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RESUMEN

El objetivo del estudio fue Comparar in vitro el efecto antibacteriano del extracto
etanolico de Passiflora edulis (Maracuya) y la clorhexidina al 0.12% sobre el
crecimiento de la cepa Streptococcus mutans (ATCC 25125).

El estudio es de tipo experimental In vitro, prospectivo, transversal y comparativo. Para
determinar el tamafio muestral se aplico la comparacion de medias. El extracto
etanolico de Passiflora edulis (maracuya) inicialmente se diluy6é a concentraciones de
25%, 50%, 75% y 100%; mientras que la clorhexidina a 0.12%. Para la medir el efecto
antimicrobiano se uso la técnica de difusion en placa para medir los halos de inhibicion
de crecimiento bacteriano; y la técnicas de difusion en tubo para medir CMlIy CMB. En
el analisis univariado, se usé pruebas de estadistica descriptiva como medidas de
tendencia central y de dispersion. Para el analisis bivariado, primero se evaluo la
normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk., al ser normal, se utilizé ANOVA para
comparar el efecto antibacteriano. Se concluy6 que existe diferencia estadisticamente
significativa entre el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Passiflora edulis
(Maracuyd) al 100% vy la Clorhexidina al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa
Streptococcus mutans (ATCC 25125).
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ABSTRACT

The objective of the study is to compare in vitro the antibacterial effect of the ethanolic extract
of Passiflora edulis (Maracuyd) and 0.12% chlorhexidine on the growth of the Streptococcus
mutans strain (ATCC 25125).

The study is experimental in vitro, prospective, cross-sectional and comparative. To determine
the sample size, the comparison of means was applied. The ethanolic extract of Passiflora
edulis (passion fruit) was initially diluted to concentrations of 25%, 50%, 75% and 100%; while
chlorhexidine at 0.12%. To measure the antimicrobial effect, the plate diffusion technique was
used to measure the halos of inhibition of bacterial growth; and tube diffusion techniques to
measure MIC and CMB. In the univariate analysis, descriptive statistical tests were used as
measures of central tendency and dispersion. For the bivariate analysis, normality was first
assessed using the Shapiro-Wilk test. As it was normal, ANOVA was used to compare the
antibacterial effect. It was concluded that there is a statistically significant difference between
the antibacterial effect of the ethanolic extract of Passiflora edulis (Maracuyd) at 100% and
Chlorhexidine at 0.12% on the growth of the Streptococcus mutans strain (ATCC 25125).
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INTRODUCCION

El proceso cariogénico inicia y progresa cuando las bacterias orales metabolizan los
carbohidratos fermentables, produciendo acidos que se diseminan por el tejido
dentario y desmineralizan el esmalte, inclusive neutralizando el efecto amortiguador
de pH de la saliva. Algunos autores refieren que el consumo frecuente y continuo de
carbohidratos, asi como la higiene bucal deficiente se relacionan directamente con el
desarrollo y progresion de la caries dental.

Actualmente existe un gran aumento de la incidencia de caries dental y las bacterias
patdgenas cada se estan haciendo mas resistentes; por lo que aumentan infecciones
oportunistas de origen odontogénico. El Streptococcus mutans, agente microbiano
etiolégico de la caries mas importante, juega un rol relevante en la ocurrencia de
endocarditis, por lo que se considera a la caries dental, un agente etiolégico para las
patologias generales. En paises en desarrollo existe un considerable interés en el
desarrollo en alternativas de prevencion y tratamiento de estas infecciones.

Las plantas tradicionales y sus diferentes estructuras, cortezas, hojas y frutos, pueden
ser usados frente a infecciones bacterianas y son considerados una buena alternativa
a los quimicos sintéticos, como la clorhexidina a nivel oral, debido a sus
complicaciones. Inclusive numerosas plantas medicinales fueron evaluadas para su
potencial aplicacion en el tratamiento de enfermedades orales.

El fruto de la Passiflora edulis (maracuyd) se ha utilizado frecuentemente en terapia
popular en Sudamérica para tratar trastornos ansioliticos, respiratorios y urinarios. Los
constituyentes de diferentes extractos incluyen elementos flavoniticos, terpenicos,
glucosidicos y entre otros compuestos de importancia organica . Productos obtenidos
de especies Passiflora tiene actividad antimicrobiana en una amplia gama de
microorganismos incluidos las bacterias grampositivas y gramnegativas, sobre todo

debido a no tienen efectos téxicos.
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Debido a esto, este estudio investigativo tuvo como objetivo comparar in vitro el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) y la clorhexidina

al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa Streptococcus mutans (ATCC 25125).
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CAPITULOI.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la Realidad Problematica

Los procesos infecciosos dentales, como lesion cariosa y enfermedades del
periodonto, quizas son las infecciones bacterianas que se presentan con mayor
frecuencia en los humanos Su naturaleza no es peligrosa para la vida y su ubicuidad

han minimizado su importancia en salud general.!

Este concepto de infecciones dentales es bacteriol6gicamente no especificas no tienen
fundamento para el tratamiento antimicrobiano. Aparte del desbridamiento diario de
las superficies dentales por versiones modernas de implementos antiguos, como
cepillos de dientes, hilo dental y palillos de dientes. No hay convincente evidencia de
gue el cuidadoso desbridamiento mecanico por parte del paciente, haya reducido la
incidencia de caries dental, aunque tales procedimientos pueden reducir la cantidad

de placa dental y el nivel de gingivitis (inflamacién de la encia o encias).!

La estructura superficial dental es Unica en el cuerpo humano, es una superficie dura
gue no se descascara, que adhiere varias proteinas acidas (mucinas) salivales, que

forman lo que se conoce como la pelicula de esmalte adquirido.*

La pelicula adquirida, membrana acelular (0.1 a 3 pLm de grosor), posee gran cantidad
de sulfato y carboxilos, que aumenta aln mas la carga negativa neta superficial de los
dientes. Como las bacterias también tienen una carga negativa neta, existe una
repulsion inicial entre las bacterias y la estructura dental superficial, y aquellos
microorganismos bacterianos salivales que se acercan a esta superficie. Esta defensa

inmunitaria innata desaparece al formarse el biofilm dental.t

La caries dentaria es una condicibn comun que refleja la aparicion de bacterias

cariogénicas y un desequilibrio entre la pérdida mineral y la ganancia mineral. 12
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Acerca de las especies implicadas en la etiologia de la caries dental, existe una gran
evidencia epidemioldgica que vincula al Streptococcus mutans en el inicio de la caries
dental.® La mayoria de los individuos albergan varias cepas de esta bacteria,* y el
microorganismo a menudo se encuentra en niveles altos en pacientes con caries

rampantes,® particularmente en asociacion con lactobacilos.*®

La eficacia del flior que contienen los dentifricos esta bien documentada. Con fluoruro
a niveles iguales a 1000 ppm, los efectos sobre el balance de desmineralizacion y
remineralizacion son mas importante que cualquier influencia sobre el metabolismo
bacteriano.”® Estudios anteriores han encontrado que diferentes fluoruros que
contienen los dentifricos tienen efectos antimicrobianos muy diferentes,® que explicaria
por qué algunos confieren mayor proteccion que los demas. Inclusive las acciones

antimicrobianas de diferentes formas de fluoruro también varian considerablemente.1%
12

La microbiota oral es diversa, incluye mas de 600 especies bacterianas y con distintos
subconjuntos predominando en diferentes habitats.'® El establecimiento de un biofilm
en las superficies dentales (placa dental) es critica en el desarrollo de la gingivitis.
Mientras la caries es una infeccion endégena de los tejidos calcificados de los dientes
y es el resultado de su desmineralizacion por los acidos organicos producidos por

bacterias que fermentan los carbohidratos de la dieta.'*

La clorhexidina es el agente quimioprofilactico mas efectivo contra las bacterias
patdgenas orales.’®1® Es un agente antimicrobiano catiénico con un amplio espectro
de accién contra bacterias grampositivos y gramnegativos, hongos y algunos virus.’
Comunmente 0,12% o 0,2% de clorhexidina digluconate (CHX) se utiliza como

farmacoterapia preventiva de la lesion cariosa dentaria.'®2°

El fruto de la Passiflora edulis (maracuya) es una vid escaladora exética, originaria de
Sudamérica. Ahora se cultiva en todo el mundo como una fruta comestible para la
industria alimentaria.?! Productos obtenidos de especies Passiflora tiene actividad

antimicrobiana en una amplia gama de microorganismos. Estos incluyen bacterias
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grampositivos y gramnegativos, hongos, levadura y actinomiceto. Sobretodo también

se encontré que tiene efectos no tdxicos.??

El proposito de este estudio fue comparar in vitro el efecto antibacteriano del extracto
etanolico de Passiflora edulis (maracuya) y clorhexidina (CHX) al 0.12% sobre la cepa
S. mutans (ATCC 25125).

1.2. Formulacién del problema

Problema General

¢,Cuadl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandélico de Passiflora edulis
(Maracuyd) y la CHX al 0,12% sobre el crecimiento de la cepa S. mutans (ATCC
25125)?

Problemas especificos.

¢,Cuales son los halos de inhibicidbn de crecimiento bacteriano in vitro del extracto
etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 25% y la CHX al 0.12% sobre el
crecimiento de la cepa S. mutans (ATCC 25125)7?

¢,Cuales son los halos de inhibicidbn de crecimiento bacteriano in vitro del extracto
etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 50% y la CHX al 0.12% sobre el
crecimiento de la cepa S.mutans (ATCC 25125)?

¢,Cuales son los halos de inhibicidbn de crecimiento bacteriano in vitro del extracto
etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 75% y la CHX al 0.12% sobre el
crecimiento de la cepa S.mutans (ATCC 25125)?

¢,Cuales son los halos de inhibicidbn de crecimiento bacteriano in vitro del extracto

etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 100% y la CHX al 0.12% sobre el
crecimiento de la cepa S.mutans (ATCC 25125)?
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¢, Cual es el CMI in vitro del extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) sobre

el crecimiento de la cepa S.mutans (ATCC 25125)7?
1.3. Objetivos de la Investigacion.
1.3.1. Objetivo General

Comparar in vitro el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Passiflora edulis
(Maracuyd) y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa S. mutans (ATCC
25125)

1.3.2. Objetivos Especificos.

Comparar in vitro los halos de inhibicion del extracto etandlico de Passiflora edulis
(Maracuyd) al 25% y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa S. mutans (ATCC
25125).

Comparar in vitro los halos de inhibicion del extracto etandlico de Passiflora edulis
(Maracuyd) al 50% y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa S. mutans (ATCC
25125).

Comparar in vitro los halos de inhibicion del extracto etandlico de Passiflora edulis
(Maracuyd) al 75% y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa S. mutans (ATCC
25125).

Comparar in vitro los halos de inhibicion del extracto etanolico de Passiflora edulis
(Maracuyd) al 100% y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa S. mutans
(ATCC 25125).

Comparar in vitro el CMI y CMB del extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya)

sobre el crecimiento de la cepa S. mutans (ATCC 25125).
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1.4. Justificacion de la investigacion.

Las biopeliculas dentales se componen de diversas comunidades de bacterias orales,
destacando el Streptococcus mutans, en particular, al ser considerado como la
bacteria etiologica mas importante de la caries dental, pues causa desmineralizacion
del tejido dental duro. Un enfoque ampliamente adoptado para la eliminacion de
bacterias cariogénicas en estas biopeliculas es el control mecéanico de la placa a través

del cepillado dental, uso de hilo dental y sobretodo del uso de antisépticos orales.

Estos diferentes antisépticos, deben cumplir algunos requisitos, como la eliminacién
solo de bacterias patdgenas, sustantividad, impedir el desarrollo de resistencia
bacteriana, y ser inocuo para las estructuras normales de la cavidad bucal. La
clorhexidina (CHX), es el agente antimicrobiano mas usado por los profesionales y de
multiples utilidades, tanto en periodoncia, cirugia, endodoncia e inclusive en lesiones
de mucosa oral. Sobre todo porque limita la multiplicacion microbiana e imposibilita su
efecto histopatoldgico sin perjudicar la fisiologia tisular humana. La clorhexidina se
utiliza como antiséptico en forma de digluconato y es activa contra cocos gram
positivos y menos activos contra bacilos grampositivos y gram negativos. Comprobada
la eficacia antimicrobiana de la Clorhexidina, también es cierto que posee numerosas
reacciones adversas medicamentosas (RAMS) comprobadas por el uso prolongado,

como irritacion de la mucosa y alteracion de la sensibilidad del gusto.

Ante esto, esta investigacion, a nivel tedrico, busca comparar el efecto antimicrobiano
de un agente natural como el extracto etanélico (e.e) de Passiflora edulis (Maracuya)
frente a CHX al 0.12%, por ser inocuo para los tejidos y no producir RAMS, lo que
generaria nuevo conocimiento en busca de una alternativa a la CHX en el uso de

antisépticos orales para eliminar bacterias

patdogenas en cavidad oral, como es el Streptococcus mutans (principal agente

cariogenico).
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Evidencias cientificas de la etnofarmacologia refieren que la maracuya es usada en
procedimientos médicos tradicionales. En América Latina, se consume como sedativo,
miorrelajante, antiepiléptico, antitetdnico, antihipertensivo, contra falta de suefio,
estimulador renal, para trastornos gastricos, neoplasias de intestino y cuadros febriles.
Al evaluar y comparar el efecto antimicrobiano del e.e. de Passiflora edulis (Maracuyd)
frente ala CHX al 0.12%, a nivel practico, este estudio busca una alternativa de agente
antiséptico natural, a CHX, en la elaboracion de colutorios orales de uso prolongado y

sobretodo sin las RAMS que caracterizan a la clorhexidina.

A nivel clinico, los resultados de esta investigacion permitiran a los profesionales
odontoélogos, tener acceso a una alternativa terapéutica, el extracto etandlico de
Passiflora edulis; natural, inocua y de uso prolongado, en el tratamiento frente a
infecciones orales producidas por bacterias patégenas, como el Streptococcus mutans

en la formacion de caries dental.

En cuanto al nivel metodoldgico, los procesos experimentales in vitro usados en este
estudio, permitiran tener un método altamente cientifico y adecuado para la ejecucion
de futuras investigaciones, originales y complementarias, que busquen evaluar y

comparar el efecto antimicrobiano de diferentes agentes naturales de origen vegetal.

1.4.1. Importancia de la Investigacion

Este estudio aportara nuevos informacion en la aplicacion de agentes naturales, la
Passiflora edulis, a diferentes concentraciones terapéuticas que tiendan a disminuir la

presencia del Streptococcus mutans y disminuyendo asi su efecto cariogénico.

Por otro lado, a nivel social, este estudio busca beneficiar a la poblacion en general,
ya que el conocimiento del efecto antibacteriano del extracto etandlico de la Passiflora
edulis, podra ser utilizado como alternativa terapéutica en la prevencion de la lesion
cariosa dentaria y ademas por su bajo costo econémico sera de facil accesibilidad para

las personas de menos recursos.
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Asi mismo tendra una importancia clinica debido a que sera, de obtener los resultados
esperados, una alternativa terapéutica a usar los profesionales odont6logos en
estrategias preventivas y protocolos terapéuticos de la caries dental, la enfermedad

bucodental mas frecuente.
1.4.2 Viabilidad de la Investigacion.

Esta investigacién conto con el apoyo y supervision de profesionales especialistas en

las diferentes etapas de su ejecucion.

Los gastos de inversion estimados, fueron completamente asumidos por el

investigador.

Existe pro actividad del Lab. Central de la Facultad de Medicina y Ciencias de la
Salud, para las coordinaciones y autorizaciones que permitirdn que la ejecucion y

tiempo de duracion de la investigacion sea 6ptimo.

1.5 Limitaciones del Estudio.

La adquisicion de cepas American Type Culture Collection (ATCC), es de cierta
manera restringida, y por ello los laboratorios de referencia solicitan varios requisitos
previos que sustenten su utilizacion.

Disponibilidad horaria de acceso a los laboratorios de la Universidad Alas Peruanas.

Disponibilidad de tiempo del director asesor del presente estudio.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion.

2.1.1. Antecedentes Internacionales

Lee DW et al (2016) Korea; determinaron el patron de actividad antibacteriana del
digluconato de clorhexidina (CHX) contra biopeliculas maduras de Streptococcus
mutans. Biofilms de Streptococcus mutans se formaron en discos de hidroxiapatita
recubiertos de saliva y luego se trata con 0 a 20% de CHX, una, tres o cinco veces (1
minuto por tratamiento) durante el periodo de formacion de biopeliculas maduras (méas
alld de las 46 h). Después de los tratamientos, los recuentos de unidades de formacion
de colonias (UFC) de las biopeliculas tratadas fueron determinados. Los valores de pH
del medio de cultivo gastado también se determinaron para investigar el cambio en el
pH resultante de la actividad antibacteriana de CHX. Las relaciones entre la
concentracion de CHX y los recuentos de CFU y la concentracion de CHX y el pH del
medio de cultivo, en relacion con el nimero de tratamientos realizado, se evaluaron
utilizando un procedimiento de ajuste de curva sigmoidal. Los cambios en los
recuentos de UFC y el pH del medio de cultivo siguieron curvas sigmoidales y fueron
dependientes sobre la concentracion de CHX (R2 = 0.99). Las curvas sigmoideas
fueron desplazadas a la izquierda con creciente niumero de tratamientos. Ademas, el
pH del medio de cultivo de la las biopeliculas tratadas aumentaron a medida que
disminuian los recuentos de UFC. La concentracion mas baja de CHX para aumentar
el pH del medio de cultivo por encima del pH critico también disminuy6é a medida que
el nimero de tratamientos aumentaron. Estos resultados pueden proporcionar
informacion fundamental para seleccionar las concentraciones de CHX adecuadas

para tratar las biopeliculas de S. mutans.??
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Sharma M et al (2015) India; evaluaron el potencial antimicrobiano in vitro del
preparado de etanol Calotropis gigentica (algodon de seda). El efecto inhibitorio del
extracto etandlico se probd contra Streptococcus mutans y Lactobacillus casei
mediante el uso de método de difusion de disco.

El extracto etandlico de Calotropis gigentica mostré 16 mm y 14 mm de zona de
inhibicion minima a una concentracion del 1.25% para S. mutans y lactobacilos,
respectivamente. Llegando a la conclusién de que se encontr6 que Calotropis gigentica

era eficaz contra S. mutans y lactobacilos.?*

Pardo-Jumbo A et al (2017) Ecuador; determinaron los elementos activos y el
proceso activo antioxidante de la pulpa de maracuya (passiflora edulis) El fin de este
estudio fue evaluar los componentes fisicoquimicos y la capacidad antioxidante in vitro
por el método del ABTS++ de los extractos hidroalcohdlicos de la pulpa de maracuya
a concentraciones diferentes. La muestra fue una variedad producida en el area
geografica de Estero Medina, canton Santa Rosa (El Oro). Para definir las propiedades
fisicoquimicas de los extractos se realizd un estudio experimental adecuado con las
03 concentraciones pulpares. El enfoque de este estudio fue cuantitativo y cualitativo
de los andlisis, presentando un pH de 3,12, densidad de 1,066 g/mL y 55 mPas de
viscosidad; valores Optimos acorde a parametros y normas INEN (Ecuador) para la
formulacion de jugos a base de Passiflora edulis. Al andlisis se encontro flavonoides,
fenoles y taninos, compuestos relacionados con la actividad antioxidante. Resultados
gue sustentan el uso de esta fruta como base para la formulacion de una bebida

funcional beneficiosa para la salud general.®

22



2.1.2. Antecedentes Nacionales

Ramos Hy Pari R (2019) Lima; en su investigacion determinaron la capacidad contra
oxidacion e inflamacion del e.e. de hojas de P. mollissima (“Tumbo”). El preparado con
etanol se realizO6 por maceracion al frio. Se realiz6 determinacion de solubilidad y
pruebas fitoquimicas completas con el fin de lograr la identificacién de los metabolitos.
La determinacion de la capacidad contra la oxidacion se us6é el DPPH (método
demostrado); y contra la inflamacion se utilizo el protocolo de edema plantar por agente
inflamogeno (albumina 1 %). En el primer caso se encontrd evidencia a las siguientes
medidas de concentracion:125 ug/mL (79,55%), 93,75 ug/mL (60,99%), 62,5 ug/mL
(41,93%) y 31,25 ug/mL (21,82%). En el segundo caso, en comparacion con el control
positivo Trolox, la capacidad contra la inflamacion se encontr6 a la dosis de 600 mg/kg
a la hora de administrar (p=0.000), similar a la dexametasona de 4 mg. Llegandose a
la conclusién que el P. mollissima, tiene capacidad contra la oxidacién tisular e

inflamacion.?®

Ruiz Y y Sifuentes K (2018) Trujillo; evaluaron el efecto fotoprotector in vitro del
extracto de hojas de Passiflora edulis “maracuya”. Para evaluar el efecto fotoprotector,
la muestra fue recolectada en Chumpoén, Paijan, La Libertad. El extracto
hidroalcohdlico de las hojas fue elaborado por proceso de percolacién utilizando etanol
de 70°GL como agente solvente hasta su eliminacion. La concentracion se determino
mediante el peso del extracto seco, encontrandose un valor de 50 mg/mL. El agente
guimico se analiz6 al medir la absorbancia por espectrofotometria en la zona de
irradiacion ultravioleta B (290-320nm), la cual puede penetrar en la epidermis por
radiacion solar y generar dafios irreversibles a la piel. Se concluyé que el extracto
hidroalcohdlico de hojas de Passiflora edulis “maracuya” tuvo un efecto fotoprotector
alto con un FPS 14,598.%"
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2.2. Bases Teolricas
2.2.1. Passiflora edulis (Maracuya)

Dentro de la familia Passifloraceae, el género Passiflora es la mayor, abarca alrededor
de 500 especies, distribuidas en areas geograficas de clima calido y tropical de
América; mas raras en Oceania, Africa y Asia. En Sudamérica, su cultivo es amplio
por los frutos comestibles que producen; la ampliamente cultivada es la Passiflora
edulis Sims, conocida como Mracuya.?

Esta especie de frutos son amarillos, de crecimiento hasta 1 000 msnm; aunque existe
la P. edulis Sims var. Purpurea (frutos color purpura) que puede crecer en areas
geogréficas superiores a 1200 msnm.*’ La maracuya es un vegetal lefioso, trepadora
y de crecimiento veloz hasta 10 m de longitud; la fruta tiene morfologia esférica,
globosa o elipsoide, con una pulpa muy aromatica, de didmetro aprox.de 10 cmy de
190 gr de peso.?®

La utilizacién de Passiflora en medicina tradicional se remonta a 1569.2° La evidencia
en etnofarmacologia refiere que la maracuya es usado en diferentes areas geograficas
del planeta. En Sudameérica, el té de diferentes partes aéreas de esta planta, es bebido
como terapéutico frente la enfermedad tetanica, cuadros epilépticos, de insomnio, de
crisis hipertensivas y como sedativo;?* miorrelajante,?® diurético, contra dolor gastrico,
neoplasias de intestino y cuadros febriles.?°

Estudios farmacolégicos con P. edulis demuestran sus multiples capacidades
terapéuticas. Produjo inhibicidbn enzimatica de endopeptidasas zincdependientes, de
metaloproteinasas extracelular relacionadas con diseminacion neoplasica metastasica
y angiogénetica,?® asimismo produjo inhibicién de la mutacién neoplasica de células
murinas.®® El preparado extractico de la hojas inhibié el cuadro inflamatorio agudo y
fomento la proliferacion de fibroblastos, de fibras colagenas y la nueva formacién de
vasos capilares en tejido cicatrizal de vejiga de ratas;*! igualmente, demostré una
significativa capacidad contra la inflamacién en pleuresia carragenina inducida en
ratones;3?33 ademas, elevo de manera significativa el nimero de roedores protegidos

contra cuadros convulsivos producidos por estricnina, similar al clonazepam;** y
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actividad contra los virus frente a HSV-1.2®> Ademas hay evidencia de un compuesto
peptidico antimicético en las semillas de maracuya.®

En cuanto a la actividad del P. edulis en SNC, la evidencia es controversial. Algunas
investigaciones encontraron actividad sedante,®* ansiolitico,®”® tipo ansiolitico sin
modificar capacidad motora,*® tipo ansiolitico sin modificar memoria %° y calmante
como tranquilizante mayor;*! de otro lado, otros estudios refutan su actividad ansiolitica
42 nj efecto hipnético-sedante; inclusive, evidencian actividad depresora no especifica
del SNC.#®

Una investigacion previa, evidenci6 que el preparado con etanol de hojas y
concentrado de pulpa de maracuya no produce actividad citotoxica aguda en cavidad

bucal.?®

2.2.2. Clorhexidina (CHX)

La CHX forma parte de las biguanidas (clorofenilbiguanida), que tienen propiedades
antimaléricas; y es la que mayor efecto antiséptico posee. Con respecto a sus
caracteristicas quimicas y fisicas, es levemente hidrosoluble, siendo necesaria por ello
su utilizacién en presentacién de sales de digluconato por ser la mas hidrosoluble y
alcohol soluble. Es estable a temperatura ambiental y de pH entre 5y 8, pero muy
inestable en solucidn. Debe protegerse de la radiacion luminosa. A altas temperaturas
se desagrega en cloroanilina. Ante presencia de material organico la CHX se
neutraliza.*®* Referente a su compatibilidad, es compatible con cationes amonio
cuaternarios, e incompatible con aniones tenso activos, escasos agentes no ionizados
y muchos compuestos colorimétricos; forma sales solubles con los sulfatos, nitratos,
fosfatos y carbonatos.*?

Con respecto a su farmacodinamia, existe evidencia de su absorcion
extraordinariamente rapida a través de las membranas, tanto en bacterias,** como en
hongos levaduriformes,*® consiguiendo su acciébn méaxima en 20 segundos. A
concentraciones altas precipita proteinas y acidos nucleicos; mientras que a bajas
concentraciones altera el transporte de membrana y produce inhibicion enzimatica

microbiana.
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Las soluciones de CHX tienen efecto bactericida y fungicida siendo dificultoso
determinar la concentracion supuesta de neutralizacion del agente activo. Los
grampositivos tienen mayor sensibilidad que los gramnegativos; siendo cepas de
Proteus y Pseudomona las menos sensibles.*®4’ No elimina esporas, pero limita su
formacién, y es bacteriostético frente a Micobacterias, aunque en general, tienen
resistencia alta. No tiene efecto en virus desnudos, pero produce inactivacion en los
virus envueltos. Se recomienda tener cuidado en conservacion de las diluciones,

porque se pueden contaminar. 4647

2.2.3. Streptococcus mutans

El Streptococcus mutans es un microorganismo grampositivo acidolactico, son
estreptococos y diplococos. Es un anaerobio facultativo, fermenta &c. lactico. Se le

considera una bacteria a Hemofilica.*®4°

Forma parte de la microflora oral. Los nifios son mas susceptibles a esta bacteria;
Sintetiza fructanos y glucanos a partir de azucares, y sintetizar carbohidratos
extracelulares, de consistencia laxa que permite la adherencia bacteriana a superficie
libres dentales, e intracelulares para el metabolismo energético. La sintesis de
azucares intracelulares como el glucégeno, produce acidos sin la necesidad de
consumo de polisacéaridos. No posee nucleo definido por falta de carioteca, su ADN

cromosémico se presenta de manera lineal simple.484°

Generalmente es conocido como patdégeno dental ya que consume carbohidratos de
la dieta, produciendo ac. lactico y adhiriéndose al tejido dentario permitiendo la
colonizacion microbiana causante de lesion cariogénica dental, y de igual manera
causa bacteremia y endocarditis infecciosa, si alcanza el torrente circulatorio, (durante

una extraccion dental) de individuos con valvulopatias. 484°

Es destacable la propiedad que posee el S.mutans de mantener sus multiples
genotipos en cavidad bucal de nifios mayores de cinco afios, adolescentes y adultos;

fendbmeno denominado persistencia “intraindividual” y que demuestra lo estable e
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interrelacionado que esté con los tejidos del hospedador, como la capacidad de formar

biofilm, adherencia y estabilidad en los cambios de pH.

La invasién primaria de la cavidad bucal por S. mutans favorece la formacién de caries

y que se presente a edades mas tempranas.®’>!

Existe alta evidencia de homogeneidad entre cepas de S. mutans entre miembros de
la misma familia demostrando la transmision vertico horizontal y constante invasion

de S. mutans obtenidos anteriormente hasta la etapa temprana adulta.>8>°

2.2.4. Streptococcus mutans y Caries Dental

El proceso cariogénico dental, es un desequilibrio bioquimico complejo de etiologia
factorial multiple iniciado post erupcion dental, definiendo la desmineralizaciéon de la
matriz dentaria y evolucionando hasta una cavidad en la corona dental, y siendo el

S.mutans el agente etiolégico microbiano mas importante.'*

Para el estado peruano, y acorde al MINSA, el 98% de la poblacion presenta lesiones
cariosas dentarias. Siendo aun, mantenida como problema de salud publica mundial,

debido a que perjudica la bienestar sanitario de quienes la sufren.?®

Keyes en 1960, refirid6 que la etiopatogenia de la caries obedece a la interaccién
simultanea de tres factores principales: un factor “microorganismo” que en presencia
de un factor “sustrato” (ingesta de Carbohidratos), logra influir a un factor “diente”
(también denominado huésped). Aquel estudioso, manifestd que la interrelacion

trifactorial, sustenta la génesis de la lesion cariosa dentaria. %> Estos son:

Microorganismos: La cavidad oral posee una de las microbiota variada y numerosa,
con mas de 300 especies. Entre los microorganismos cariogénicos se encuentran el
S.mutans, S. sobrinus, Lactobacillus y Actinomyces. Siendo el S. mutans capaz de

inducir la lesién cariosa en cualquier estructura superficial dental. 226

Dieta: El S.mutans promueve la adhesion bacteriana ya que induce la formacion de

glucanos, mutanos y fructanos a partir de la ingesta de glucidos, sobretodo la

27



sacarosa, de elevado poder cariogénico. En este complejo proceso la microbiota oral
producen acidos al fermentar carbohidratos y que desmineralizan el esmalte dental.?’

inclusive el pH oral se vuelve critico al caer por debajo de 5.5.2°
Huésped: incluye a la saliva y los dientes:

Saliva: Esta corroborado que en el proceso cariogénico que, al reducir el volumen
salival, aumenta los niveles de lesiones cariosa, como sucede en pacientes con

xerostomia y corroborados por numerosos estudios en modelos biolégicos.?®

Dientes: La lesion cariosa se va a manifestar en el esmalte, susceptible a ser
desmineralizada por los acidos, influida por su estructura anatomica, como los

complejos sistemas de surcos, fisuras y puntos. 2°

Tiempo: Se dice que un consumo frecuente de glucidos varias veces al dia aumenta
de riesgo de lesion cariosa. Por lo que la cantidad, frecuencia de su consumo y

permanencia de estos en la cavidad bucal influye directamente en el riesgo. °
2.3. Definicion de términos basicos

Efecto antibacteriano: Capacidad de agente bioquimico de eliminar o producir
inhibicion del crecimiento microorganismos bacterianos establecidos en un ambiente
dado, blogueando su desarrollo o produciendo directamente la muerte bacteriana.>
Cepa bacteriana: Microorganismo bioquimicamente identificado con fenotipo y
genotipo definidos.*8

Streptococcus mutans: Considerado microorganismo etiologico primario de la lesién
cariosa inicial .t

In Vitro: Procedimiento técnico general en ambiente controlado y fuera de un ser
Vivo.%®

Aceite esencial: Liquido oleoso, volatil, algo soluble en etanol, cloroformo y aceite
fijos; que posee terpenos, cetonas, fenoles, alcoholes, acidos, aldehido y éteres.®°
Monoterpenos: Agente quimico de esencias florales y de aceites esenciales de

hierbas y plantas.®°
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Antiséptico: Agente bioquimico compatible que inhibe el crecimiento y desarrollo
microbiano.®

Patogenia: Conjunto de mecanismos bioquimicos que originan una enfermedad.®°
Taxonomia: Estudia similitudes entre los organismos y su evolucion histdrica.®°
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI): Menor concentracion de un agente quimico

que produce inhibicion del crecimiento y desarrollo visible de microorganismo.®°
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CAPITULO III.

HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA INVESTIGACION

3.1 Formulacion de Hipotesis Principal y Derivadas
Hipotesis Principal

El extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) tiene mayor efecto antibacteriano
in vitro que la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa S.mutans (ATCC 25125)

Hipotesis Derivadas

H1: El extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 25% supera en halos de
inhibicion de crecimiento bacteriano in vitro a la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de
la cepa S.mutans (ATCC 25125)

H2: El extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 50% supera en halos de
inhibicion de crecimiento bacteriano in vitro ala CHX al 0.12% sobre el crecimiento de
la cepa S.mutans (ATCC 25125)

H3: El extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 75 supera en halos de
inhibicion de crecimiento bacteriano in vitro a la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de
la cepa S.mutans (ATCC 25125)

H4: El extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 100% supera en halos de
inhibicion de crecimiento bacteriano in vitro a la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de
la cepa S.mutans (ATCC 25125)

H5: Existen diferencias estadisticamente significativas del CMI y CMB del extracto

etanolico de Passiflora edulis (Maracuya) y CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la
cepa S.mutans (ATCC 25125)
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3.2 Variables, Definicion Conceptual y Operacional

3.2.1 Variable Dependiente
Efecto antibacteriano: Capacidad de agente bioquimico de eliminar o producir
inhibicion del crecimiento microorganismos bacterianos establecidos en un ambiente

dado, blogueando su desarrollo o produciendo directamente la muerte bacteriana.>®

3.2.2 Variable Independiente
Concentracion del extracto etanolico de Passiflora edulis (Maracuyd) y de la
clorhexidina al 0.12%: Macerado de planta aromatica en alcohol etilico, rico en

compuestos solubles en este alcohol. *°
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3.2.3 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

. . L, . Escala de
Variable Dimensioén Indicador e Valores
medicién
Sensibilidad baja
Halos de Inhibicion de Sensibilidad
Halos de Inhibicion crecimiento bacteriano . media
. Ordinal
bacteriana
(Método de Kirby Bauer) Sensibilidad alta
Efecto antibacteriano Resistente
Concentraciéon Minima
Inhibitoria UFC Razén Ndimero de UFC
(CMI)
Extracto etandlico de
i i 0, 0, 0,
Passifloraedulis | Concentracion asignada Razén 25%, 50%, 75%y
100%
Clorhexidina
Concentracién asignada Razén 0.12%
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

4.1 Disefio metodologico
El estudio es de tipo experimental In vitro, prospectivo, transversal y

comparativo.
Experimental in vitro: Se controla y manipula las variables de estudio.

Prospectivo: Los resultados que se obtienen a partir de la fecha de la ejecucion

del estudio hasta el andlisis de los resultados.
Transversal: El estudio se realizara en un solo corte de tiempo.

Comparativo: Se verifica y compara el efecto antibacteriano in vitro del extracto

etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) y CHX al 0.12%.

4.2 Disefio Muestra

Este estudio tiene como unidad de analisis a la cepa de Streptococcus mutans
(ATCC 25125) y esta conformada por placas petri cultivadas que cumplen los

criterios de inclusion y exclusion de la investigacion.
Seran considerados los siguientes grupos:

Grupo 01: Placas Petri cultivadas con cepa de S. mutans (ATCC 25125) y
expuestas al extracto etanodlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 25%

Grupo 02: Placas Petri cultivadas con cepa de S.mutans (ATCC 25125) y expuestas

al extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 50%.

Grupo 03: Placas Petri cultivadas con cepa de S.mutans (ATCC 25125) y expuestas

al extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 75%.
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Grupo 04: Placas Petri cultivadas con cepa de S.mutans (ATCC 25125) y expuestas

al extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 100%.

Grupo 05: Placas Petri cultivadas con cepa de S.mutans (ATCC 25125) y expuestas
a CHX al 0.12%.

De acuerdo a los resultados del estudio piloto, se aplicé la prueba estadistica de

comparacién de medias.

sampsi 24.06 28.8, sdl1(1.29) sd2(2.31) alpha(0.05) power (.80)

Estimated sample size for two-sample comparison of means

Test Ho: ml = m2, where ml is the mean in population 1

and m2 is the mean in population 2

Assumptions:
alpha = 0.0500 (two-sided)
power = 0.8000
ml = 24.06
m2 = 28.8
sdl = 1.29
sd2 2.31
n2/nl = 1.00

Estimated required sample sizes:

nl
n2 =

Criterios de inclusion y exclusién

Criterios de inclusion:
Cepa de Streptococcus mutans viable.

Extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 25%, 50%, 75% y 100%.
Clorhexidina al 0.12%.

Criterios de exclusion:

Placas Petri con medios de cultivos contaminados después del periodo de

incubacion.
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Extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) contaminado.
Clorhexidina en otras concentraciones.
Clorhexidina contaminada.

Cepas de Streptoccocus mutans contaminadas.

4.3 Técnica e instrumento de recoleccién de datos

Técnica de Recoleccion de datos

La presente investigacion utilizo una Ficha de Recoleccion de Datos elaborada con
anticipacion. Asimismo, se uso la técnica de difusion en placa (Método de Kirby y
Bauer) para medir los halos de inhibicion de crecimiento bacteriano; y de dilucién

en serie para medir Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
Procedimiento para la recoleccion de datos

Obtencidén de cepas bacterianas
El presente estudio uso la cepa bacteriana Streptococcus mutans (ATCC 25175),

la cual se obtuvo del Laboratorio GenLab del Pert S.A.C.

Obtencion de la Passiflora edulis (Maracuya)

La maracuya fue obtenida de forma natural del Centro de Abasto de Santa Anita
en Lima. Una vez recolectados (10 kg) son colocados en bolsas herméticas y
llevadas al Lab. Central de la UAP donde se procedi6 a lavarlas con agua destilada,
eliminando tallos y hojas que alteren la maceracion; luego fueron conservadas en

refrigeradora a 14°C para la posterior elaboracion del extracto etandlico.

Preparacién del Extracto Etandlico

A los 10 kg de la muestra bruta, se le extrajo la pulpa del fruto, de consistencia
viscosa y de color naranja opaco, y se le almacena en un recipiente aparte.
Posteriormente es sometido a un procedimiento extractivo a presion obteniéndose
una muestra en estado liquido. Al volumen de extracto puro obtenido se le afiade

01 Litro alcohol etilico al 70%; que se almacena al ambiente en recipiente de
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macerado cerrado y hermético y envuelto con bolsas negras y evitar la exposicion

solar.*®

Los frascos de maceracién conteniendo la mezcla se dejan reposar durante 10
dias, agitandose tres veces al dia. Cumplido el periodo determinado, el
concentrado se somete a filtracion usando algodon y gasa primero para eliminar
particulas gruesas; y luego con papel de filtracion para eliminar particulas mas finas
y asi garantizar la pureza del extracto. El extracto altamente concentrado se coloca
en un recipiente de vidrio pyrex de 60 x 30 cm para luego ser llevado al horno a
45°C por 8 dias con la finalidad de volatilizar el etanol y obtener extracto altamente
puro. Pasado el tiempo establecido el extracto etandlico obtenido es pesado y
guardado en un frasco ambar de ancha abertura y sellado hasta la ejecucion del

estudio.®®
Dilucién del Extracto Etandlico

Para la dilucion del extracto puro de Passiflora edulis se us6 como medio, agua
destilada, y obtener las concentraciones necesarias para el estudio, como son
25%, 50%, 75% y 100%, siendo la ultima el extracto etandlico puro sin diluir con
ningun agente. Todos los extractos a diferentes concentraciones son almacenados

en frascos ambar de boca ancha y sellada herméticamente para su posterior uso.
60

Reactivacion de la Cepas Streptococcus mutans (ATCC 25125)

Para la reactivacion de la cepa ATCC, esta se mantendrd en refrigeracion entre 2
y 8 °C, desde la compra hasta la reactivacion en el Lab. Central UAP. Esta cepa
estard contenida en su respectivo envase Kwik — Stick ™, luego se retirara
considerando estrictamente las indicaciones del fabricante, sera sembrada en
placas con medio TSA, e incubada por 48 horas y a 37°C. Este paso se realizara

en un tiempo no mayor a 5 minutos.®°
Actividad Antimicrobiana: Método de difusion en disco

La medicion de la actividad antimicrobiana se llevd a cabo por medios de discos de
difusion; se prepara un inoculo en un tubo de ensayo con 5 ml agua destilada con

la cepa de Streptococcus mutans a razon de 0.5 segun escala de Mc Farland. 100ul

43



del inéculo contiene aproximadamente 108 UFC/ml que sera sembradas en placas

de agar sangre segun los grupos de estudio.

Para medir la actividad antimicrobiana, discos de papel filtro estériles de 6 mm de
didmetro fueron impregnados con 100ul del ex. etandlico de Passiflora edulis por
cada una de sus respectivas concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%, para ser
incluidas en las placas de agar sangre sembradas con la cepa. Como control
positivo se colocd un disco de 6 mm impregnado con 100ul de ampicilina; este
proceso se repetira 4 veces para establecer una media del efecto antibacteriano.>®

El mismo procedimiento se realiz6 para la clorhexidina al 0.12%.

Todas las placas fueron rotuladas y llevadas a incubadora por 48 horas y a 37°C.
Posteriormente la actividad antimicrobiana es evaluada mediante la medicion del
didmetro de los halos de inhibicion de crecimiento microbiano, para luego estos

datos ser registrados en la FRD.
Actividad Antimicrobiana: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se realizé un método de dilucion en serie para el extracto etandlico de Passiflora
edulis. °8 Se preparé de 10 tubos en serie, el primer tubo contenia 1 ml de caldo
nutritivo BHI. Al mismo se afiadié 1ml de extracto etandlico de maracuya
homogenizando. Luego se tomé 1 ml del primer tubo al tubo segundo y siguiendo

el mismo procedimiento con los tubos restantes.

Se afiaden 100 ul del in6culo debajo de la superficie a cada uno de los tubos

ajustado espectofotométricamente a 5 x 10°.

Se preparan dos tubos adicionales para controlar el crecimiento bacteriano y su
esterilidad. La concentracion mas baja de extracto etandlico de Passiflora edulis
que elimino el crecimiento bacteriano visible de colonias sobre placa defini6 la

concentracion minima bactericida. °8
4.4 Técnicas estadisticas para el procesamiento de la informacion

En el analisis univariado, se us6 pruebas de estadistica descriptiva como medidas

de tendencia central y de dispersion. Para el analisis bivariado, primero se evaluo
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la normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk., al ser simétrica, se utilizd

ANOVA para comparar el efecto antibacteriano.

Se empled el programa de Microsoft Excel para la recopilacion de datos y para el

analisis se usara el paquete estadistico SPSS version 25.0

4.4 Aspectos Eticos

El presente estudio al ser un estudio experimental in vitro, no existi0 contacto
alguno con individuos, Unicamente se utilizaron cepas microbianas. Asimismo, se
utilizé materiales e instrumental de laboratorio cuyo objetivo sera compara el efecto
antibacteriano entre dos agentes quimicos; por ende, no es requerido el

consentimiento informado.
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CAPITULO V
ANALISIS Y DISCUSION

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

etc
Tabla N° 1

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Passiflora edulis
(Maracuya) al 25%, 50%, 75 % y 100% sobre el crecimiento de la cepa
S.mutans (ATCC 25125)

Extracto etandlico de Passiflora edulis (mm)

N Media DeS\{laC|on Minimo Maximo
estandar

Concentraciéon del extracto al

2506 (mm) 16 0,00 0,00 0 0
Concentraciéon del extracto al

50% (mm) 16 7,84 0,54 6,9 9,1
Concentracion del extracto al

75% (mm) 16 9,26 0,45 8,5 9,9
Concentracion del extracto al 16 13.18 057 126 143

100% (mm)
Fuente: propia del investigador

Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro en el efecto antibacteriano
del extracto de etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) tenemos una mayor
concentracion con un promedio o media del total con un valor de 13,18 (mm) y un
valor en la desviacion estandar es 0,57 (mm) con un minimo valor de 12,6 (mm) y
un maximo valor de 14,3 (mm) en concentraciones al 100% sobre cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25125). Por lo que la cepa es resistente a las
concentraciones de 25% y 50% ; y de sensibilidad baja y media para 75% y 100%

respectivamente.
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Gréafico N° 1

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de Passiflora edulis
(Maracuyd) al 25%, 50%, 75 % y 100% sobre el crecimiento de la cepa
S.mutans (ATCC 25125)

Fuente: Propia del investigador
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Tabla N° 2

Efecto antibacteriano in vitro de la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la
cepa S.mutans (ATCC 25125)

Clorhexidina 0.12%

N Media Desv,|a0|on Minimo Méaximo
estandar
Clorhexidina 0.12% 16 15,24 0,35 14,8 15,8

Fuente: propia del investigador

Se observa en las muestra in vitro el efecto antibacteriano de la Clorhexidina 0.12%
tenemos un promedio o media del total con un valor de 15,24 (mm) y un valor en
la desviacion estandar es 0,35 (mm) con un minimo valor de 14,8 (mm) y un maximo

valor de 15,8 (mm) en concentraciones sobre cepas de S.mutans (ATCC 25125).

Gréafico N° 2

Efecto antibacteriano in vitro de la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la
cepa S.mutans (ATCC 25125)

Fuente: Propia del investigador
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Tabla N° 3

CMI y CMB del extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) sobre el
crecimiento de la cepa S.mutans (ATCC 25125)

CMI (Concentracion minima  CMB (Concentracion Minima

inhibitoria - yg/ml) Bactericida - UFC)
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

Concentracion del
extracto al 25% 0,0 0,0 13,85 100,0
(mm)
Concentracion del
extracto al 50% 0,0 0,0 13,46 100,0
(mm)
Concentracion del
extracto al 75% 16,0 100,0 0,2 100,0
(mm)
Concentracion del
extracto al 100% 16,0 100,0 0,1 100,0
(mm)
Clorhexidina 0.12% 16,0 100,0 0,0 0,0

Fuente: propia del investigador

Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro tenemos un mayor
porcentaje en el CMI (Concentracion minima inhibitoria) con 16,0 (ug/ml) en las
concentraciones de 75%,100% y la Clorhexidina 0.12% sobre cepas de S.mutans
(ATCC 25125).
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Gréafico N° 3

CMI y CMB del extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuyd) sobre el

crecimiento de la cepa S.mutans (ATCC 25125)

Fuente: Propia del investigador
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5.2 Andlisis inferencial, pruebas estadisticas paramétricas, no paramétricas,

de correlacién, de regresion u otras

Tabla N° 4

Prueba de normalidad de los halos de inhibicion del extracto etandlico de

Passiflora edulis (Maracuya) al 25%, 50%, 75 % y 100% vy la clorhexidina al

0.12% sobre el crecimiento de la cepa Streptococcus mutans (ATCC 25125)

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Concentracion del extracto al 25% (mm) - 16 -
Concentracion del extracto al 50% (mm) 0,975 16 0,916
Concentracién del extracto al 75% (mm) 0,917 16 0,151
Concentracién del extracto al 100% (mm) 0,875 16 0,062
Clorhexidina 0.12% 0,899 16 0,076

Fuente: propia del investigador

Se realiz6 la prueba de normalidad en este caso usaremos a Shapiro-Wilk ya que

las nuestras son menores de 50; para halo de inhibicién por grupo sobre el efecto

antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) y la

clorhexidina al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa Streptococcus mutans de

cada concentracién con la finalidad de demostrar que estos tienen una distribucion

normal (P = 0,05) al 95 % de nivel de confianza. Se encontré que en el efecto

antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuyd) al 25%,

50%, 75 % y 100% mm y la clorhexidina al 0.12% sobre la cepa de Streptococcus

mutans, presentan distribucion normal (P = 0,05).
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Gréafico N° 4

Prueba de normalidad de los halos de inhibicion del extracto etandlico de
Passiflora edulis (Maracuya) al 25%, 50%, 75 % y 100% y la CHX al 0.12%
sobre el crecimiento de la cepa S.mutans

Fuente: Propia del investigador
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5.3 Comprobacién de hipotesis, técnicas estadisticas empleadas

Tabla N° 5

Comprobacion de halos de inhibicion del extracto etandlico de Passiflora

edulis (Maracuya) al 25% y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa

S.mutans (ATCC 25125).

ANOVA

Halo de inhibicion

Passiflora edulis - Clorhexidina al 0.12%

Suma de

Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
. Entre 0,000 1 0,000 ; ;
Concentracion del  grupos
0,
extracto al 25% Dentro de 0,000 14 0,000
(mm) grupos
Total 0,000 15
Entre 0,031 1 0,031 0,237 0,634
grupos
. 0
Clorhexidina 0.12% Dentro de 1,809 14 0.129
grupos
Total 1,839 15

Fuente: propia del investigador

De acuerdo a la prueba ANOVA no se registré una significancia (p<0,05). En la

concentracion al 25% y la Clorhexidina 0.12%; con lo que se pudo concluir que no

existe diferencias en la efectividad de esta concentracién experimental para inhibir

en las 16 muestras realizadas en el laboratorio.
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Gréafico N° 5

Comprobacién de halos de inhibicion del extracto etandlico de Passiflora
edulis (Maracuyd) al 25% y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa
S.mutans (ATCC 25125)

Fuente: Propia del investigador
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Tabla N° 6

Comprobacién de halos de inhibicion del extracto etandélico de Passiflora
edulis (Maracuyd) al 50% y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa
S.mutans (ATCC 25125).

ANOVA
Halo de inhibicion
Passiflora edulis - Clorhexidina al 0.12%

E:‘Jris 0040 1 0,040 0,116 0,739
Concentraciéon del %er?tro de
extracto al 50% (mm) 4,838 14 0,346
grupos
Total 4,878 15
Entre 0031 1 0031 0237 0634
grupos
Clorhexidina 0.12% Dentro de 1,809 14 0.129
grupos
Total 1,839 15

Fuente: propia del investigador

De acuerdo a la prueba Anova no se registré una significancia (p<0,05). En la
concentracion al 50% y la Clorhexidina 0.12%; con lo que se pudo concluir que no
existe diferencias en la efectividad de esta concentracion experimental para inhibir

en las 16 muestras realizadas en el laboratorio.
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Gréafico N° 6

Comprobacién de halos de inhibicion del extracto etandélico de Passiflora
edulis (Maracuyd) al 50% y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa
S.mutans (ATCC 25125)

Fuente: Propia del investigador
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Tabla N° 7

Comprobacién de halos de inhibicion del extracto etandélico de Passiflora

edulis (Maracuyd) al 75% y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa

S.mutans (ATCC 25125).

ANOVA

Halo de inhibicion

Passiflora edulis - Clorhexidina al 0.12%

Entre

FUDOS 0,141 1 0,141 0,675 0,049

Concentracion del gDer?tro de
extracto al 75% (mm) 2,919 14 0,208

grupos

Total 3,059 15

Entre 0031 1 0031 0237 0634

grupos
Clorhexidina 0.12% Dentro de 1,809 14 0.129

grupos

Total 1,839 15

Fuente: propia del investigador

De acuerdo a la prueba Anova se registré una significancia (p<0,05). En la

concentracion al 75%; P=0,049 en el extracto etandlico de Passiflora edulis

(Maracuyd) con lo que se pudo concluir que si existe diferencias en la efectividad

de esta concentracion experimental para inhibir en las 16 muestras realizadas en

el laboratorio.
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Gréafico N° 7

Comprobacién de halos de inhibicion del extracto etandélico de Passiflora
edulis (Maracuyd) al 75% y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa
S.mutans (ATCC 25125).

Fuente: Propia del investigador.

58



Tabla N° 8

Comprobacién de halos de inhibicion del extracto etandélico de Passiflora

edulis (Maracuya) al 100% y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa

S.mutans (ATCC 25125).

ANOVA

Halo de inhibicion

Passiflora edulis

Entre

UDOS 0,391 1 0,391 1,397 0,025

Concentracion del gDer?tro de
extracto al 100% (mm) 3,914 14 0,280

grupos

Total 4,304 15

Entre 0031 1 0031 0237 0634

grupos
Clorhexidina 0.12% Dentro de 1.809 14 0.129

grupos

Total 1,839 15

Fuente: propia del investigador

De acuerdo a la prueba Anova se registré una significancia (p<0,05). En la

concentracion al 100%; P=0,025 en el extracto etandlico de Passiflora edulis

(Maracuyd) con lo que se pudo concluir que si existe diferencias en la efectividad

de esta concentracion experimental para inhibir en las 16 muestras realizadas en

el laboratorio.
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Gréafico N° 8

Comprobacién de halos de inhibicion del extracto etandélico de Passiflora
edulis (Maracuya) al 100% y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la cepa
S.mutans (ATCC 25125).

Fuente: Propia del investigador
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Tabla N° 9

Comparar in vitro el CMIy CMB del extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) sobre el crecimiento de la cepa
S.mutans (ATCC 25125)

ANOVA
CMI (Concentracién minima inhibitoria) CMB (Concentraciéon Minima Bactericida)
Suma de | Media = Sj Suma de | Media = Sj
cuadrados 9 cuadratica 9- cuadrados 9 cuadratica 9-
3 Entre 0,000 1 0,000 0,000 0,000 0,058 1 0,058 4,294 0,057
Concentracion del grupos
extracto al 25% Dentro de 0,000 14 0,000 0.189 14 0,014
(mm) grupos
Total 0,000 15 0,247 15
., Entre 0,000 1 0,000 0,000 0,000 0,108 1 0,108 5,246 0,038
Concentracion del grupos
0,
extracto al 50% Dentro de 0,000 14 0,000 0,289 14 0,021
(mm) grupos
Total 0,000 15 0,397 15
y Entre 0,563 1 0,563 4,200 0,060 0,000 1 0,000 0,000 1,000
Concentracion del grupos
extracto al 75% Dentro de 1,875 14 0.134 0,000 14 0,000
(mm) grupos
Total 2,438 15 0,000 15
. Entre 1,266 1 1,266 4,765 0,047 0,000 1 0,000 0,000 1,000
Concentracion del grupos
extracto al 100% Dentro de 3719 14 0,266 0,000 14 0,000
(mm) grupos
Total 4,984 15 0,000 15
gErT;%s 1,000 1 1,000 2,333 0,149 0,000 1 0,000 0,000 0,000
idi 0,
Clorhexidina 0.12% Dentro de 6,000 14 0,429 0,000 14 0,000
grupos
Total 7,000 15 0,000 15

Fuente: propia del investigador
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De acuerdo a la prueba Anova se registr6 una significancia (p<0,05). En la
concentracion al 100%; donde P=0,047 en el extracto etandlico de Passiflora edulis
(Maracuyd) con lo que se pudo concluir que si existe diferencias en la concentracion
minima inhibitoria en las 16 muestras realizadas en el laboratorio. Consecutivamente
podemos observar en la prueba Anova se registré una significancia (p<0,05). En la
concentracion al 50%; donde P=0,038 en el extracto etandlico de Passiflora edulis
(Maracuyd) con lo que se pudo concluir que si existe diferencias en la concentracion

minima bactericida en las 16 muestras realizadas en el laboratorio.
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5.4 Discusion

Este estudio tuvo como objetivo comparar in vitro el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de Passiflora edulis (Maracuyd) y la CHX al 0.12% sobre el crecimiento de la
cepa S.mutans (ATCC 25125).

Es importante referir que los estudios fitoquimicos establecen que las plantas poseen
en su composicion diferentes productos que requieren para su crecimiento y desarrollo
mediante las denominadas rutas metabdlicas y estas rutas se conocen como
metabolitos, ya sean primarios y secundarios, los cuales a su vez les atribuyen
propiedades especiales a la especie vegetal, ejerciendo una accion farmacoldgica,
favorable o perjudicial, sobre el organismo humano.

De los resultados obtenidos en este estudio in vitro del efecto antibacteriano del
extracto de etandlico de Passiflora edulis (Maracuyd) se encontré que el extracto a las
concentraciones de 25% y 50% no presentaba efecto alguno en los halos de inhibicién
del crecimiento bacteriano sobre el S.mutans (ATCC 25125); mientras que a una
mayor concentracion si tuvo efecto, con un promedio o media del total con un valor
de 13,18 (mm) y un valor en la desviacion estandar es 0,57 (mm) con un minimo valor
de 12,6 (mm) y un maximo valor de 14,3 (mm), en concentraciones al 100% sobre
cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25125); resultados similares con estudios
previos de frutos provenientes de la Familia Passiflora, como la investigacion realizada
por Calderon et al (2019),%? que usando un extracto etandlico de Passiflora mollisima
a una concentracion de 100%, encontraron una media de 12.8 mm y una desviacion
estandar de 2.00 mm., y el estudio realizado por Kannan et al (2010), > quienes en
su investigacion publicada usando extracto metanolico de hojas de Passiflora
mollissima, llegaron tambien a la conclusién que presentan un efecto antimicrobiano
significativo sobre bacterias grampositivas como el Staphylococcus aureus y bacterias
gramnegativas como la Salmonella tiphy; que corroboran el efecto antibacteriano de
esta Familia Passiflora sobre este agente microbiano grampositivos como el

Streptococcus mutans, principal agente etiolégico de la caries dental.

Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro el efecto antibacteriano de la

Clorhexidina 0.12% tenemos un promedio o media del total con un valor de 15,24
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(mm) y un valor en la desviacion estandar es 0,35 (mm) con un minimo valor de 14,8
(mm) y un maximo valor de 15,8 (mm) en concentraciones sobre cepas de S.mutans
(ATCC 25125); resultados similares a los obtenidos por Ayala et al (2016), ® quienes
usando barnices de una combinacion de clorhexidina 1 % y fluoruro de sodio 5 %
encontraron una inhibicién de crecimiento de 15.267 mm y una desviacion estandar
de 9.816; mientras que difiere con los resultados de Aguilera et al (2011), ®* quienes
en su investigacion de sensibilidad a la clorhexidina al 0.12%, encontraron halos de
inhibicion de crecimiento de 8.0 mm de media; que corroboran el efecto antibacteriano
de este agente quimico y la sensibilidad del Streptococcus mutans a la Clorhexidina,
pero que se refieren, por los estudios previos, diferentes medias en los halos de
inhibicion. Es importante recalcar que el gluconato de clorhexidina al ser una bis-
biguanida se considera de accion rapida y presenta un elevado indice de adhesion
residual o permanencia en la piel (sustantividad), 7 a 12 h en concentraciones al 0.12%
y 0.2% y en combinacion con otros compuestos como alcoholes, usado en los

colutorios, presenta un amplio espectro antimicrobiano y fungicida.

Antes de la comparar, se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (muestras
menores de 50); para halo de inhibicion por grupo sobre el efecto antibacteriano in vitro
del extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuyd) y la clorhexidina al 0.12% sobre
el crecimiento de la cepa Streptococcus mutans de cada concentracion se demostré
la distribucion normal (P = 0,05) al 95 % de nivel de confianza. Por lo que se procedio

a utilizar la prueba de ANOVA para la comparacion del efecto de antibacteriano.

De acuerdo a la prueba ANOVA no se registrd una significancia (p<0,05). En las
concentraciones al 25% y 50% del extracto, y la Clorhexidina 0.12%; con lo que se
pudo concluir que no existe diferencias en la efectividad de estas concentraciones
experimentales para inhibir en las 16 muestras realizadas en el laboratorio.

Asimismo, para las concentraciones de 75% (P=0,049) y 100% (P=0,025) en el
extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) con lo que se pudo concluir que Si
existe diferencias en la efectividad de esta concentracion experimental para inhibir en
las 16 muestras realizadas en el laboratorio frente a la Clorhexidina 0.12%. Por lo que

se concluye similar efecto antibacteriano, sobre todo al 100%, al de la clorhexidina
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0.12%. Y al no existir estudios comparativos previos es necesario realizar

investigaciones complementarias para corroborar los resultados de este estudio.

Ahora, de acuerdo a la prueba Anova se registrd una significancia (p<0,05). En la
concentracion al 100%; donde P=0,047 en el extracto etandlico de Passiflora edulis
(Maracuyd) con lo que se pudo concluir que si existe diferencias en la concentracion
minima inhibitoria en las 16 muestras realizadas en el laboratorio. Consecutivamente
podemos observar en la prueba Anova se registré una significancia (p<0,05). En la
concentracion al 50%; donde P=0,038 en el extracto etandlico de Passiflora edulis
(Maracuyd) con lo que se pudo concluir que si existe diferencias en la concentracion

minima bactericida en las 16 muestras realizadas en el laboratorio.
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CONCLUSIONES

Existe diferencia estadisticamente significativa entre el efecto antibacteriano del
extracto etanodlico de Passiflora edulis (Maracuyd) al 100% y la CHX al 0.12% sobre el

crecimiento de la cepa S.mutans (ATCC 25125).

No existe diferencia estadisticamente significativa entre los halos de inhibicién del
extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 25% y la CHX al 0.12% sobre el

crecimiento de la cepa S.mutans (ATCC 25125).

No existe diferencia estadisticamente significativa entre los halos de inhibicion del
extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 50% y la CHX al 0.12% sobre el

crecimiento de la cepa S.mutans (ATCC 25125).

Se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre los halos de inhibicion del
extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuya) al 75% y la CHX al 0.12% sobre el

crecimiento de la cepa S.mutans (ATCC 25125).

Se encontr6 diferencia estadisticamente significativa entre los halos de inhibicién del
extracto etanolico de Passiflora edulis (Maracuya) al 100% y la CHX al 0.12% sobre el

crecimiento de la cepa S.mutans (ATCC 25125).

Existe diferencias en CMI entre la concentracién al 100%; (P=0,047) en el extracto
etanolico de Passiflora edulis (Maracuya) y la CHX al 0.12% . Consecutivamente
podemos observar en la prueba Anova se registré una significancia (p<0,05). En la
concentracion al 50%; donde P=0,038 en el extracto etandlico de Passiflora edulis
(Maracuyd) con lo que se pudo concluir que si existe diferencias en CMB en las 16

muestras realizadas en el laboratorio.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios que corroboren los resultados obtenidos en la presente
investigacion, mediante pruebas cualitativas y cuantitativas, fundamentales para
sustentar el uso de la Passiflora edulis (Maracuya) en terapia alternativa frente a

infecciones orales.

Continuar estudios sobre el efecto antimicrobiano de la Passiflora edulis (Maracuyd)

frente a otros microorganismos patégenos de la cavidad oral.

Fomentar investigaciones y el estudio fitoquimico para identificar los componentes de
la Passiflora edulis (Maracuyd) responsables del efecto antimicrobiano y sea utilizado

en la elaboracion de productos terapéuticos a nivel oral.

Continuar con los estudios comparativos de productos vegetales con clohexidina y
fomentar nuevos productos de uso en salud oral continuo, sin contraindicaciones y

reacciones adversas.
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ANEXO N° 1

AU AP S Fruanas

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

N° de Ficha:
Fecha:
Nombre del Investigador:
Microorganismo estudiado: Cepa Streptococcus mutans (ATCC 25125)
Medio de cultivo usado:
Técnica de siembra usada: Difusion de disco en Placa/D
Cultivo positivo: Si( ) No( )
Agente antimicrobiano a evaluar:
Temperatura de cultivo: 37°C Tiempo de cultivo: 48 hrs
Efecto Antibacteriano
Presencia de
Discos de Halo de
Esquema sensibilidad Inhibicién cMmifemB
Medida (mm)
Placa 01
Disco01 ( ) Si( ) No( )
Disco02 ( ) Si( ) No( )
Disco03 ( ) Si( ) No( )
Disco04 ( ) Si( ) No( )
Placa 02
Disco05 ( ) Si( ) No( )
Disco06 ( ) Si( ) No( )
Disco 07 ( ) Si( ) No( )
Disco08 ( ) Si( ) No( )
Placa 03
Disco09 ( ) Si( ) No( )
Disco 10 ( ) Si( ) No( )
Discol1l ( ) Si( ) No( )
Disco 12 ( ) Si( ) No( )
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ANEXO N° 2

Certificado de cepa Streptococcus mutans (ATCC 25175)
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values

Interpretation

Range
2.00-3.00
170199
0.00- 1.69

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Symbols Color
(v+4) green
(+) vellow

(=) red

Category Interpretation

High conslstency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a
(4)  [high-confidence identification in which the species is identical to the best match. (2) a low-confidence
identification i which the species of genus is identical to the best match. or (3) a non-identification.

which the genus is identical to the best match o1 (2) a non-identification,

Low consistency: The sequirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best matcls is (1) 2 high- or low-confidence identification in

(€) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Sample Name: Streptococtus mutans
Sample Descriplion; 0266
Sample ID: 266-26

Sample Creation Date'Time:  2018-03.0BT11:58:23,608 cs

Applied MSP Library(les): 80AL, Mycobacteris Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
‘“?; i 266-26 Streplococcus mutans
Comments:
nfa
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ANEXO N° 3

Constancia de Ejecucién de Investigacion
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ANEXO N° 4

Fotos de la Investigacion

Elaboracion de extracto etandlico de Passiflora edulis (Maracuy@)

Extracto etandlico diluido en
25%, 50%, 75% y al 100%

Filtracidn de etracto etandlico
para posterior secado en
estufa.

Elaboracion de medios de cultivo

medios de cultivo para el estudio

Mezcla, homogenizacion y autoclavado de
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Reactivacion de la Cepa Streptococcus mutans (ATCC 25125)

Apertura de kwikstik, siembra de cepa liofilizada
e incubacidn

Efecto antibacteriano del extracto etandlico en diferentes porcentajes y
clorhexidina al 0.12%

Siembra por difusidon en placa para medicion de
halos de inhibicion de crecimiento de cepa
Streptococcus mutans (ATCC 25125)
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Siembra por difusion en tubo para medicién de
CMI y CMB sobre crecimiento de cepa
Streptococcus mutans (ATCC 25125)

Resultados :

Medicion de halo de inhibicidn de crecimiento de
cepa Streptococcus mutans (ATCC 25125)

Medicién de CMI y CMB sobre crecimiento de
cepa Streptococcus mutans (ATCC 25125)
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