se recolectaron 134 muestras de pacientes que asistieron
a consulta tomado del surco gingival de las cuales 90 correspondian a
periodontitis, 36 a gingivitis y 8 a sanos, las muestras se tomaron con
conos de papel, se conservaron en un Eppendorf que contenia
tioglicolato y fueron incubadas en condiciones de anaerobiosis
respectivamente a 37°C durante 3 horas. Con este método, se realizo la
extraccion de las 134 muestras y se llevé a cabo la cuantificacion. En
los sanos se encontrd P. gingivalis en un 87,5% (7/8) de los pacientes y
ninguno amplificé para P. intermedia y A. actinomycetecomitans. En los
diagnosticados con periodontitis se encontrd P. gingivalis, P. intermedia,
A. actinomycetecomitans en un 86,7% (78/90), 57,7% (52/90) y 20%
(18/90), respectivamente. En pacientes con gingivitis, se encontro P.
gingivalis, P. intermedia, A. actinomycetecomitans en un 69,4% (25/36),
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11,1% (4/36) y 19,4% (7/36), respectivamente. Se puede concluir que la
bacteria Porphyromona gingivalis es la mas prevalente en la mucosa

oral tanto de pacientes sanos como enfermos. (16)

3.1 Descripcion

Porphyromonas gingivalis es una especie de bacilos Gram negativo
pequefio (cocobacilos), no esporulado, no mavil, anaerobio estricto,
asacarolitico, que forma colonias uniformes de coloracién verdosas,
pardas o negras que requiere de vitamina K y hemina para su
crecimiento en cultivo. Células de Porphyromona gingivalis tienen
un didmetro de 0.5-0.8uym por 1.0-3.5um de largo. Es considerado

un comensal en la cavidad oral. (5,16)

3.1 Taxonomia

El género Porphyromonas, especificamente la especie
Porphyromonas gingivalis, fue definido a partir del grupo
Bacteroides melanigogenicus dada la heterogenicidad genética de
este grupo, demostrada por Shah y Hardie, y Coykendall et al. (20)
Por medio de la técnica de hibridacion DNA-DNA, se propuso una
nueva especie, Bacteroides gingivalis para estas bacterias de
origen bucal. Luego, por la secuencia de rRNA de 16S,
Porphyromonas se alej6 genealdgicamente de Bacteroides y
Prevotella. Especies del género Porphyromonas se han encontrado

asociadas con hospederos humanos y/o animales (5).

3.2 Nutricién
Porphyromonas gingivalis es una especie proteolitica, asacarolitica,

anaerobia estricta, por lo que coloniza sitios en donde la tension de
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oxigeno es baja, pero en los cuales hay substratos abundantes en
nitrégeno. El ecosistema subgingival proporciona un medioambiente
ideal para esta especie, ya que, el potencial redox es bajo (y mas
bajo aun en sacos periodontales), y posee nutrientes endogenos

ricos en peptidos y aminoacidos. (5,9).

3.3 Factores de virulencia

La Porphyromona gingivalis no posee plasmidos o agentes capaces
de formar poros en las membranas celulares de las células objetivo;
pero tiene elementos con potencial de insercién. Como factores de
virulencia importantes para este microorganismo se encuentran las
fimbrias, Proteinasas y lipopolisacaridos que permiten la adhesiéon a
la superficie y llevar a cabo un proceso de quimiotaxis, alterando los
mecanismos de defensa. (5,16). Capsula de polisacarido. Son
barreras fisico-quimicas de la bacteria, dan proteccién contra la

desecacion y resistencia a la fagocitocis por los PMN neutrofilos. (6)

La Porphyromona gingivalis tiene una céapsula densa y amorfa de
aproximadamente 15 nm de espesor, alrededor de la membrana
exterior. Existe una fuerte relacion entre la encapsulaciéon de
Porphyromona gingivalis y la habilidad para funcionar como un
patogeno oral. Esta encapsulacion incrementa su resistencia a la
fagocitosis, resistencia al suero e induccion decrecida a los
leucocitos polimorfonucleares. Schiffer et al, postulan que esta
barrera fisica gruesa funciona como una mascara fisica para los
lipopolisacéaridos, impidiendo la activacion de la cascada del
complemento. La bacteria invasora se protege de esta manera de la

opsonizacion y fagocitosis (11).
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4 PORPHYROMONA GINGIVALIS Y SU RELACION CON LA
PERIODONTITIS

Una de las patologias mas comunes en la cavidad oral es la
periodontitis cronica, la cual presenta una etiologia bacteriana
predominante, siendo entre ellas, las que mas destacan P. gingivalis
AggregatibacterActinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Prevotela
intermedia, Treponema denticola, que son considerados como el grupo
agresivo en la lesion. Pero es la P. gingivalis la predominante en esta
patologia. En el Perl, segin MINSA, la enfermedad periodontal,
presenta una prevalencia de 85-87 %, no habiendo reportes de la
periodontitis cronica, la cual se presenta en personas por encima de los
40 afos. La bacteria una vez que llega a su habitad, se condiciona al
medio para vivir en condiciones de oxidoreduccion negativa, asi como
por su diversidad de factores de virulencia, rompe la homeostasis en el
surco, generando una destruccion continua y agresiva de los tejidos de
sostén del diente, llegando a degradar hueso y tejidos blandos. Esta
destruccibn va a generar signos clasicos como enrojecimiento
perisulcular, incremento de la profundidad del surco gingival, sangrado
al estimulo, movilidad de diversos grados, que con la cronicidad de la

lesion puede perderse la pieza dentaria. (24)

5 USO DE ANTIBIOTICOS CONVENCIONALES EN PERIODONCIA

El objetivo principal de toda terapia periodontal es preservar tantos
dientes como sea posible, retardando, deteniendo o revirtiendo la
destruccion periodontal y previniendo la recurrencia de la enfermedad.
(5). El tratamiento para la reduccion y eliminacion de P. gingivalis en la
periodontitis crénica y otras formas de periodontitis, se basa en la
remocién del Biofilm subgingival, por medio de la fase | del tratamiento
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periodontal, desbridamiento mecéanico raspado y alisado radicular. (24)
En general, el destartaje y el pulido radicular resuelven el proceso de
inflamacion, y detienen el curso de la periodontitis. Sin embargo, areas
problematicas como permanencia de sacos profundos, defectos 6seos y
furcaciones, no responden en forma Optima al desbridamiento mecanico

como Unica terapia (5).

5.1 Terapia antibiética sistémica

El concepto de terapia antibidtica periodontal considera tres
aspectos fundamentales: tipo de farmacos, especies de
microorganismos patdgenos, y caracteristicas del hospedero. Los
antibioticos de tipo sistémicos, penetran y afectan todos los nichos
ecologicos de los microorganismos de la cavidad oral en forma
total, de sitios enfermos y sanos. Esto podria ser una ventaja en
situaciones donde los periodontopatéogenos estan distribuidos a
través de la totalidad de la boca, como ha sido visto en algunos
pacientes, incluyendo sitios como el dorso de la lengua y las
amigdalas (5). Se indica la mejora de la fisioterapia del paciente, a
un nivel de control del indice de higiene oral a 20 %. Otro elemento
gue puede ayudar a mejorar el tratamiento es el uso de
antimicrobianos, ya sea locales como la clorhexidina al 0.12 %
aplicado dos veces por dia por un periodo de 10 a 14 dias, y
sistémicos como la amoxicilina de 500 mg y Acido clavulanico de
125 mg x 7 dias, amoxicilina de 500 mg y metronidazol de 500 mg
por 5-7 dias, fluoroquinolonas como la moxifloxacina en dosis de
400 mg x dia y la azitromicina de 500 mg por dia, en 3 dias
consecutivos via oral. Es fundamental que todo tratamiento
periodontal tenga una fase de mantenimiento periédico de cada 3
meses, para ver la evolucion de la lesion y hacer monitoreo del
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marcador microbiolégico de P. gingivalis, ya que su presencia
podria indicar riesgo de una posible recidiva de la patologia. (19,24)
Varios regimenes de antibidticos sistémicos, incluyendo el uso de
tetraciclina; amoxicilina; metronidazol o combinacion de amoxicilina
y metronidazol, han sido probados como terapia adjunta al
tratamiento mecanico de N pacientes con "dificultad" para tratarlos y
en sujetos con formas agresivas de periodontitis, obteniéndose

positivos resultados en el manejo de dichas patologias. (5)

5.1.1 Amoxicilina + Ac. Clavulanico

Es un antibidtico que elimina las bacterias que causan las
infecciones. Contiene dos farmacos diferentes llamados
amoxicilina y acido clavulanico. La amoxicilina pertenece al
grupo de medicamentos conocido como “penicilinas” que a
veces puede perder su eficacia (se inactiva). El otro
componente (acido clavulanico) evita que esto ocurra.
Funciona al detener el crecimiento de las bacterias. El &cido
clavulanico pertenece a una clase de medicamentos
llamados inhibidores de beta-lactamasa. Funciona al evitar

gue las bacterias destruyan la amoxicilina.(13)

Los antibidticos beta-lactamicos como la amoxicilina son
bactericidas. Actuan inhibiendo la Ultima etapa de la sintesis
de la pared celular bacteriana uniéndose a unas proteinas
especificas llamadas PBPs (Penicillin-Binding Proteins)
localizadas en la pared celular. Al impedir que la pared
celular se construya correctamente, la amoxicilina ocasiona,

en ultimo término, la lisis de la bacteria y su muerte. (13)
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5.1.2 Metronidazol

Es un antibiotico y antiparasitario del grupo de
los nitroimidazoles. Inhibe la sintesis del acido nucleico y es
utilizado para el tratamiento de las infecciones provocadas

por protozoarios y bacterias anaerébicas. (13)

Tiene accion bactericida, inhibiendo los microorganismos
sensibles en fase de crecimiento. EI metronidazol penetra
en las células bacterianas por difusion pasiva, siendo
activado por un proceso de reduccién, en aquellas células
gue poseen un sistema enzimatico adecuado, como son las
bacterias anaerobias. De la reduccion del metronidazol
resultan metabolitos activos que dafian el ADN de la
bacteria, causando su muerte. Las bacterias aerobicas
tienen escaso poder reductor lo que explica la inactividad

del farmaco frente a las mismas. (13)

6 METODO DE EXTRACCION

6.1 Maceracion

Se entiende por maceracion al contacto prolongado durante cierto
tiempo de la droga con el menstruo, circulando a través en todas las
direcciones y sentidos y disolviendo sus principios activos hasta
producirse una concentracion en equilibrio con la del contenido
celular. Es el procedimiento de extracciébn mas simple, al conjunto de
droga mas solvente se lo protege de la luz, para evitar posibles
reacciones y debe agitarse continuamente (tres veces por dia,

aproximadamente); el tiempo de maceracioén que oscilan entre cuatro
32


https://es.wikipedia.org/wiki/Nitroimidazol

y diez dias. A partir de este método no se consigue el agotamiento

de las sustancias extraidas. “Cuanto mayor sea la relacion entre el

liquido extractivo y la droga, tanto mas favorable sera el rendimiento”.

(4)

6.1.1

Etanol

Los solventes (menstruos) para preparar los extractos
deben cumplir con los requisitos para los excipientes de uso
farmacéutico sefialados en las farmacopeas. Liquido
incoloro, claro volatil y mévil. Aun a bajas temperaturas se
volatiliza rapidamente. Olor suave caracteristico y sabor

ardiente. Es inflamable. Hierve a cerca de 78° C. (4)

El grupo hidroxilo confiere polaridad a la molécula y
posibilidad de formar enlaces de hidrégeno. La parte
carbonada es apolar y resulta hidréfoba. Cuanto mayor es
la longitud del alcohol su solubilidad en agua disminuye y
aumenta en solventes poco polares. Los alcoholes son
moléculas polares, pero no todos son solubles en agua. El
OH le confiere polaridad y la posibilidad de formar puentes
de hidrogeno entre ellos mismos dando “moléculas
asociadas” por lo que poseen puntos de ebullicion y fusion
superior a los alcanos respectivos y mayor solubilidad en
agua. Los alcoholes de uno a cuatro atomos de carbono y
los polialcoholes son solubles en agua, de cinco en
adelante son insolubles en agua pero solubles en solventes
apolares. De uno a diez atomos de carbono son liquidos,
incoloros, de olor caracteristico. De once carbonos en

adelante son sélidos, blancos y cristalinos. (25)
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Tabla N°2. Caracteristicas del Etanol. (25)

Producto: Etanol absoluto
Proveedor: Merck
No lote: 1.00983.2500

Caractensticas Valor
Pureza (GC) =999°5%
Color =10 Hazen

Densidad (20 *C)

0,790 — 0,793 g/lcm3

Viscosidad (20 °C) 1,2 mPas
Valor de pH (10 g/l H20, 20 °C) 7,0
Punto/fintervalo de fusion -114,5°C
Puntofintervalo de ebullicion 78,3°C
Presidn de vapor (20 °C) 59 hPa
Punto de ignicion 425°C
Punto de destello 12°C
Solubilidad en agua (20 °C) Miscible
Acidez o alcalinidad < 30 ppm

6.2 Concentracion mediante rotavapor

Este procedimiento consiste en evaporar mediante una combinacion de

temperatura provista por un bafio calefactor y la generacion de presion de

vacio. Se produce una rotacion que aminora el peligro de ebullicién y se

acelera la evaporaciéon mediante el aumento de la superficie de la solucion.

(4)

7 CULTIVO DE BACTERIAS ANAEROBIAS

Las bacterias anaerobias se pueden cultivar eliminando el oxigeno del medio

ambiente o estableciendo un potencial redox bajo, mediante la adicion de los

suficientes materiales reductores al medio de cultivo. (31)
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7.1 Medios de cultivos para bacterias anaerobias

El metabolismo anaerdbico es menos eficiente que el aerdbico para la
obtencion de energia, por lo tanto los medios de cultivo deben ser mas ricos
que los de uso comun para aerobios o0 anaerobios facultativos, ademas
requieren una incubacién mas prolongada. Los medios empleados para la
recuperacion de anaerobios deben incluir tipos no selectivos y enriquecidos.
Por lo general los anaerobios son bacterias muy exigentes. Se emplean
medios complejos que llevan: hidrolizados de carne, peptonas, extracto de
levadura, hemina, vitaminas, etc. El medio requiere sustancias reductoras

como tioglicolato, glucosa, acido ascorbico, cisteina, hierro, etc. (31)

7.2 Sistemas anaerobios para el cultivo de bacterias anaerobias

Estudios comparativos han demostrado que los siguientes sistemas son
satisfactorios para el cultivo e incubacion de bacterias anaerobias (31):

> Jarra anaerobia

> Tubos con pelicula de agar con siembra por estrias en medios
PRAS.

> Céamara anaerobia de COy:

Una incubadora es un dispositivo que sirve para mantener y hacer
crecer cultivos microbioldgicos o cultivos celulares. La incubadora
mantiene la temperatura, la humedad y otras condiciones en grado
optimo, tales como el contenido de dioxido de carbono (CO,) vy
de oxigeno en su atmdsfera interior. Las incubadoras son esenciales
para una gran cantidad de trabajos experimentales en biologia
celular, la microbiologia 'y en biologia moleculary se utilizan para

cultivos celulares, tanto bacterianos como de células eucariotas. (13)

35



B. ANTECEDENTES DE INVESTIGACION

ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Ramirez, J. FENOLOGIA Y VALOR NUTRACEUTICAS DE DIVERSAS
VARIEDADES PIGMENTAS DE TUNA (OPUNTIA SP). (22). México 2013
la Universidad Auténoma de Chapingo realiz6 un estudio sobre once
variedades pigmentadas de Tuna (Opuntia sp.); el analisis fitoquimico se
aporta lipidos, proteinas, minerales, fibra, aminoacidos, agentes
antioxidantes (vitamina C, compuestos fendlicos y pigmentos betalainicos).
En estudios recientes han demostrado los beneficios del consumo de frutos
por la presencia de compuestos con propiedades nutracéuticas, debido a
que previenen algunas enfermedades degenerativas y mantiene la buena

salud del consumidor.

Requena, L. VAMOS A ESTUDIAR QUIMICA ORGANICA. (25).Su
estructura se ha utilizado para disefiar derivados con mayor actividad
antibacteriana y menor toxicidad, sustituyendo hidrogenos del anillo
bencénico por radicales alquilicos o halégenos. Mecanismo de accion
Depende de la concentracion: A bajas concentraciones (£1%) tiene accién
bacteriostatica. A elevadas concentraciones es bactericida; inactiva de
forma irreversible sistemas enzimaticos esenciales (oxidasas vy
deshidrogenasas de membrana), desmorona la pared celular y precipita

proteinas celulares. El tiempo de actuacion oscila entre 15-20 minutos.

Rodrigo, G. ACTIVIDAD GENOTOXICA DE OPUNTIA SOHERENSII,
EVALUADA POR EL TEST DE MUTACION Y RECOMBINACION
SOMATICA EN EL D. MELANOGASTER. (26). Bolivia 2007, la revista
BIOFARBO realiza el estudio del extracto acuoso de Opuntia soherensii,

fue evaluado en su capacidad genotoxica por el test SMART en alas de D.
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Melanogaster. Se evalué por dos cruces diferentes; cruce estandar y cruce
de alta Bioactivacion. Los resultados muestran que el Opuntia Soherensii
no es genotéxica en concentraciones de 3.57 mg/ml y 7.4 mg/ml para

ningun de los dos cruces, pero es promutagenica a 1.78 mg/ml.

Zambrana, S. Silvia; Terceros, A. Patricia; Terraza, A. Katty; Carvajal, S.
Roger. ESTUDIOS SOBRE LA ACCION ANTIVIRAL DEL OPUNTIA
SOHERENSII. ¢ACTIVIDAD PROTECTORA DE LA INFECCION POR
HSV? (33). Bolivia 2006, la revista BIOFARBO presenta el estudio sobre la
Opuntia soherensii, que ha mostrado tener actividad protectora de las
infeccion causada por el virus Herpes Simple. Opuntia soherensii mostro
actividad de proteccién antiviral optima a 48 horas de exposicidén, con una
efectividad media (EC50) de 0,029 mg/ml por reduccién del erecto
citopatico y 0,012 m/ml por ensayo de reduccion del MTT. La caracteristica
de esta actividad se exploré evaluando el sobrenadente del lisado celular y
el medio de cultivo expuesto a Osp, encontrando el 95% de actividad
detectada por reduccion del efecto citopatico. Estos hallazgos sugieren que
el Osp induce la produccién de componentes celulares responsables de la
actividad antiviral protectora.

ANTECEDENTES NACIONALES

Morales P. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ESTABILIDAD DE LA
BETANINA, CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y FENOLICOS TOTALES DE
LOS EXTRACTOS DE AYRAMPO (OPUNTIA SOEHRENSII BRITTON &
ROSE) Y BETERRAGA (BETA VULGARIS L.). (18). LIMA 2007, Se evalu6
la capacidad antioxidante y fendlicos totales del Ayrampo y la Beterraga; se
encontr6 que no existen diferencias significativas entre la capacidad
antioxidante Extractos de Ayrampo y Beterraga una misma concentracion

de betanina (concentracion de 200mg/L), pero el contenido de fendlicos
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totales fue mayor en el extracto de ayrampo (101.43+ 0.58, mg &cido
clorogénico equivalente/ 100ml extracto); que la beterraga (87.07+£0.15, mg

acido clorogénico equivalente/ 100ml extracto ).

Soto, H. “EFECTO ANTIBACTERIANO Y ANTIFUNGICA COMPARATIVO
DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS DEL ZEA MAYS L. (MAiZ MORADO),
RUBUS GLAUCUS (MORA ANDINA); OPUNTIA SOHERENSII
(AYRAMPO) Y DISENO DE UN GEL DE LIMPIEZA CUTANEA’. (32). Lima
2014; Se investigo6 la actividad antimicrobiana de los extractos de los frutos
de Zea Mays L. (maiz morado), Rubus glaucus (mora) y Opuntia soherensii
(ayrampo); y el disefiar un gel de limpieza cutanea a base de los extractos
gue contenga mejores resultados de inhibicion de crecimiento bacteriano y
fungico. Los compuestos quimicos identificados cualitativamente en el
screening fitoquimico de los extractos del Zea Mays L. (maiz morado),
Rubus glaucus (mora) y Opuntia soherensii (ayrampo) fueron: compuestos
fendlicos, taninos, flavonoides y azucares reductores. Los extractos secos
del Opuntia soherensii (ayrampo) y del Rubus glaucus (mora) obtenido por
extraccion alcohodlica a una concentracion de 100 mg/mL. y 200 mg/mL.
presentaron actividad antibacteriana significativa al generar halos de
inhibicién en cultivos con Staphylococcus aureus ATCC 25933 (un max. de
20.3 mm. de @), Escherichia coli ATCC 8739 (un max. de 27.3 mm. De @) y

Pseudomona aureginosa ATCC 27853 (un max. de 26.6 mm. de @).

ANTECEDENTES LOCALES

Huamani, A. EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL ACEITE
ESENCIAL DE ORIGANUM VULGARE SSP. AL 12.5%, 25%, 50%, 75% Y
100% Y GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12% Y 2% EN
PORPHYROMONA GINGIVALIS. (9). Arequipa 2008. Existen multiples
estudios sobre la actividad antibacteriana de los extractos de diferentes
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tipos de orégano. Entre sus compuestos fitoquimico presenta fenoles
carvacrol y timol poseen los niveles mas altos de actividad contra
microorganismos gram positivos. Dicha accion antibacteriana se debe al
efecto sobre los fosfolipidos de la capa externa de la membrana celular

bacteriana, provocando cambios en la composicién de los acidos grasos.

Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de origanum vulgare ssp. Al
50% es similar al gluconato de clorhexidina al 0.12% en porphyromona

gingivalis.

C. HIPOTESIS

Dado que el contenido fitoquimico del Opuntia soherensii (ayrampo) presenta
betalainas (un alcaloide) y fenoles de diferentes tipos, en los cuales, dependiendo
a su concentracién, tienen accién bacteriostatica y/o bactericida; inactivando de
forma irreversible sistemas enzimaticos esenciales (oxidasas y deshidrogenasas
de membrana), disgrega la pared celular y precipitan proteinas celulares en las
bacterias.

Es probable que los compuestos de Opuntia Soherensii (Ayrampo) presenten

actividad antibacteriana sobre la Porphyromona gingivalis.

39



CAPITULO IlI:

METODOLOGIA
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1. AMBITO DE ESTUDIO

El estudio se realizd en dos Laboratorios, el primero de Farmacognosia y
Bromatologia y el segundo de Microbiologia de la Universidad Catoélica de

Santa Maria, Arequipa.

El Laboratorio de Farmacognosia y Bromatologia disponia del equipo
necesario para realizar la fase experimental quimica: Rotavapor.

El Laboratorio de Microbiologia disponia del equipo necesario para realizar la
fase experimental microbioldgica: Camara de CO2, autoclave, balanza

analitica Mettler, refrigerador.
2. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION:
2.1 TIPO DE ESTUDIO:
La presente investigacion es de tipo Experimental ya que se aplic6 LA
Opuntia Soherensii en diferentes concentraciones (5%, 10% y al 20%)

para conocer su actividad antibacteriana  sobre la Porphyromona

gingivalis, dentro de un ambiente controlado.
2.2 DISENO DE INVESTIGACION:
2.2.1 De acuerdo a la temporalidad
La presente investigacion es Longitudinal ya que se evalud el
efecto antibacteriano del Opuntia Soherensii a diferentes

concentraciones (5%, 10% y al 20%) sobre la Porphyromona

gingivalis (grupo de estudio) en dos momentos, a las 24 y 48 horas.
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2.2.2 De acuerdo al lugar donde se obtendran los datos:

La presente investigacion es Laboratorial ya que la recoleccion de

datos se dio Unicamente en el laboratorio.
2.2.3 De acuerdo al momento de la recoleccion de datos

La presente investigacion es prospectiva debido a que nuestros

datos se obtuvieron después del proceso experimental.
2.2.4 De acuerdo a la finalidad investigativa:

La presente investigacion es Comparativa ya que se evalud la
actividad antibacteriana de Opuntia Soherensii (Ayrampo) sobre la

Porphyromona gingivalis en diferentes concentraciones.
3. UNIDADES DE ESTUDIO
Porphyromona gingivalis ATCC33277
4. POBLACION Y MUESTRA:

La poblacibn de estudio estuvo constituida por microorganismos
anaerobios; Porphyromonas gingivalis que es una especie de bacilos Gram
negativos pequefios (cocobacilos), no mdviles, anaerobios estrictos,
asacaroliticos. Para la presente investigacion se utilizO una muestra cuyo

tamafio esta determinado por la siguiente formula:

_z.az.p.q

n -
E.L
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Dénde:

n= Numero de unidades de estudio por grupo.

z.a® = 1.96; que es un coeficiente de confianza del 95%.

p = Probabilidad de que el fendmeno ocurra en 99%.
q=1

E = Error muestra. 9%.

En base a los antecedentes, se tomaron los siguientes valores:
z.a® =1.96; p=99%; g =1; E = 9%.

Reemplazando:

_ (1.96)%.(99).(1)
(9)°

n=46=>5

Para la siguiente investigacién se trabajé con 5 muestras por grupo, las

muestras reunieron los criterios de inclusion.
4.1 Criterios De Inclusion

> Cepas con certificado de analisis(Anexo N° 2)

> Cepas con Reporte Laboratorial (Anexo N° 3)

43



5. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS:

5.1 Definicion Operacional de Variables:

5.1.1 Variable principal:

V.ESTIMULO : Opuntia soherensii (ayrampo)
V. RESPUESTA : Efecto antibacteriano

5.1.2 Tabla de Variables Principales:

VARIABLE | INDICADOR SUB NATURALE | ESCALA | TIPO
INDICADORE | ZA DE
S MEDICIO
N
Opuntia » Conc. 5% Cualitativa | Ordinal Estimul
soherensii | » Conc. 10% o]

> Conc. 20%

Efecto Halos de | » Sensible Cuantitativo | Razon Respue
antibacteri | inhibicion > Intermedio sta
ano » Resistente

5.2 Técnicas e instrumentos de recolecciéon

5.2.1 Técnica:

La presente investigacion utilizd la técnica de observacion

experimental.
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5.2.2 Instrumentos:

Como instrumento la ficha de recoleccién de datos experimentales
(Anexo N° 1)

5.2.3 Procedimientos para la recoleccion de datos

5.2.3.1

PRUEBA PILOTO

Cepa bacteriana de estudio:

Se trabajo con cepas estandar ATCC, (American Type Culture
Collection) de especie bacteriana implicadas en la Enfermedad
Periodontal:

Porphyromona gingivalis ATCC33277

Para la activacion, estandarizacion, identificacion, inoculacion,
aplicacion de discos, incubacién y toma de datos de la cepa
bacteriana Porphyromona gingivalis ATCC33277, se siguieron

los siguientes pasos:

1. Para la activacion de la cepa estandar Porphyromona
gingivalis ATCC33277(Anexo n°4)

2. Para viabilizar esta cepa bacteriana se utiliz6 40mg de Agar
base sangre afiadié 1 mg de hemina pura, 1 mg de vitamina
K y 5 ml de sangre de carnero, se mezcld todo con
movimientos circulares suaves. Luego se incubd a 37°C por 5
dias. Al cabo de 5 dias se observo el crecimiento de las
colonias.

3. Estandarizacion del inoculo de Porphyromona gingivalis

ATCC33277: La estandarizacion del inoculo fue segun escala
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de Mc Farland 0.5, para lo cual se tom6 con un asa estéril
tres a cuatro colonias de Porphyromona gingivalis y se
transfiri6 a un tubo con 4 a 5ml de caldo de tioglicolato,
controlando la turbidez del inoculo, hasta obtener la misma
turbidez que el patron de Mc Farland 0.5., que equivale
aproximadamente a 1- 2 x 10 8 UCF/mL.

4. Inoculacion de las placas : Después de ajustar la turbidez de la
suspension del inéculo, se tomé 1 ml del in6culo y se
procedié6 a sembrar la Porphyromona gingivalis en toda la
superficie de las placas Petri que contiene 200mg de Agar
base sangre afadié 2 mg de hemina pura, 2 mg de vitamina
Ky 20 ml de sangre de carnero) siguiendo cuatro direcciones
diferentes para conseguir una buena inoculacién bacteriana y
posteriormente se dejé reposar durante 15 minutos

5. Aplicacién de los discos a las placas inoculadas: Se esterilizo
discos para antibiograma y con pinzas estériles se procedio a
colocar en cada una de las placas: 1disco con 0.1 ml de
Opuntia Soherensii al 1.25%, 1disco con 0.1 ml de Opuntia
Soherensii al 2.5%, 1 disco con 0.1 ml de Opuntia Soherensii
al 5%, 1 disco con 0.1 ml de Metronidazol y 1disco con 0.1 ml
de Amoxicilina méas Acido clavulénico.

6. Incubacion: Después de la colocacion de los discos, las
placas se dejaron reposar por 15 minutos para que las
sustancias se disiparan en el medio y luego se llevo a las
condiciones adecuadas a una temperatura de incubacion de
37°C a 7% de CO2 por 24 horas obteniendo los primeros
resultados.

7. Toma de datos: Después de las 24 horas de incubacién, cada
placa fue examinada y se procedié a la lectura de los
diametros de los halos de inhibicion, los cuales fueron
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medidos con la ayuda de un calibrador manual (Vernier), el
cual nos dio la medida individual de los halos en mm,
formados en cada uno de los discos embebidos con cada una
de las sustancias presentes en las placas sembradas.

8. Resultados
A la lectura de los halos de inhibicion presentaron: (ANEXO
N°6)

» Reaccion negativa al Opuntia Soherensii al 1.25% (0 mm)
» Reaccion negativa al Opuntia Soherensii al 2.5% (0 mm)
» Reaccion positiva al Opuntia Soherensii al 5% (8-20 mm)

Segun los resultados de la prueba piloto el Opuntia Soherensii al 5% presento

actividad antibacteriana, lo cual nos permitié ejecutar nuestra hipétesis.

5.2.3.2 PROCEDIMIENTO

Para la elaboracion de nuestra solucion se utilizaron el fruto del Opuntia

Soherensii
= Coleccion e identificacion del material botanico
Los frutos y la especie botanica del Opuntia Soherensii
(ayrampo) fueron recolectados el 31 de agosto del 2016,
Distrito de Madrigal, Provincia de Paucar Caylloma,
Departamento de Arequipa, a una altitud de 3 262 msnm.
La cantidad de fruto colectado de esta especie botanica fue de

2 Kg.
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Obtenciéon de la muestra:

Se seleccionaron y lavaron los frutos con caracteristicas
homogéneas y libres de dafio fisico. A cada fruto se le realizd
un acondicionamiento previo para luego ser llevado al proceso

de desecacion.

Se procedi6 a separar la ciscara de la pulpa en un recipiente
adecuado; luego se tamizé la pulpa para separarla de las

pepas.

La pulpa libre de pepas se desec6 en una estufa a 37°C por
48 horas; se realiz6 el proceso de extraccion (maceracion en
alcohol etilico) y se obtuvo el extracto utilizando el rotavapor,
con la finalidad de identificar los metabolitos activos de cada
especie y demostrar las diferencias de su actividad

antibacteriana.

Extraccion Alcohdlica

El tipo de extraccion es el método de maceraciéon alcohdlica.

En tres envases de vidrio se colocaron individualmente las
soluciones; en el primer frasco se coloc6 5 gramos del
extracto seco en 100ml de alcohol etilico de 70°; en el
segundo frasco 10 gramos del extracto seco en 100ml de
alcohol etilico de 70° y por ultimo en el tercer frasco 20

gramos del extracto seco en 100ml de alcohol etilico de 70°.
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Se agité cuatro veces por dia; el tiempo de maceraciéon fue
por 15 dias. Después de los 15 dias de maceracion se filtré a

través de una membrana estéril.

Posteriormente se procedi6 a pasar la solucién por el
rotavapor, obteniendo 13ml del concentrado puro al 5%, 10%
y 20%.

5.2.3.3 Determinacioén de la actividad Antibacteriana:

Se evalud la actividad antibacteriana en diferentes concentraciones
(5%, 10%, 20%) de Opuntia Soherensii

5.2.3.4 Método de difusién en agar.

» Preparacion de un medio sélido en placa. (Agar sangre).

1. Se pes6 1.6g de Agar base sangre y se rehidrato con 40ml|
de agua destilada en un matraz, se calent6 hasta que el
medio de cultivo se volvio translucido.

2. Se esterilizé el medio en autoclave a 121°C, 1.5 atm de
presion por 15 minutos.

3. Se retird de la autoclave, se aseguro el tapon e introdujo el
matraz en un bafio a 40°C al menos durante 30 minutos,
luego se afiadid 1 mg de hemina pura, 1mg de vitamina K
y 5 ml de sangre de carnero, se mezclé todo con
movimientos circulares suaves.

4. Se distribuyd el medio en 3 placas Petri que estan
estériles en las proximidades de mecheros, se flamed bien
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el pico del matraz para evitar cualquier forma de
contaminacion.

5. Se dej6 que el medio solidifique.

Preparacion de medio liquido en tubo (tioglicolato).

1. Se pes6 1.16g de tioglicolato y se rehidraté con 40ml de
agua destilada en un matraz.

2. Se distribuy6 con una pipeta en dos tubos (sin llenarlos
mas de 2/3 de su volumen).

3. Autoclavar, a 121°C, 1.5 atm de presiéon por 15 minutos

4. Sacar de la autoclave y dejar enfriar.

5. Todos los medios se guardan en refrigeracion a 4°C.

5.2.3.5 Microorganismos:

Porphyromona gingivalis ATCC 33277 proporcionado por
laboratorios GenLab

5.2.3.6 Activacion de la cepa (ANEXO N° 4)

1. Se dejo la bolsa sin abrir de KWIK-STIK TM para que se equilibre a
temperatura ambiente. Al abrir la bolsa por la muesca se retir0 la
unidad de KWIK-STIK TM.

2. Se tir6 por la lengleta de la etiqueta y se coloc6 en la placa de
cultivo principal. No se desarmo el dispositivo durante la
hidratacion.

3. Se apretd (una sola vez) la ampolla en la parte superior de KWIK-
STIK TM (justo por debajo del menisco de liquido de la ampolla)

situado en la tapa para liberar el liquido hidratante.
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9.

En posicién vertical se golpeé sobre una superficie dura para
facilitar el flujo de liquido a través del eje hacia la parte inferior de
la unidad que contiene el sedimento. El liquido hidratante fluy6é a
través del eje del hisopo y hacia la parte inferior de la unidad que
contiene el sedimento.

Apretando en la parte inferior de la unidad, se trituro el sedimento
en el liquido hasta que la suspension del sedimento sea
homogénea.

De inmediato, se saturd bien el hisopo en el material hidratado y
transfirié al medio de cultivo con agar.

Se Inocul6 la placa del cultivo principal haciendo rodar el hisopo
con suavidad sobre un tercio de la placa.

Con un asa estéril, por técnica de agotamiento que facilito el
aislamiento de colonias.

Se desechd de riesgo biolégico adecuado para KWIK-STIK TM.

10. De inmediato, se incubd la placa del cultivo principal a temperatura

(36.6°C) y condiciones adecuadas para el microorganismo
(Camara de CO2) Porphyromona gingivalis.

5.2.3.7 Preparacion de la suspension del inéculo

Las colonias aisladas fueron seleccionadas después de 5 dias de
incubacion a 37°C de temperatura, de los medios de cultivo

sembrados anteriormente.

El in6culo se prepar6 mediante una suspension directa en caldo
tioglicolato de las colonias aisladas y ajustar la turbidez del inoculo
utilizado al tubo N° 0.5 (1.5 x 108 UFC/mL) de la escala Mac Farland.
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5.2.3.8

5.2.3.9

Preparacion de las placas.

El medio de cultivo que se empleé es Agar base sangre (8g), agua
destilada (200ml), previamente esterilizado en autoclave a 121°C x
15 min; se agregd sangre de carnero(20ml), complementado con
vitamina K(2mg) y hemina(2mg).

Se enfria y mantiene a 45°C, se repartio 20mL uniformemente en
cada placa Petri(10), luego se dej6 solidificar y se rotulo cada placa;
se agreg6 1 mL de suspensiéon del in6culo por cada placa petri, se
distribuyé por todo el medio de cultivo con ayuda del asa de digraski
asépticamente. Posteriormente se ubicé los discos impregnados
con los controles y los extractos en el mismo medio de cultivo,

distribuidos equitativamente en el interior de cada placa.

Se cultivd la bacteria anaerobia Porphyromona gingivalis para ser
expuesta a las concentraciones de Opuntia Soherensii a
concentracion al 5%, 10% y 20%; de la cuales evaluaremos 5
grupos de estudio independiente de cada concentracion.

Preparacion de las diluciones de los extractos.

Se prepard la solucion de opuntia, se diluyo con etanol 70° hasta

obtener una concentracion de 5.0%, 10% y 20%.

5.2.3.9.1 Control negativo: Se embebi6 0.1 ml de Agua Destilada en los

discos de papel esterilizados para antibiograma
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5.2.3.9.2 Controles Positivos:

Metronidazol: Se diluyo una tableta de 500mg en 5ml de agua
destilada, para ser embebido en los discos de papel

esterilizados para antibiograma

Amoxicilina + Ac. Clavulanico: Se diluyo una tableta de
500mg/125mg en 5ml de agua destilada, para ser embebido
por 0.1ml en los discos de papel esterilizados para
antibiograma

5.2.3.10 Inoculacién e Incubacion:

Se coloco 0.1 mL de las soluciones concentradas en las muestras a
evaluar en cada disco (5 discos por concentracion). Se dejé reposar
a temperatura ambiente y luego se llevé a las condiciones adecuadas
a una temperatura de incubacion de 37°C a 7% de CO2 por 24 horas
obteniendo los primeros resultados, dejar incubar por 24 horas mas.

5.2.3.11 Maedio anaerobio

Camara de CO2: La incubadora mantiene la temperatura, la
humedad y otras condiciones en grado Optimo, tales como el
contenido de di6xido de carbono (CO2) y de oxigeno en su atmosfera

interior.

Las placas sembradas se incubaron en la camara de CO2
generando el medio de anaerobiosis, por 5 dias a 37°C a 7% de CO2
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5.2.3.12 Lectura e Interpretacion:

Después de transcurrido el tiempo de incubacién a las 24 horas, se
realizo la observacion y lecturas de las zonas claras de inhibicién
del crecimiento bacteriano, y se procedio a realizar la medicion de
los didmetros (en mm) de estas zonas, al cumplir las 48 horas se
volvio a observar, se tomo lecturas de las zonas claras de
inhibicion del crecimiento bacteriano y se midieron los diametros

(en mm) de las zonas.

6. PRODUCCION Y REGISTRO DE DATOS:

La tabulacién de los datos se llevd a cabo con la confeccion de una matriz en
una hoja de calculo Excel 2010. A partir de esta se realizé el procesamiento de
datos, cuya presentacion se hizé con la elaboracion de tablas, de simple y

doble entrada y graficos de barras.

7. TECNICAS DE ANALISIS ESTADISTICO:

El andlisis de datos se desarrolld, en primer lugar, con el célculo de
frecuencias absolutas (N°) y relativas (%) ademas de medidas de tendencia
central (Media Aritmética) y de dispersion (Desviacion estandar, valores

mMinimos y maximos).

En segundo lugar, y para demostrar si hay diferencias entre las
concentraciones respecto a su actividad antibacteriana, se utilizé la prueba
estadistica T de Student, a un nivel de confianza del 95% (0.05). Asi mismo
para el analisis estadistico se utilizara el paquete computacional EPI-INFO

version 6.0
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8. RECURSOS

A. HUMANOS

a. Investigadora : Bach. Edith Sonia Rosario Tello

b. Asesores

Asesor director : Mg. José Humberto Quispe Huanca
Asesor Metodologico : Dr. Xavier Sacca Urday
Asesor redaccion : Dra. Maria Luz Nieto Muriel

c. Colaboradores : Dra. Yvletha Masciotti Mendoza

: Mg. Yvonne Chavez Salas

B. FINANCIEROS

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

investigadora

C. MATERIALES

a.Materiales de laboratorio

Vasos de precipitados: 50, 100 Y 250 ml.
Matraz Erlenmeyer 250 ml.

Tubos de ensayo 13x100ml.

Probeta de 25y 100 mL.

Cuba cromatografica.

Placas Petri (18 unidades) descartables.

Asa bacteriolégica (Asa de Kolle)

YV V. V V V V V V

Varilla de vidrio
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Cé4psula de porcelana.

Asa de digraski

Mortero.

Pipetasde 1,5y 10 mL.

Pipetas Pasteur.

Micropipetas de 200, 1000 y 5000uL.
Tips de micropipetas.

Mechero Bunsen

Malla y tripode

Discos (papel filtro)

YV V.V V V V V V V VYV VY

Calibrador manual (Vernier)

b. Equipos

» Estufa acoplada a un termémetro Labor Muszeripari
Muvek

Balanza analitica Mettler .

El autoclave

Refrigerador

Rotavapor

V V V V V

Incubadora, caAmara de CO2

c. Reactivos

Alcohol etilico 70°
Suero fisiologico
Agua destilada
Hemina

Vitamina K

YV V. V V V V

Sangre de carnero
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d. Medios

» Caldo Tioglicolato
» Agar Base Sangre

D. INSTITUCIONALES
a. Universidad Alas Peruanas

b. Universidad Catélica de Santa Maria

i. Laboratorio de Microbiologia.

ii. Laboratorio De farmacognosia y Bromatologia.

Laboratorio Gen Lab Microbiology (Lima)
d. Laboratorio Merk Pera (Lima)
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CAPITULO IV:
RESULTADOS Y DISCUSION
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PRESENTACION DE RESULTADOS

TABLAN°1
COMPARACION DEL HALO DE INHIBICION A LAS 24 HORAS ENTRE LAS
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE OPUNTIA SOHERENSII
(AYRAMPO) SOBRE LA PORHYROMONA GINGIVALIS

Halo Inhibicion Grupo de Estudio

24 horas 0.S.5% 0.S.10% O.S.20%
Media Aritmética 11.20 16.80 21.40
Desviacion Estandar 5.21 4.81 5.17
Halo Minimo 8 10 16
Halo Maximo 20 22 30
Total 5 5 5
Fuente: Matriz de datos P =0.025 (P <0.05) S.S.

INTERPRETACION:

En la presente tabla podemos apreciar que a las 24 horas de aplicado el
estimulo, el halo de inhibicion observado en la concentracion del 5% de la
Opuntia Soherensii (Ayrampo) es en promedio de 11,20, en tanto a la
concentracion de 10% alcanz6 un valor de 16.80 y al 20% este valor llegé
hasta 21.40. Segun la prueba estadistica, estas diferencias son significativas,
es decir, la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% fue la que mostré6 mejor
ventaja competitiva que las demas, sobre la Porphyromona Gingivalis, en este

momento de tiempo
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GRAFICO N° 1

COMPARACION DEL HALO DE INHIBICION A LAS 24 HORAS ENTRE LAS

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE OPUNTIA SOHERENSII
(AYRAMPO) SOBRE LA PORHYROMONA GINGIVALIS

25

0.5.5%

0.5.10%

21.4
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TABLA N° 2

COMPORTAMIENTO DEL HALO DE INHIBICION EN EL GRUPO DE LA
OPUNTIA SOHERENSII (AYRAMPO) AL 5% SOBRE LA PORHYROMONA

GINGIVALIS
Medicion
0.S. 5%
24 horas 48 horas
Media Aritmética 11.20 12.40
Desviacion Estandar 5.21 4.50
Halo Minimo 8 9
Halo Ma&ximo 20 20
Total 5 5
Fuente: Matriz de datos P =0.707 (P 20.05) N.S.

INTERPRETACION:

La presenta tabla nos muestra que a las 24 horas, el halo formado por la Opuntia
Soherensii (Ayrampo) al 5% sobre la Porphyromona Gingivalis fue en promedio de
11.20, a las 48 horas de su aplicacion este valor se incrementd hasta 12.40.
Segun la prueba estadistica, estas diferencias no son significativas, es decir, el
comportamiento de la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 5%, sobre la

Porphyromona Gingivalis, es el mismo hasta las 48 horas de su aplicacion.
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GRAFICO N° 2

COMPORTAMIENTO DEL HALO DE INHIBICION EN EL GRUPO DE LA
OPUNTIA SOHERENSII (AYRAMPO) AL 5% SOBRE LA PORHYROMONA
GINGIVALIS
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TABLA N° 3

COMPORTAMIENTO DEL HALO DE INHIBICION EN EL GRUPO DE LA
OPUNTIA SOHERENSII (AYRAMPO) AL 10% SOBRE LA PORHYROMONA

GINGIVALIS
Medicion
0.S.10%
24 horas 48 horas
Media Aritmética 16.80 17.00
Desviacion Estandar 4.81 4.89
Halo Minimo 10 10
Halo Ma&ximo 22 22
Total 5 5
Fuente: Matriz de datos P =0.950 (P = 0.05) N.S.

INTERPRETACION:

La presenta tabla nos muestra que a las 24 horas, el halo formado por la Opuntia
Soherensii (Ayrampo) al 10% sobre la Porphyromona Gingivalis fue en promedio
de 16.80, a las 48 horas de su aplicacion este valor se incrementd hasta 17.00.
Segun la prueba estadistica, estas diferencias no son significativas, es decir, el
comportamiento de la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 10%, sobre Ila

Porphyromona Gingivalis, es el mismo hasta las 48 horas de su aplicacion.

63



GRAFICO N° 3

COMPORTAMIENTO DEL HALO DE INHIBICION EN EL GRUPO DE LA
OPUNTIA SOHERENSII (AYRAMPO) AL 10% SOBRE LA PORHYROMONA
GINGIVALIS
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TABLA N° 4

COMPORTAMIENTO DEL HALO DE INHIBICION EN EL GRUPO DE LA
OPUNTIA SOHERENSII (AYRAMPO) AL 20% SOBRE LA PORHYROMONA

GINGIVALIS
Medicion
0.S. 20%
24 horas 48 horas
Media Aritmética 21.40 21.60
Desviacion Estandar 5.17 4.92
Halo Minimo 16 17
Halo Ma&ximo 30 30
Total 5 5
Fuente: Matriz de datos P =0.952 (P =20.05) N.S.

INTERPRETACION:

La presenta tabla nos muestra que a las 24 horas, el halo formado por la Opuntia
Soherensii (Ayrampo) al 20% sobre la Porphyromona Gingivalis fue en promedio
de 21.40, a las 48 horas de su aplicacion este valor se incremento hasta 21.60.
Segun la prueba estadistica, estas diferencias no son significativas, es decir, el
comportamiento de la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 5%, sobre la

Porphyromona Gingivalis, es el mismo hasta las 48 horas de su aplicacion.
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GRAFICO N° 4

COMPORTAMIENTO DEL HALO DE INHIBICION EN EL GRUPO DE LA
OPUNTIA SOHERENSII (AYRAMPO) AL 20% SOBRE LA PORHYROMONA
GINGIVALIS
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TABLAN°5

COMPORTAMIENTO DEL HALO DE INHIBICION EN EL GRUPO DEL
METRONIDAZOL SOBRE LA PORHYROMONA GINGIVALIS

Medicion
Metronidazol
24 horas 48 horas
Media Aritmética 44.00 44.80
Desviacion Estandar 0.70 0.44
Halo Minimo 43 44
Halo Maximo 45 45
Total 5 5
Fuente: Matriz de datos P =0.065 (P = 0.05) N.S.

INTERPRETACION:

La presenta tabla nos muestra que a las 24 horas, el halo formado por el
Metronidazol sobre la Porphyromona Gingivalis fue en promedio de 44.00, a las 48
horas de su aplicacion este valor se incrementd hasta 44.80. Segun la prueba
estadistica, estas diferencias no son significativas, es decir, el comportamiento del
Metronidazol sobre la Porphyromona Gingivalis, es el mismo hasta las 48 horas de

su aplicacion.
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GRAFICO N° 5

COMPORTAMIENTO DEL HALO DE INHIBICION EN EL GRUPO DEL
METRONIDAZOL SOBRE LA PORHYROMONA GINGIVALIS
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TABLA N° 6

COMPORTAMIENTO DEL HALO DE INHIBICION EN EL GRUPO DE LA
AMOXICILINA + ACIDO CLAVULANICO SOBRE LA PORHYROMONA
GINGIVALIS

Medicion
Amoxicilina + Acido Clavulanico
24 horas 48 horas
Media Aritmética 62.00 62.00
Desviacion Estandar = -— e
Halo Minimo 62 62
Halo Maximo 62 62
Total 5 5

Fuente: Matriz de datos

INTERPRETACION:

La presenta tabla nos muestra que a las 24 horas, el halo formado por la
Amoxicilina mas Acido Clavulanico sobre la Porphyromona Gingivalis fue en
promedio de 62.00, a las 48 horas de su aplicacion este valor se mantiene sin

ningun cambio.
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GRAFICO N° 6

COMPORTAMIENTO DEL HALO DE INHIBICION EN EL GRUPO DE LA
AMOXICILINA + ACIDO CLAVULANICO SOBRE LA PORHYROMONA
GINGIVALIS
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TABLA N° 7

COMPARACION DEL HALO DE INHIBICION A LAS 48 HORAS ENTRE LAS
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE OPUNTIA SOHERENSII (AYRAMPO)
SOBRE LA PORPHYROMONA GINGIVALIS

Halo Inhibicién Grupo de Estudio
48 horas 0.S.5% 0.5.10% O.S.20%

Media Aritmética 12.40 17.00 21.60
Desviacion Estandar 4.50 4.89 4.92

Halo Minimo 9 10 17

Halo Maximo 20 22 30

Total 5 5 5

Fuente: Matriz de datos P =0.032 (P <0.05) S.S.

INTERPRETACION:

En la presente tabla podemos apreciar que a las 48 horas de aplicado el estimulo,
el halo de inhibicion observado en la concentracion del 5% de la Opuntia
Soherensii (Ayrampo) es en promedio de 12,40, en tanto a la concentracion de
10% alcanzé un valor de 17.00 y al 20% este valor llegé hasta 21.60. Segun la
prueba estadistica, estas diferencias son significativas, es decir, la Opuntia
Soherensii (Ayrampo) al 20% fue la que mostré mejor ventaja competitiva, frente a

la Porphyromona Gingivalis, que las demas en este momento de tiempo.
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GRAFICO N° 7

COMPARACION DEL HALO DE INHIBICION A LAS 48 HORAS ENTRE LAS
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE OPUNTIA SOHERENSII (AYRAMPO)
SOBRE LA PORPHYROMONA GINGIVALIS
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TABLA N° 8

COMPARACION DEL HALO DE INHIBICION A LAS 24 HORAS ENTRE LA
OPUNTIA SOHERENSII AL 20% Y EL METRODINAZOL SOBRE LA
PORPHYROMONA GINGIVALIS

Halo de Inhibicién Grupo de Estudio
24 horas 0.S. 20% Metronidazol

Media Aritmética 21.40 44.00

Desviacion Estandar 5.17 0.70
Halo Minimo 16 43
Halo Ma&ximo 30 45
Total 5 5

Fuente: Matriz de datos P =0.000 (P <0.05) S.S.

INTERPRETACION:

En la presente tabla podemos apreciar que a las 24 horas de aplicados los
estimulos, la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% logré un halo de inhibicion
promedio de 21.40, en tanto, el Metronidazol llegé a un valor promedio de 44.00.
Segun la prueba estadistica, estas diferencias son significativas, es decir, la
Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% no es igual de competitiva que el

Metronidazol sobre la Porphyromona Gingivalis.
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TABLA N° 9

COMPARACION DEL HALO DE INHIBICION A LAS 24 HORAS ENTRE LA
OPUNTIA SOHERENSII AL 20% Y LA AMOXICILINA + ACIDO CLAVULANICO
SOBRE LA PORPHYROMONA GINGIVALIS

Grupo de Estudio
Halo de Inhibicion

Amoxicilina
24 horas 0.S. 20%
Ac. Clavulanico

Media Aritmética 21.40 62.00
Desviacion Estandar 517 -
Halo Minimo 16 62
Halo Maximo 30 62
Total 5 5

Fuente: Matriz de datos P =0.000 (P <0.05) S.S.

INTERPRETACION:

En la presente tabla podemos apreciar que a las 24 horas de aplicados los
estimulos, la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% logréo un halo de inhibicion
promedio de 21.40, en tanto, la Amoxicilina mas Acido Clavulanico llegé a un valor
promedio de 62.00. Segun la prueba estadistica, estas diferencias son
significativas, es decir, la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% no es igual de
competitiva que la Amoxicilina mas Acido Clavulanico sobre la Porphyromona

Gingivalis.
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GRAFICO N° 9

COMPARACION DEL HALO DE INHIBICION A LAS 24 HORAS ENTRE LA
OPUNTIA SOHERENSII AL 20% Y LA AMOXICILINA + ACIDO CLAVULANICO
SOBRE LA PORPHYROMONA GINGIVALIS
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TABLA N° 10

COMPARACION DEL HALO DE INHIBICION A LAS 48 HORAS ENTRE LA
OPUNTIA SOHERENSII AL 20% Y EL METRODINAZOL SOBRE LA
PORPHYROMONA GINGIVALIS

Halo de Inhibicién Grupo de Estudio
48 horas 0.S. 20% Metronidazol

Media Aritmética 21.60 44.80

Desviacion Estandar 4.92 0.44
Halo Minimo 17 44
Halo Ma&ximo 30 45
Total 5 5

Fuente: Matriz de datos P =0.000 (P <0.05) S.S.

INTERPRETACION:

En la presente tabla podemos apreciar que a las 48 horas de aplicados los
estimulos, la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% logré un halo de inhibicion
promedio de 21.60, en tanto, el Metronidazol llegé a un valor promedio de 44.80.
Segun la prueba estadistica, estas diferencias son significativas, es decir, la
Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% no es igual de competitiva que el

Metronidazol sobre la Porphyromona Gingivalis.
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GRAFICO N° 10

COMPARACION DEL HALO DE INHIBICION A LAS 48 HORAS ENTRE LA
OPUNTIA SOHERENSII AL 20% Y EL METRODINAZOL SOBRE LA
PORPHYROMONA GINGIVALIS
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TABLA N° 11

COMPARACION DEL HALO DE INHIBICION A LAS 48 HORAS ENTRE LA
OPUNTIA SOHERENSII AL 20% Y LA AMOXICILINA + ACIDO CLAVULANICO
SOBRE LA PORPHYROMONA GINGIVALIS

Grupo de Estudio
Halo de Inhibicién

Amoxicilina
48 horas 0.S. 20%
Ac. Clavulanico
Media Aritmética 21.60 62.00
Desviacion Estandar 492 -
Halo Minimo 17 62
Halo Maximo 30 62
Total 5 5
Fuente: Matriz de datos P =0.000 (P <0.05) S.S.

INTERPRETACION:

En la presente tabla podemos apreciar que a las 48 horas de aplicados los
estimulos, la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% logréo un halo de inhibicion
promedio de 21.60, en tanto, la Amoxicilina méas Acido Clavulanico llegé a un valor
promedio de 62.00. Segun la prueba estadistica, estas diferencias son
significativas, es decir, la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% no es igual de
competitiva que la Amoxicilina mas Acido Clavulanico sobre la Porphyromona

Gingivalis.
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GRAFICO N° 11

COMPARACION DEL HALO DE INHIBICION A LAS 48 HORAS ENTRE LA
OPUNTIA SOHERENSII AL 20% Y LA AMOXICILINA + ACIDO CLAVULANICO
SOBRE LA PORPHYROMONA GINGIVALIS
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DISCUSION

Segun Ramirez para obtencién de la solucion de Opuntia Soherensii (Ayrampo) el
método de maceracion alcohdlica permite la extraccion de los compuestos
fendlicos en los frutos secos pulverizados, Esto es explicado por quimica organica
gracias a la polaridad del solvente etanol que atrae a la moléculas apolares y
polares que presentan los fenoles asi también a los compuestos fitoquimicos para
el andlisis antibacteriano. Segun Soto en sus estudios evalud la maceracion con
dos tipos de solventes agua destilada y etanol, siendo la solucién por maceracién
la que tuvo mayor reaccién por ende la preparacion de la solucion de la presente

investigacion opto por este método y resultados positivos

Segun Martinez demostré que la Porphyromona Gingivalis no solo se encuentra
en pacientes con enfermedad periodontal sino que también puede presentarse en
personas sanas, pudiendo ser considerado un patégeno oportunista, es por tal
motivo la importancia de esta investigacion y su empleo como alternativa

preventiva.

La extraccion y concentracién de los compuestos fitoquimicos de la solucion se
sometieron a rotavapor dejando una solucién pura de 13 ml concentrada al 5%,
al 10% y al 20% las cuales fueron sometidas a las pruebas antibacterianas contra
la Porphyromona Gingivalis ATCC33277, Los resultados de la actividad
antibacteriana se aprecia que a las 24 horas de aplicado el estimulo, el halo de
inhibicion observado en la concentracion del 5% de la Opuntia Soherensii
(Ayrampo) es en promedio de 11,20, en tanto a la concentracion de 10% alcanzo
un valor de 16.80 y al 20% este valor llegd hasta 21.40. Es decir, la Opuntia
Soherensii (Ayrampo) al 20% fue la que mostré mejor ventaja competitiva que las
demas, sobre la Porphyromona Gingivalis. A las 48 horas de aplicado el estimulo,
los cambios en cada grupo evaluado no mostraron cambios significativos, es decir,
la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% sigui6 mostrando mejor ventaja

competitiva, frente a la Porphyromona Gingivalis.
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Los resultados confirman la accion antibacteriana del Opuntia soherensii
(Ayrampo) al 1%; que Soto estudio en su investigacion contra el con
Staphylococcus aureus ATCC 25933 bacteria aerobia; en lo que difiere con
nuestra investigacion que para presentar actividad antibacteriana frente a la
Porphyromona Gingivalis bacteria anaerobia se elevo la concentracion al 20%
para tener resultados positivos

Al hacer la comparacién de los grupos controles positivos a las 24 horas de
aplicados los estimulos, la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% logré un halo de
inhibicion promedio de 21.40, en tanto, la Amoxicilina méas Acido Clavulanico llegé
a un valor promedio de 62.00. Segun la prueba, la Opuntia Soherensii (Ayrampo)
al 20% no es igual de competitiva que la Amoxicilina mas Acido Clavulanico sobre
la Porphyromona Gingivalis; a su segunda medicion a las 48 horas no hubo
cambios significativos. De la misma forma de evalué con metronidazol a las24
horas de aplicados los estimulos, la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% logré un
halo de inhibicién promedio de 21.40, en tanto, el Metronidazol llegé a un valor
promedio de 44.00. Segun la prueba estadistica, estas diferencias son
significativas, es decir, la Opuntia Soherensii (Ayrampo) al 20% no es igual de
competitiva que el Metronidazol sobre la Porphyromona Gingivalis; a su segunda

medicion a las 48 horas no hubieron cambios significativos

Lo cual nos indica que el Opuntia Soherensii (Ayrampo) a una concentracion del
20% es un antibacteriano de nivel intermedio frente a la Porphyromona Gingivalis
una bacteria anaerobia estricta el cual sera una alternativa natural para combatir

esta bacteria.
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CONCLUSIONES

PRIMERA:
Las pruebas de actividad antibacteriana de Opuntia Soherensii al 5%, 10% y
20% sobre la Porphyromona gingivalis resultdé ser positivas de accion muy

leve, leve y moderada respectivamente

SEGUNDA:

Las pruebas de actividad antibacteriana de amoxicilina méas é&cido clavulanico
y metronidazol sobre la Porphyromona gingivalis resulté ser positivas con
mayor efectividad antibacteriana.

TERCERA:
La comparacién de la actividad antibacteriana de Opuntia Soherensii al 5%,
10% vy al 20% sobre la Porphyromona gingivalis, dio como resultado que el

20% presentd mayor efecto antibacteriano

CUARTA

La comparacién de la actividad antibacteriana de Opuntia Soherensii al 20%
con la amoxicilina mas acido clavulanico y metronidazol sobre la
Porphyromona gingivalis, dio como resultado que el Opuntia Soherensii al 20%
no es igual de competitiva que la amoxicilina mas acido clavulanico y

metronidazol.
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RECOMENDACIONES
PRIMERA:

Se comprobo la actividad antibacteriana de Opuntia Soherensii al 20% sobre la
Porphyromona gingivalis, a lo cual se recomienda su uso como un sustancia de
irrigacion subgingival por su accion antibacteriana intermedia, combinada con el

destartaje y alisado radicular en la terapia periodontal.
SEGUNDA:

Se sugiere seguir con los estudios experimentales de Opuntia Soherensii
(Ayrampo) en concentraciones elevadas para la elaboracion de una sustancia
natural completa; no solo por su poder antibacteriano sino de todas las

propiedades que sus componentes fitoquimico presentan,
TERCERA:

Se recomienda su uso por ser una opcion natural, no toxica para el paciente, asi

mismo por ser un producto econémico.
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N° 1. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS LABORATORIALES

Diametros de los halos de Inhibicién de Crecimiento Bacteriano (mm)
Solucién de Opuntia Soherensii (0.S.)

N°  Medicién | O.S. 0.S. 0.S. | METRONIDAZOL AMOXICILINA + AC.
5% 10% 20% CLAVULANICO
1 24 20 18 30 44 62
2 24 8 10 21 44 62
3 24 8 14 20 45 62
4 24 12 22 16 44 62
5 24 8 20 20 43 62
6 10 20 19 30 44 62
7 48 10 10 21 45 62
8 48 10 14 20 45 62
9 48 13 22 17 45 62

10 48 9 20 20 45 62



N° 2. CERTIFICADO DE ANALISIS DE PORPHYROMONA GINGIVALIS
ATCC33277

Q Mlcroblolog|c5°

Expiuﬁonnate 2017/4/30
Release Information:
Qualy Control Technologist: Tracy A Blenker

Lot Number: 91257 Release Date: 2015/5/21

Reference Number: ATCC® 33277 ™*

Purity: < 0.1% Total Pellet CFU

Recovery: > 1000 CFUs pefmlet

age from
Performance

Macroscopic Features: Medium:

Small, circular, transparent colonies that become brown with age. AR SBAP

Microscopic Features: Method:

Gram negative rod, pleomorphic bacillary to coccoid forms. Gram Stain (1)

ID System: Vitek ANC (1)

See attached ID System resuits document.
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R mnummmmmmmmwm
Individunl products a recoge cultore
(¢} mmwwmnmwwmmwnmmnubmwanoc
ATCC Uicensed ' e 13 sed procucts dersed hom ATCOS cultaes.
=)
(1) These losts a0 accredited 1o ISOAEC 170252005

TESTING CERT 32655.01

OZO12W|MMMRW2WMWM$&NM.HNW Page 1of 1 DOC.286
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N° 3 REPORTE LABORATORIAL DE PORPHYROMONA GINGIVALIS

ATCC33277
bioMerieux Customer: 05871 Laboratory Report Printed May 21, 2015 10:00 CDT
System # C21105 Printed by: lab

Report Version: 1 of 1

Isolate Group: 912 57-1 Bench: TB

Card Type: ANC Testing Instrument: 00000A6D6328 (1116)

Bionumber: 4440001001110
Ovpeicm Cuanlty.

Lot g May 25, 2016 13:00
ANC Number: 244345010 |Expim. coT
. May 20, 2015 I : Analysis
d: 1710 CDT Im Final e 6.00 hours
Probability Porphyromonas gingivalis
. Exceflent
Bionumber: 4440001001110 Confidence: . o e o von
Analysis Organisms and Tests to Separate
| Analysis Messages:
Typical Biopattern(s)
[Biochemical Details
4 |dGAL - |5 JLeuA . |6 [eum + |7 |PheA - |8 |ProA - |10 [PyrA +
11 |dCEL - |13 [iyrA . |15 |aPPA . |18 jdGLu L |20 |dMNE - |22 |dMAL -
28 |SAC - |30 |aRe [ |s3 |NAG L Ui | I36 JuRe - |37 |sGuri |-
33 lecai |« la1 |aARA [ 42 |AGALI 43 m E PVATE |-
Is1 IMTE - {53 |ESC . [s4 |Bgruc . |ss [BNAGE |+ [56 |AMANI - |s7 |aFuc -
s fpHos |+ |60 |iARA |61 |driB2 - |62 |oPs . |63 [aARAF |- |64 oxvi B
[ Joram | | |moreH | o || | |
Installed VITEK 2 Systems Version: 07.01
MIC Interpretation Guideline: Therapeutic Interpretation Guideline:
AES Parameler Set Name: AES Parameter Last Modified:
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N° 4 INSTRUCCIONES ILUSTRADAS PARA LA ACTIVACION DE LA CEPA
(PORPHYROMONA GINGIVALIS).

INSTRUCCIONES ILUSTRADAS
Las preparaciones de microorganismos KWIK-STIK™ y KWIK-STIK™ Plus contienen un sedimento liofilizado

de una unica cepa de microorganismaos.

\g

@

Tire de (2 lengieta de b etiquets
y coléquela en I2 placa del cultivo

mrlk-musunh hmubmhmma

2 temperatura ambiente. Abra la tolsa panzipal © ef regisiro de control de KWIK-STIK™ {justo por detajp del

whmmn;:dinhm calidad. No desarme el dspasitivo mhlmahwm
kamm-sm s Lﬂnmnhn’ﬂxiﬂn. J L-hmmhrdhmhml

A\

DE INNEDIATO, satwe bien &l hesogo
en o matenal hadratado y trarefiera
2un medo ce Cultva con agar.

@ \

Utilice un métoda de desecho de nesgo

Shelégico adecuado para

sesechar KWIKSTIX™, &
@ DE INMEDIATO, incute
b placa del cultivo principal

noculado a |2 temperatera
y las condiciones adecuadas
para los microonganismos.

v

O Microbiologics:

A safer, healthier world.
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N°5 CONSTANCIA ESPECIAL DE USO DE LABORATORIOS

& (51 54) 382038 Fax:(51 54) 251213 [ ucsm@ucsm.edu.pe % http://www.ucsm.edu.pe Apartado: 1350

AREQUIPA PERU

CONSTANCIA ESPECIAL N20020-Coord.Lab-2016

LA QUE SUSCRIBE COORDINADORA DE LABORATORIOS DE LA UNIVERSIDAD CATOLICA DE
SANTA MARIA, DEJA CONSTANCIA QUE LA SENORITA:

ROSARIO TELLO, EDITH SONIA

INSTITUCION EDUCATIVA : UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS. AREQUIPA.

HA DESARROLLADO EL PROYECTO DE TESIS, INTITULADO:

“EFECTO ANTIBACTERIANO DE Opuntia soherensii (AYRAMPO) SOBRE LA Porphyromona
gingivalis. UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS. AREQUIPA 2016”

PERIODO : del 05 de setiembre al 05 de octubre del afio 2016

SE EXPIDE LA PRESENTE CONSTANCIA A SOLICITUD EXPRESA, Y PARA LOS FINES QUE
CONVENGA.

Arequipa, 2016,10.19.

37/'? 222 7/1(‘4//1 /5?

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARiA
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N°5 TABLA DE RESULTADOS ESTADISTICOS DE PRUEBA PILOTO

Halo Inhibicién

Grupo de Estudio

O.S. 0.S.
24 horas 0.S.5%

2.5% 1.25%
Media Aritmética 11.20 0 0
Desviacion Estandar 5.21 0 0
Halo Minimo 8 0 0
Halo Maximo 20 0 0
Total 5 5 5
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FOTOS DEL MATERIAL BIOLOGICO

Figura N°1. Pencay fruta del Opuntia soherensii

Figura N°3. Solucién concentrada de Opuntia soherensii
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Figura N°5. Porphyromona Gingivalis Incubada
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