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RESUMEN

La poblacion puede presentar enfermedad periodontal desde etapas tempranas de la vida
(nifiez y adolescencia) aunque el mayor porcentaje de personas que padecen esta enfermedad
estd asociado a la edad adulta y tercera edad. Esta enfermedad es causada principalmente por
bacterias periodontopatdgenas entre las cuales tenemos a Fusobacterium nucleatum el cual
tiene un papel clave en el inicio y desarrollo de la enfermedad periodontal (Zerén y Gutiérrez
de Velasco & Porras Lira, 2016).

Los polifenoles presentes en el arandano azul han sido relacionados con actividad
antimicrobiana (Basu, Masek, & Ebersole, 2018), por lo tanto, la obtencion de su extracto
puede ser capaz de demostrar resultados prometedores para la neutralizacion de la microbiota
que se relaciona como factor etioldgico de la enfermedad periodontal. Para determinar la
eficacia del extracto hidroalcohdlico del ardndano azul, éste fue dispersado a través del
método de difusion en agar Kirby-Bauer, ampliamente utilizado para determinar la

sensibilidad de cierto microorganismo frente a un agente antimicrobiano especifico.

Se demostr6 la presencia de efecto inhibitorio del extracto hidroalcoholico de arandano
azul ante la bacteria Fusobacterium nucleatum, ademas de una diferencia de la eficacia frente
a la clorhexidina al 0.12% de concentracién que fue tomada como gold estandar, concluyendo
con la viabilidad de utilizacion en enjuagues bucales u otros productos a base de arandano

azul para la prevencion y control de la enfermedad periodontal.

Palabras clave: Fusobacterium nucleatum, aradndano azul, Kirby-Bauer, periodontitis,

colutorio.



ABSTRACT

Population in general may suffer periodontal disease since early stages of life (childhood
and adolescence) although the highest average of people with periodontal disease, is
associated to adults and seniors, the main cause of periodontal disease is the presence of
periodontopathic bacteria, the Fusobacterium nucleatum is one of them and has a key role in
the beginning and development of periodontal disease (Zerdn y Gutiérrez de Velasco &
Porras Lira, 2016).

Blueberry (Vaccinium corymbosum) contains significant amounts of polyphenols to which
an antimicrobial effect have been associated (Basu, Masek, & Ebersole, 2018). Therefore,
obtaining blueberry hydroalcoholic extract may be able to demonstrate promising results for
the neutralization of microbiota associated as an etiological factor. To determinate the
effectiveness of blueberry hydroalcoholic extract, it was scattered through Kirby-Bauer agar
diffusion method, widely used to determinate the sensibility of a certain microorganism

against an specific antimicrobial.

The inhibitory effect of the blueberry hydroalcoholic extract against Fusobacterium
nucleatum bacteria has been demonstrated, besides the difference in efficacy against 0,12%
chlorhexidine that was taken as a gold standard, concluding with the viability of blueberry-
based mouthwashes and other products to prevent and control the periodontal disease.

Key words: Fusobacterium nucleatum, blueberry plants, Kirby-Bauer, periodontal disease,

mouthwash.
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1. Introduccion

La enfermedad periodontal envuelve acciones intrinsecas del biofilm junto con la
respuesta inmunologica inflamatoria del hospedador (Offenbacher, y otros, 2007). Ha sido
descrita como una enfermedad multifactorial es decir que el agente causante de la misma
puede ser mas de uno, dentro de los mas importantes de ellos tenemos la presencia de
bacterias peridontopatdgenas en la cavidad oral, las cuales han sido divididas en varios grupos
de acuerdo a su grado de virulencia o patogenicidad en base a diferentes colores de cada
grupo los cuales son: rojo, naranja, amarillo, azul, violeta y verde (Socransky, Haffajee,
Cugini, Smith , & Kent, 1998).El Fusobacterium nucleatum se encuentra dentro del grupo
naranja; el cual es el segundo grupo mas agresivo de los seis grupos que existen, el cual es

solo superado por el grupo rojo que son las bacterias que tienen mayor virulencia.

El Fusobacterium nucleatum cumple un papel importante dentro del biofilm ya que
ayuda en la coagregaciéon bacteriana entre grampositivos y gramnegativos ya que el
Fusobacterium nucleatum es un colonizador intermedio que fomenta cambios fisico-quimicos
internamente en el surco gingival lo cual ayuda a la futura colonizacién y proliferacion de los

periodonto patdgenos tardios.

Existe un tratamiento para la enfermedad periodontal por medio del uso de colutorios
con presencia de clorhexidina al 0,12% vya que posee muy buenas propiedades
antimicrobianas. En varios estudios sobre el arandano azul (Vaccinium corymbosum) se ha
demostrado que sus componentes como el polifenol que tiene un efecto antimicrobiano y
también pueden inhibir la adhesion de bacterias a la mucosa oral (Ben Lagha, Dudonné,
Desjardins, & Greiner, 2015), y los flavonoides quienes tienen capacidad antiinflamatoria y
antioxidante principalmente, pueden ser beneficiosos para la salud periodontal motivo por el
que su demanda se ha visto en aumento en los dltimos afios (Basu, Rhone, & Lyons, 2010).



El proposito del presente estudio in vitro es medir los halos inhibitorios del extracto
hidroalcoholico de arandano azul a diferentes concentraciones, ademas de una comparacion
con la capacidad inhibitoria de la clorhexidina con una concentracion tnica de 0.12 %, frente
a la bacteria Fusobacterium nucleatum, lo cual serviria para establecer pardmetros

preventivos y/o terapéuticos del producto.

2. Planteamiento del problema

Las enfermedades del periodonto son muy comunes en nuestro medio, siendo la
periodontitis es la que mas prevalece y esta principalmente asociada a una higiene deficiente
que produce formacién y acumulacion de biofilm. Otros factores de riesgo como el trauma
oclusal y la ortodoncia también se asocian frecuentemente tanto a la Periodontitis como a la

Gingivitis (Martinez Martinez, Llerena, & Pefiaherrera-Manosalva, 2017).

Esta establecido que los nifios presentan una alta frecuencia de gingivitis que aumenta con
la edad, y la poblacién en general presenta un alto componente inflamatorio en las encias. En
los adolescentes ya existe evidencia de destruccién de tejidos periodontales, medida mediante
la pérdida del nivel de insercion clinico, y esta destruccién aumenta de forma considerable en
la poblacion adulta y adulta mayor, siendo responsable en gran medida de la pérdida de
dientes. Sus principales indicadores de riesgo son la edad, el género, el nivel de escolaridad,
el nivel socioecondmico, el acceso a la salud y el tabaquismo. (Carvajal, 2016)

El Fusobacterium nucleatum ha sido asociado con varias formas de enfermedad
periodontal y es una de las principales especies bacterianas envuelta en interacciones fisicas
entre Gram + comensales o colonizadores primarios y con Gram - periodontopatdégenos o
colonizadores tardios. Adicionalmente, el Fusobacterium nucleatum puede causar una
variedad de enfermedades infecciosas extra orales, incluyendo endocarditis bacteriana,
enfermedad intestinal inflamatoria y abscesos cerebrales (Ben Lagha, Dudonné, Desjardins, &
Greiner, 2015).



El tratamiento mecanico, no quirdrgico de la inflamacion gingival y periodontal se da
a través de la remocion mecénica de irritantes de las superficies gingivales, técnica que se
repite hasta que los tejidos blandos adyacentes recuperen un estado saludable (Suvan , 2005).
El procedimiento incluye control de placa, raspado y alisado radicular y es uno de los mas
utilizados para el tratamiento de las enfermedades periodontales (Cugini, Haffajee, Smith ,
Kent Jr, & Socransky, 2000).

El uso de un colutorio que tenga como agente antimicrobiano al extracto de arandano
azul se puede utilizar como coadyuvante al tratamiento y control de la enfermedad periodontal
gracias a su composicion de polifenoles.

Cabe mencionar que también una ventaja del arandano azul es su bajo costo y su facil
adquisicién. Por lo tanto, ¢es el extracto hidroalcoholico de arandano azul a concentraciones
del 25, 50, 75 y 100% efectivo en cuanto a inhibicion de la bacteria Fusobacterium

nucleatum?



3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Determinar el efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de arandano azul, en
concentraciones del 25 %, 50 %, 75 % y 100 % frente a la cepa Fusobacterium nucleatum, en

un tiempo de 24, 48 y 72 horas.

3.2. Objetivos especificos

. Determinar qué concentracion del extracto hidroalcohdlico de arandano azul

tiene mayor eficacia frente a la cepa Fusobacterium nucleatum.

. Comparar el efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de arandano azul en

todas sus concentraciones con la clorhexidina.

. Medir el diametro del halo inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de arandano
azul en concentraciones del 25 %, 50 %, 75 % y 100 %, frente a la cepa Fusobacterium

nucleatum, en un rango de tiempo de 24, 48 y 72 horas.



4. Justificacion

En el mundo a lo largo de la historia y desde tiempos ancestrales de la humanidad se
han venido usando elementos que nos brinda la naturaleza ya sean plantas frutos o ciertos
tipos de alimentos con propositos medicinales ya sean terapéuticos, preventivos o paliativos
ya que estad demostrado que muchos de ellos tienen efectos beneficiosos para la salud y tienen
propiedades curativas dependiendo del tipo de enfermedad, por esta razon es que se han

podido sintetizar medicamentos a partir de productos que nos ofrece la naturaleza.

Desde el punto de vista de salud en Ecuador actualmente existe una cultura que sigue
utilizando plantas, frutos o alimentos con fines terapéuticos para cierto tipo de enfermedades
ya que es un pais con una cultura ancestral indigena y existe una gran cantidad de elementos

naturales gracias a su rico ecosistema y posicion geografica.

Alimentos o frutos como los arandanos gracias a estudios recientes se ha demostrado
que poseen polifenoles los cuales nos dan muchos efectos beneficiosos para la salud (Basu,
Rhone, & Lyons, 2010), en este caso se ha demostrado que poseen efecto inhibitorio frente al
Fusobacterium nucleatum uno de los principales periodontopatégenos y uno de los mas

agresivos (Ben Lagha, Dudonné, Desjardins, & Greiner, 2015).

Existen varios estudios que nos indican la presencia de polifenoles en el ardndano azul
y otras especies de arandanos (Basu, Rhone, & Lyons, 2010), pero aun no se ha logrado
establecer una diferencia entre el efecto inhibitorio de este a diferentes concentraciones ante el
Fusobacterium nucleatum en comparacion al efecto inhibitorio del gluconato de clorhexidina
al 0,12% que como ya establecido tiene un efecto inhibitorio importante frente a
periodontopatdgenos y una alta sustantividad lo cual hace su uso muy comun en la prevencion

y el tratamiento de las enfermedades periodontales.

Desde el punto de vista econémico en el Ecuador existe gran cantidad de poblacién
rural y campesina, también de bajos recursos econdmicos en la cual se puede observar una
mayor prevalencia de las enfermedades periodontales, por lo cual la importancia y relevancia
de este estudio recae en la comparacién y establecimiento del efecto inhibitorio de un fruto
natural y abundante en el pais el cual es el arandano azul, por medio de su extracto

hidroalcoholico a diferentes concentraciones, el cual ayudaria a mejorar la prevencion y



tratamiento de la enfermedad periodontal ya que es de origen natural, de alta disponibilidad y

buena accesibilidad econémica.

5. Hipotesis

El extracto hidroalcohdlico de ardndano azul (Vaccinium corymbosum) al 25 %, 50 %,
75 % y 100 % en un tiempo de 24, 48 y 72 horas, presenta un efecto inhibitorio frente a la

cepa Fusobacterium nucleatum.

5.1. Hipotesis nula

El extracto hidroalcohdlico de ardndano azul (Vaccinium corymbosum) en al 25 %, 50
%, 75 %y 100 %, en un tiempo de 24, 48 y 72 horas, no presenta inhibicién alguna frente a la

cepa Fusobacterium nucleatum.



Marco tedrico

CAPITULO |

1. Periodonto

El periodonto normal provee el soporte necesario para mantener el funcionamiento de las
estructuras dentales. Consiste en 4 componentes principales: encia, ligamento periodontal,
cemento y hueso alveolar los mismos que son parte del periodonto de proteccion y del
periodonto de insercion. Cada uno de estos componentes periodontales son diferentes en su
localizacion, arquitectura de tejidos, composicion bioquimica y composicién quimica, sin
embargo estos componentes funcionan juntos como una sola unidad (Newman & Carranza,
2019).

1.1 Periodonto de insercion

1.1.1 Ligamento periodontal

El ligamento periodontal esta compuesto por un complejo vascular y tejido
conectivo celular que rodea la raiz del diente y la conecta con la pared interna del
hueso alveolar su espesor aproximadamente es de 0.2mm aunque existen variaciones
por lo general debidas a que el diente ha sido expuesto a una hiperfuncion. Las
funciones del ligamento periodontal son fisicas, formativas y de remodelacion,

nutricionales y sensitivas. (Newman & Carranza, 2019)

1.1.2 Cemento radicular

El cemento es el tejido conjuntivo calcificado que cubre la dentina de la raiz y en el
que se insertan los haces de fibras del ligamento periodontal. Puede considerarse como
un hueso de anclaje y es el Unico tejido dental especifico del periodonto. Es de color

amarillo palido y mas blando que la dentina, EI grosor del cemento es muy variable y el



tercio coronal puede medir sélo 16-60 um. En cambio, el tercio apical puede tener un
grosor de 200 um o incluso mayor (Eley, Soory, & Manson, 2011).

1.1.3 Hueso alveolar
Es la porcion del maxilar y la mandibula que forma y sostiene a los alveolos
dentarios, este se forma cuando el diente erupciona con el fin de proveer insercion
Osea para el ligamento periodontal, el hueso alveolar desaparece de manera

gradual una vez que se pierde la pieza dentaria. (Newman & Carranza, 2019)

1.2 Periodonto de proteccién

1.2.1 Encia

La encia normal cubre el hueso alveolar y la raiz dental hasta un nivel coronal
desde la union cemento-esmalte. La encia estd dividida anatdmicamente en encia
marginal, encia adherida y encia interdental. Cada tipo de encia posee una variacion
considerable en cuanto a diferenciacion, histologia y espesor de acuerdo a sus
demandas funcionales. En otras palabras, la estructura especifica en los diferentes
tipos de encia refleja la efectividad de cada uno como una barrera frente a la
penetracién de microorganismos y agentes nocivos hacia sus zonas mas profundas
(Eley, Soory, & Manson, 2011).

1.2.1.1 Encia marginal

Es el borde de la encia que rodea el diente en forma de collar, mide
aproximadamente 1mm, puede estar separada de la superficie dental, su parte méas
apical se llama cenit gingival (Eley, Soory, & Manson, 2011).

1.2.1.2Encia insertada
Es la continuacion de la encia marginal, es firme, resilente y estrechamente
adherida al periostio del hueso alveolar. La superficie de la encia insertada es

punteada, como piel de naranja. La encia insertada puede medir entre 0 y 9 mm de



anchura. Suele ser mas ancha en la regién de los incisivos (3-5 mm) y mas estrecha en

los caninos y premolares inferiores (Eley, Soory, & Manson, 2011).

1.2.1.3 Encia interdental
La encia entre los dientes es concava y se ha descrito como un nicho o col que une

las papilas vestibulares y linguales. Donde contactan los dientes, el col adopta la forma
de los dientes en su parte apical al area de contacto. Cuando dos dientes adyacentes no
estan en contacto, no hay col y la encia interdental es plana o convexa.

La region interdental tiene una importancia especial porque es el lugar de mayor
depdsito de bacterias y su estructura la hace especialmente vulnerable. Es el lugar de
inicio de la gingivitis (Eley, Soory, & Manson, 2011).

2. Enfermedad periodontal

Las enfermedades periodontales se encuentran localizadas en la encia y las
estructuras de soporte del diente que son: ligamento periodontal, cemento radicular
y hueso alveolar, estas enfermedades son producidas por algunas bacterias que
provienen de la placa subgingival. Dentro de estas bacterias tenemos las que son
anaerobias y gramnegativas como las méas importantes y que mas prevalecen en el

area subgingival (Bascones Martinez, Mudarra Morante, & Perea Pérez, 2002).

2.1 Clasificacion de enfermedades periodontales

La Academia Americana de Periodoncia (AAP) y la Federacion Europea de
Periodoncia (EFP) han elaborado un nuevo sistema de clasificacion de las

patologias y alteraciones periodontales y periimplantarias, que es el siguiente:

Salud periodontal y enfermedades/condiciones de trastornos gingivales

e Salud periodontal
e Gingivitis inducida por placa bacteriana

e Alteraciones gingivales no inducidas por placa bacteriana



Periodontitis

e Enfermedades periodontales necrosantes.
e Periodontitis como manifestacion directa de enfermedades sistémicas.

e Periodontitis, que debe ser caracterizada mediante estadios y grados.

Otras causas de enfermedad periodontal

= Abscesos periodontales (AP)

= Lesiones endodonticas-periodontales (LEP)
» Anomalias mucogingivales

» Trauma oclusal y fuerzas oclusales excesivas

= Factores que se relacionan con protesis dentales y dientes

Patologias y condiciones periimplantarias

e Salud periimplantaria
e Mucositis periimplantaria
e Periimplantitis

¢ Deficiencias/morfologia de tejidos duros y blandos

2.2 Determinantes de diagndstico periodontal

Profundidad de sondaje

La profundidad del sondaje periodontal (PSP) es la distancia desde el margen gingival
hasta la base de la bolsa periodontal y se suele medir en seis puntos alrededor del
diente. (Eley, Soory, & Manson, 2011) Esta nos ayuda a determinar si existe o no la

presencia de una bolsa periodontal.

El surco periodontal se define como el espacio alrededor de los dientes entre la encia
marginal y la superficie del diente y que estd limitado en su parte mas apical por las

células mas coronales del epitelio de unién (Weinberg & Eskow, 2003). Se ha
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considerado en estudios clinicos en humanos que este espacio puede medir entre 1y 3

mm en ausencia de inflamacién clinica (Greenstein, 2005).

La bolsa periodontal se define como la profundizacion patoldgica del surco
periodontal, dada por la pérdida de insercion 6Gsea y de insercion periodontal
(Weinberg & Eskow, 2003), su profundidad va desde 4mm en adelante (Toto &
Gargiulo, 1970).

Nivel de insercion clinica (NIC)

Esta medida hace referencia a las fibras de tejido conectivo gingivales que se insertan
al cemento radicular a través de fibras de Sharpey (Botero & Bedoya, 2010). Es la
distancia entre un punto reproducible fijo y la base de la bolsa, el punto fijo ideal es la
union amelo cementaria (Eley, Soory, & Manson, 2011).

Sangrado al sondaje (SS)

El sangrado al sondaje puede ser considerado un predictor de enfermedad periodontal,
pero mas que un predictor de enfermedad periodontal, puede ser considerado en
conjunto con signos clinicos de inflamacion, como un indicador de inflamacion
periodontal (Botero & Bedoya, 2010).

El sangrado es inducido por la penetracion de la sonda periodontal, hay que tener en
cuenta algunos aspectos del sondaje como son la fuerza y el grado de inflamacion, ya

que nos pueden hacer variar la interpretaciéon (Lang, Nyman , Senn, & Joss, 1991).
Linea mucogingival (LMG)

La distancia desde el margen gingival hasta la linea mucogingival resulta util para

calcular la cantidad de encia queratinizada y encia insertada (Talari & Ainamo, 1976) .

Se ha estimado que la cantidad de encia aumenta con la edad debido a el proceso de

erupcion pasiva (Ainamo & Talari , 1976).

Recesiones Gingivales

La recesion gingival (RG) es el desplazamiento del margen gingival apical a la union
del cemento y esmalte, con la exposicion de la superficie radicular al ambiente oral

(Chambrone, Sukekava, & Araujo, 2010). Es una condicion frecuente tanto en



pacientes con buena y mala higiene oral, asi como en pacientes con enfermedad

periodontal incipiente o enfermedad avanzada (Castro & Grados , 2014).

Clasificacion de las recesiones gingivales segun Miller

Clase I: Migracion del tejido que no llega hasta la union mucogingival.

Clase I1: Migracion del tejido que llega a la linea mucogingival; no se observa

destruccion de la zona interproximal.

Clase I11: Migracion del tejido que sobrepasa la unién mucogingival; se observa una

leve pérdida del tejido interproximal.

Clase IV: Migracion del tejido que sobrepasa la linea mucogingival y presenta una

destruccion importante del tejido interproximal (Ardila Medina, 2009).

Movilidad dental

Esto generalmente se evalia como la amplitud del desplazamiento de la corona
resultante de la aplicacion de una fuerza definida. La magnitud de este movimiento se
ha utilizado para distinguir entre movilidad dental fisioldgica y patoldgica, cuando hay
movilidad de hasta 0.2 mm es considerado como movilidad fisiologica. En los dientes
con tejido periodontal no inflamado, factores histoldgicos fundamentales determinan
la movilidad del diente: la altura del soporte del tejido periodontal y el ancho del
ligamento periodontal (Lang & Bartold, 2018).

La movilidad dental se mide de la siguiente forma empleando dos instrumentos
metélicos y aplicando presion en sentido vestibulo-lingual (Salvi, Lindhe, & Lang,
2008).

Grado 0: movilidad fisioldgica, 0.1-0.2 mm en direccion horizontal
Grado 1: movimiento hasta 1mm en sentido horizontal.

Grado2: movimiento mas de 1 mm en sentido horizontal.



Grado 3: movimiento en sentido horizontal y en sentido vertical (Botero & Bedoya,
2010).

Lesiones de furca

El término defecto de furcacion se refiere a la destruccion de los tejidos de soporte de
dientes multirradiculares, de manera tal que esta destruccion permite el acceso clinico
0 incluso la visualizacion del &rea interradicular de manera parcial o total. La
destruccion de los tejidos de soporte se produce principalmente por el avance de la
enfermedad periodontal (Ikeda Artacho & Mori Arambulo, 2010).

Clasificacion de lesiones de furca de Hamp
Grado I: Pérdida de soporte periodontal horizontal menor a 3 mm.
Grado I1: Pérdida de soporte horizontal > a 3 mm pero sin traspasar.

Grado I1l: Pérdida horizontal de lado a lado (Arias Herrera, Carbajo, & Bascones
Martinez, 2016).

Clasificacion de lesiones de furca de Tarnow y Fletcher
Subclasificacion basada en el grado de pérdida vertical:
Subclase A: 0-3 mm.

Subclase B: 4-6 mm.

Subclase C: >7 mm (Arias Herrera, Carbajo, & Bascones Martinez, 2016).

2.3 Gingivitis

Gingivitis inducida por placa bacteriana

La gingivitis inducida por biofilm de placa bacteriana a nivel de cada localizacién se
define como una inflamacion local inducida por el acimulo de biofilm de placa dental
bacteriana, contenido dentro del tejido gingival, que normalmente no se extiende hasta

la insercion periodontal (Chapple I, Mealey, & van Dyke, 2018).
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Alteraciones gingivales no inducidas por placa bacteriana

Las alteraciones gingivales no inducidas por placa son un grupo de diferentes
trastornos no inducidos por el acumulo de placa bacteriana en los margenes gingivales
que no son resueltos por completo tras la eliminacion de la placa. Estas lesiones
pueden estar localizadas en los tejidos gingivales o ser manifestaciones de ciertas
enfermedades sistémicas (Holmstrup, Plemons, & Meyle, 2018). Aun asi, hay que
recordar que la gravedad de estos trastornos puede aumentar por el acimulo de placa
(Stone, Heasman, Staines, & McCracken, 2015).

2.4 Periodontitis

Enfermedades periodontales necrosantes

Las EPN presentan algunas caracteristicas tipicas (necrosis de las papilas, sangrado y
dolor) y estan asociadas a alteraciones de la respuesta inmunitaria del huésped
(Herrera, Retamal-Valdes, Alonso, & Feres, 2018).

Se describen dos categorias claras segin el nivel de compromiso inmunitario:
pacientes comprometidos de forma cronica, grave (por ejemplo, pacientes con SIDA,
nifios con malnutricién grave, condiciones de vida extremas o infecciones graves), y
pacientes inmunocomprometidos de forma temporal y/o moderada (por ejemplo,
fumadores o pacientes adultos sometidos a estrés psicologico) (Herrera, Figuero ,
Shapira, Jin, & Sanz, 2018).

e Gingivitis necrosante: Es un proceso inflamatorio agudo que afecta a los tejidos
gingivales. Los signos primarios son la presencia de necrosis/Ulceras en las papilas
interdentales, sangrado gingival y dolor. Otros signos y sintomas incluyen halitosis,
pseudomembranas, linfadenopatias regionales, fiebre y sialorrea (en nifios) (Herrera,
Figuero , Shapira, Jin, & Sanz, 2018).

e Periodontitis necrosante: Es un proceso inflamatorio que afecta al periodonto. Los
signos primarios son la presencia de necrosis/ulceras en las papilas interdentales,
sangrado gingival, halitosis, dolor y pérdida Osea rapida. Otros signos y sintomas
incluyen formacion de pseudomembranas, linfadenopatias y fiebre (Herrera, Figuero ,
Shapira, Jin, & Sanz, 2018).



e La estomatitis necrosante: Es un trastorno inflamatorio grave del periodonto y la
cavidad oral, con necrosis de los tejidos blandos méas alla del tejido gingival y
denudacion Gsea a través de la mucosa alveolar, con osteitis y secuestros 6seos, en
pacientes con compromisos sistémicos graves (Herrera, Figuero , Shapira, Jin, & Sanz,
2018).

Periodontitis como manifestacién de enfermedades sistémicas

La clasificacion de estas condiciones debe basarse en la enfermedad sistémica
primaria de acuerdo a los cddigos de la Clasificacion Estadistica Internacional de
Enfermedades y Problemas de Salud Relacionados (ICD) (Jepsen, Caton, & Albandar,
2018).

Periodontitis clasificada en grados y estadios

Estadio: se refiere a la severidad de la enfermedad. Los estadios de la periodontitis
son inicialmente definidos por la pérdida clinica de la insercién, en ausencia de estos
valores, se utiliza la pérdida Osea radiografica (Sanchez Puetate, de Carvalho, & Spin,
2018).

e Estadio I-Periodontitis Inicial: 1-2 mm de pérdida de insercion interproximal en el
peor sitio o pérdida 6sea radiogréafica en el tercio coronal (<15%) (Tonetti, Greenwell,
& Kornman, 2018).

e Estadio Il-Periodontitis Moderada: 3-4 mm de pérdida de insercion interproximal
en el peor sitio o pérdida 6sea radiografica en el tercio coronal (15-33%) (Tonetti,
Greenwell, & Kornman, 2018).

e Estadio Ill-Periodontitis Severa con potencial para pérdida dental adicional: 5
mm o0 mas de pérdida de insercion interproximal en el peor sitio o pérdida Gsea
radiografica que se extiende hasta el tercio medio o apical de la raiz dental

(Papapanou, y otros, 2018).



Estadio IV-Periodontitis Severa con potencial para pérdida de la denticion: 5 mm
0 mas de pérdida de insercion interproximal en el peor sitio o pérdida ésea
radiografica que se extiende hasta el tercio medio o apical de la raiz dental ademas de
disfuncion masticatoria, trauma oclusal secundario (movilidad grado 2 y 3) defectos
severos del reborde, problemas masticatorios y menos de 20 dientes remanentes

(Tonetti, Greenwell, & Kornman, 2018) (Papapanou, y otros, 2018).

Extension y distribucion

e Localizada.

e Generalizada.

e Distribucion molar-incisivo.

Localizada menos del 30% de dientes, generalizada mas del 30% de los dientes

presentes (Escudero Castafio , Perea Garcia , & Bascones Marinez, 2008).

Grados: Evidencia o riesgo de progresion rapida, respuesta anticipada al tratamiento.

Riesgo de progresion: evidencia directa mediante radiografias periapicales o pérdida
de NIC, o indirecta (proporcion pérdida Osea/edad). Respuesta anticipada al
tratamiento: fenotipo, tabaquismo, diabetes (Tonetti, Greenwell, & Kornman, 2018).

e Grado A-Tasa lenta de progresion: Evidencia directa de que no hay progresion
de la pérdida de insercion durante 5 afios o pérdida indirecta del factor de pérdida
6sea/edad de hasta 0,25 mm (Tonetti, Greenwell, & Kornman, 2018).

e Grado B-Tasa moderada de progresion: Evidencia directa de progresion con
menos de 2 mm durante 5 afios o pérdida indirecta del factor de pérdida 6sea/edad
de hasta 0,25 - 1 mm (Tonetti, Greenwell, & Kornman, 2018).

e Grado C-Tasa rapida de progresion: Evidencia directa de progresion igual o
superior a 2 mm durante 5 afios o pérdida indirecta del factor de pérdida 6sea/edad
superior a 1 mm (Tonetti, Greenwell, & Kornman, 2018) (Papapanou, y otros,
2018).
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Etiologia de la enfermedad periodontal

La principal causa de la enfermedad periodontal es la infeccion bacteriana. Sin
embargo, pequefias cantidades de placa son compatibles con la salud gingival y
periodontal y algunos pacientes pueden convivir con grandes cantidades de placa
durante largos periodos sin desarrollar periodontitis, aunque presenten gingivitis
(Lang, Cumming, & L0e, 1973).

Otros factores locales y sistémicos predisponen a la acumulacion de placa o alteran la
respuesta gingival a la misma. Se consideran factores etiologicos secundarios (Eley,
Soory, & Manson, 2011).

Factores locales

e Restauraciones defectuosas.

e Lesiones de caries.

e Impactacion de comida.

e Protesis parciales mal disefiadas.

e Aparatologia ortodontica.

e Dientes mal alineados.

e Falta de sellado labial o respiraciéon oral.

e Surcos congenitos en esmalte cervical o superficie de la raiz.

e Tabaco, que puede tener efectos locales y sistémicos (Eley, Soory, & Manson,
2011).

Factores sistémicos

e Neoplasias (por ejemplo, carcinoma oral epidermoide)
e Diabetes mellitus

e Obesidad

e Tabaquismo (dependencia nicotinica)

e Trastornos genéticos:

Enfermedades asociadas a trastornos inmunolégicos

Enfermedades que afectan a la mucosa oral y el tejido gingival
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Enfermedades que afectan a los tejidos conjuntivos
Trastornos metabolicos y endocrinoldgicos

e Enfermedades con inmunodeficiencia adquirida

e Enfermedades inflamatorias (Albandar, Susin, & Hughes, 2018).

CAPITULO 11

3. Biofilm

Los biofilms se definen como comunidades de microorganismos que crecen embebidos en
una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo
(Costerton, Lewandowski, Caldwell, Korber, & Lappin-Scott, 1995).

El biofilm se considera, ademéas, un conjunto de biomasa con microcirculacion, que
permite a las diferentes comunidades bidticas complementarse nutricionalmente. Es una
unidad sellada, englobada en polisacaridos extracelulares, que le confiere resistencia ante
las defensas del huésped y los antibidticos. (Loera Muro, Ramirez Castillo, Avelar
Gonzélez, & Guerrero Barrera, 2012)

El biofilm se diferencia de la placa bacteriana ya que este es mas complejo a nivel de
organizacion y resistencia al ser considerado como un conjunto de biomasa con
microcirculacion, que permite a las diferentes comunidades bidticas complementarse
nutricionalmente. Es una unidad sellada, englobada en polisacaridos extracelulares, que le
confiere resistencia ante las defensas del huésped y los antibidticos (Loera Muro, Ramirez

Castillo, Avelar Gonzalez, & Guerrero Barrera, 2012).

3.1 Formacion del biofilm

La formacion del biofilm se puede dividir en tres fases:

Formacién de la pelicula dental (pelicula adquirida):

Esta es la etapa inicial en el desarrollo del biofilm. En todas las zonas de la cavidad

oral existe una recubierta de glucoproteinas la cual estd formada por componentes de
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la saliva, liquido crevicular, desechos y productos celulares del huésped y bacterianos;
las fuerzas electroestaticas, fuerzas de Van der Waals y propiedades hidrofobas

influyen en la formacion del biofilm.

Las peliculas operan como barreras de proteccion, lubrican las superficies e impiden la
desecacion del tejido. Sin embargo, también aportan un sustrato al cual se fijan las

bacterias (Chinea Meneses, de la Rosa Samper, & Morales Aguiar, 2006)

Colonizacion inicial o colonizacion primaria

Cuando ya estd formada la pelicula tras unas horas se adhieren los primeros
colonizadores bacterianos de la biopelicula los cuales son Actinomyces
viscosus y Streptococcus sanguis, mediante moléculas especificas que se denominan
adhesinas encontradas en la superficie bacteriana. En esta etapa gracias al consumo de
oxigeno de estas bacterias el ambiente que inicialmente fue aerobio se convierte en
uno escaso de oxigeno lo cual favorece a la proliferacién de bacterias anaerobias

gramnegativas (Lang, Mombelli, & Attstrom, 2008).

Colonizacién secundaria y maduracién

Los microrganismos iniciales modifican el ambiente, de tal manera que estos pueden

ser sustituidos por otros que se adapten mejor al ambiente que ya esta modificado.

Los colonizadores secundarios son los microrganismos que no colonizaron en un
principio superficies dentales limpias, entre ellos Prevotella intermedia, Prevotella
loescheii, especies de Capnocytophaga, Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas
gingivalis. Dichos patogenos se adhieren a las células de bacterias ya presentes en la

masa de la biopelicula (Lang, Mombelli, & Attstrém, 2008)



3.2 Manejo del biofilm

3.2.1 Control mecanico del biofilm

Siendo la cavidad oral de facil acceso, se pueden eliminar los biofilms por medios
mecanicos, bien a nivel supragingival por medio del cepillado y profilaxis dental, bien
a nivel subgingival por medio de raspado y alisado radicular, o cirugia periodontal
(Marsh, 1997).

3.2.2 Control quimico del biofilm

Puesto que las enfermedades periodontales estan producidas por bacterias, es
adecuado sugerir la utilizacion de quimioterapicos, con el fin de eliminar la microbiota
oral, inhibir la colonizacion bacteriana en la superficie de los dientes, eliminar la
placa establecida e impedir la mineralizacion de la placa. El control quimico puede ser
llevado acabo por una serie de antimicrobianos, entre los que destacamos la
clorhexidina. lgualmente los compuestos fendlicos también se han demostrado

eficaces como agentes preventivos (Serrano Cuenca & Noguerol Rodriguez, 2004).

3.2.3 Caracteristicas ideales de los agentes quimicos para el control de placa.

- Especificidad

- Eficacia

- Sustantividad alta

- Seguridad (toxicidad)

3.2.4 Clorhexidina

El digluconato de clorhexidina es un antimicrobiano sintético que se ha utilizado
ampliamente como antiséptico de amplio espectro, la clorhexidina es efectiva frente a
bacterias grampositivas y gramnegativas, levaduras y hongos aerobios y anaerobios

facultativos (Eley, Soory, & Manson, 2011).
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3.2.5 Mecanismo de accién de la clorhexidina

Se une fuertemente a la membrana celular bacteriana, lo que a bajas concentraciones
produce un aumento de la permeabilidad con filtracion de los componentes
intracelulares incluido el potasio (efecto bacteriostatico), en concentraciones mas altas
produce la precipitacion del citoplasma bacteriano y muerte celular (efecto
bactericida). En boca se adsorbe répidamente a las superficies, incluidos los dientes
con pelicula adquirida, proteinas salivales y a la hidroxiapatita. (Bascones & Morante,
2006)

3.2.6 Uso de clorhexidina en odontologia

Su utilizacion es amplia y es el agente méas efectivo para tratamientos periodontales.

La reduccion de placa y de gingivitis alcanza el 60% (Bascones & Morante, 2006).

El estudio definitivo que introdujo la clorhexidina en el mundo de la periodoncia fue el
realizado por Loe y Schiott en 1970, donde se demostré que un enjuague de 60
segundos dos veces al dia con una solucién de gluconato de clorhexidina al 0,2% en
ausencia de cepillado normal, inhibia la formacion de placa y consecuentemente el

desarrollo de gingivitis (Bascones Martinez, Mudarra Morante, & Perea Pérez, 2002).

3.2.7 Efectos secundarios de la clorhexidina

Aunque la clorhexidina no es tdxica, tiene un sabor desagradable, altera la sensacion
del gusto y produce una tincion de color marrén en los dientes que resulta dificil de
eliminar. Es probable que un grupo cationico fije la clorhexidina al diente o superficie
mucosa, mientras que el otro grupo cationico produce el efecto bactericida de dafiar la
pared celular bacteriana. Sin embargo, este grupo catiénico puede fijar también
productos de la dieta, como derivados del acido galico (polifenoles) que se encuentran
en los alimentos y en muchas bebidas como el té y el café y los taninos de los vinos, a
la molécula y, por ende, a la superficie dental. La clorhexidina favorece también la
formacion de calculo supragingival y las zonas calcificadas y tefiidas resultantes se
adhieren con fuerza a la superficie del diente (o restauracion) y son dificiles de
eliminar (Eley, Soory, & Manson, 2011).
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4. Microorganismos en la cavidad oral

Actualmente se sabe que la cavidad bucal esta habitada por mas de 700 especies
bacterianas. Ellas estan diferencialmente distribuidas sobre las diferentes superficies y si bien
se establecen en zonas de tejido mucosal, los més estudiados son los que se forman sobre el
diente (Paster, y otros, 2001).

Algunas de estas bacterias han sido implicadas en enfermedades bucales como la caries y

la periodontitis, que estan entre las infecciones bacterianas mas comunes en los seres
humanos (Takahashi, 2015).

4.1 Microorganismos Periodontopatdgenos

Existen aproximadamente un poco méas de 300 especies que se encuentran en los sacos
periodontales, pero solo un pequefio porcentaje de estas bacterias es considerado como
patdgenos periodontales.

Dentro de estas bacterias el grupo de bacilos anaerobios gramnegativos son
mayormente relacionados en la etiologia de la enfermedad periodontal comprende los

Géneros Porphyromonas, Prevotella, Bacteroides y Fusobacterium (Guilarte & Perrone,
2005)

P, gingivalis
B. forsythus
T. denticola

C. gracilis
C. rectus
C. showae
E. nodatum
F. nucleatum nucleatum
F. nucleatum polymorphum
P, intermedia
P. micros
P nigrescens
S. constellatus

S. mitis
S. oralis

S. sanguis
. Streptococcus sp.
) S. gordonii
Arlll)al{l"(rs ' S. intermedius
species

V. parvula
A. odontolyticus

- E. corrodens

C. gingivalis

C. sputigena

C. ochracea

C. concisus

A.actino. a

Figura 1: Piramide de Socransky

Fuente: (Socransky, Haffajee, Cugini, Smith , & Kent, 1998)
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4.2 Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium nucleatum es un residente comin de la microbiota orofaringea en
humanos, y es un agudo patogeno en las enfermedades periodontales. De los anaerobios
orales, es también el que més probabilidades tiene de causar infecciones extraorales. Sus
infecciones metastésicas pueden implicar al cerebro, higado, articulaciones, y las valvulas

del corazon (Afra, Laupland, Leal, Lloyd, & Gregson, 2013).

Fusobacterium nucleatum es una bacteria anaerobia Gram-negativa no formadora de
esporas. Las células de Fusobacterium nucleatum son bacilos fusiformes o con forma de
huso de longitud variable. Todas las cepas obtienen energia de la fermentacion de azlcares
0 aminoacidos, y producen &cido butirico como un importante subproducto metabdlico.
Una de sus principales funciones dentro del biofilm es que ayuda a la coagregacion de
grampositivos y gramnegativos tardios, haciendo el ambiente mas adecuado para estos ya

que es un colonizador intermedio (Guilarte & Perrone, 2005).

El Fusobacterium nucleatum se encuentra en la placa dental de los primates, incluido el
hombre. Se ha postulado que este microorganismo desempefia un papel central en la
formacion de placa dental, en funcion de su capacidad para adherirse a una amplia gama de
microorganismos de placa Gram-positivos y Gram-negativos. El Fusobacterium
nucleatum se asocia con frecuencia a periodontitis, asi como a infecciones humanas
invasivas de cabeza y cuello, térax, pulmon, higado y abdomen. Las propiedades del
Fusobacterium nucleatum que pueden estar relacionadas con la virulencia incluyen su
adherencia e invasion a las células del huésped y la modulacién de la respuesta inmune del
huésped (Guilarte & Perrone, 2005).

El Fusobacterium nucleatum tiene la capacidad de adherirse a las células epiteliales e
invadir al endotelio. El cual es muy probable que con este mismo mecanismo invada a
otros tejidos (Han, y otros, 2010). La interaccion entre las bacterias y el epitelio que rodea
a los dientes son factores criticos en las infecciones bacterianas (Finlay & Cossart , 1997)
(Meyer, Mintz, & Fives-Taylor, 1997)

La capacidad del Fusobacterium nucleatum para adherirse a las células epiteliales es un

factor importante para su colonizacion. La capacidad de invasion de algunas bacterias
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permiten a los patégenos no solamente evadir el sistema inmune sino invadir e infiltrarse

en tejidos méas profundos (Zerén y Gutiérrez de Velasco & Porras Lira, 2016).

El Fusobacterium nucleatum ha demostrado ser altamente invasivo y su actividad es
comparable con la del P. gingivalis. Y la estimulacion que provoca en la produccion de IL-
8 es 10 veces mas duradera que la producida por la E. coli (Han, y otros, 2000).

Estudios clinicos demuestran que el Fusobacterium nucleatum es altamente prevalente
durante las etapas tempranas de la inflamacion asociada a la gingivitis y mucho mas en la
periodontitis (Moore & Moore, 1994).

4.2.1 Taxonomia

Fusobacterium nucleatum es la especie tipo del género Fusobacterium, que pertenece a
la familia Bacteroidaceae. La especie Fusobacterium nucleatum se considera bastante
heterogénea (Bolstad, Jensen, & Bakken, 1996).

La especie Fusobacterium se divide principalmente en tres subespecies:

e nucleatum
e polymorphum

¢ vincentii (Dzink, Sheenan, & Socransky, 1990).

4.2.2 Estructura y morfologia

El nombre Fusobacterium tiene su origen en fusus, un huso; y bacterion, una pequefia
varilla: por lo tanto, una pequefia varilla en forma de huso. El término nucleatum se
origina en la apariencia nucleada que se ve con frecuencia en el microscopio electronico
debido a la presencia de granulos intracelulares. La mayoria de las células son de 5 a 10

um de largo y tienen extremos puntiagudos (Bolstad, Jensen, & Bakken, 1996).

4.2.3 Factores de virulencia

Su poder patdgeno estd asociado a la presencia de fimbrias, lipopolisacaridos, a la
produccion de factores solubles inhibidores de la quimiotaxis de los polimorfonucleares
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y a la elaboracion de metabolitos que se comportan como compuestos tdxicos tisulares
(Guilarte & Perrone, 2005).

Fimbrias: La adherencia bacteriana a las superficies requiere de diferentes proteinas que
se localizan en la cubierta de las bacterias, desde donde actdan como ganchos pegadizos.
Las proteinas bacterianas con propiedades adherentes generalmente se encuentran en
multiples copias formando estructuras largas y filamentosas que se extienden hasta por
varios micrometros por fuera de la célula y a estos se los conocen como fimbrias las
cuales también permiten la adherencia entre bacterias aledafias, aglutindndolas unas con
otras formando comunidades microbianas complejas a las que se denomina biofilm

(Gonzalez Montalvo & Gonzélez Gonzalez, 2019).

Lipopolisacaridos o endotoxinas: Son los componentes mayoritarios de la membrana
externa de las bacterias Gram negativos; estan compuestos por una parte lipidica y
cadenas caracteristicas de oligosacaridos y polisacaridos. Son estimulantes del sistema
inmune, con un potente efecto toxico y entre otras funciones cumplen un papel principal

en la adhesion de las bacterias a las células epiteliales (Romero Hurtado & Iregui, 2010).

5. Medicina natural y tradicional

La medicina natural y tradicional (MNT) tiene una historia tan extensa como la de la
sociedad humana. El uso de plantas y sustancias naturales data de milenios (Rojas Ochoa,
2013).

Existen diferentes técnicas y procederes en la utilizacion de las técnicas de medicina
natural y tradicional entre ellas encontramos: la homeopatia, la fitoterapia, la acupuntura,
la apiterapia, etc. Estos métodos han ocupado cada dia mas un lugar importante en el
arsenal terapéutico del paciente en la estomatologia (Rodriguez Suérez & Gonzalez
Ramos, 2013).

5.1 Fitoterapia
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La fitoterapia es un neologismo empleado por Henri Leclerc, médico francés (1870-
1955), en los comienzos de siglo, desde entonces la palabra fitoterapia es utilizada para
designar la utilizacién de las plantas medicinales con fines terapéuticos (Avello L &
Cisternas F, 2010).

Dentro de los reinos de la naturaleza que contribuyen hasta hoy en disminuir sintomas y
prevenir enfermedades, destaca el reino vegetal. Las plantas, gracias a su maravilloso y
complejo metabolismo, constituyen un verdadero arsenal quimico, del cual sélo se conoce
con éxito un tercio, considerando la variedad de especies existentes a nivel mundial y
aquellas inexploradas hasta hoy, sin considerar aquellas especies ya extintas (Avello L &
Cisternas F, 2010).

5.2 Arandano azul

Es el tipo de arandano més conocido en el mundo y en la actualidad representa el 54%
de la superficie cultivada de ardndanos a nivel global, se considera una buena fuente
importante de compuestos fendlico, muy son reconocidos por su alto poder antioxidante
(Prior, y otros, 1998).

Las bondades del arandano en la salud hacen que éste sea considerado como la stper
fruta del siglo XXI, ya que se utiliza para combatir la diabetes, como antibidtico,
antiinflamatorio, antidiarreico, para problemas de vision y en la prevencion de ciertos tipos
de céncer (Basu, Rhone, & Lyons, 2010)

Los arandanos azules contienen cantidades significativas de flavonoides a los que se han
asociado varios efectos beneficiosos para la salud humana. Los acidos fenolicos, los
flavonoides y las procianidinas estan presentes en el extracto de arandano azul. El extracto
de aréndano tiene actividad antibacteriana contra la bacteria periodontopatogena
Fusobacterium nucleatum. Esta propiedad puede ser el resultado de la capacidad de los
polifenoles de arandanos para quelar el hierro (Ben Lagha, Dudonné, Desjardins, &
Greiner, 2015).
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Muchos estudios in vitro han examinado los efectos de los polifenoles de la dieta sobre
los marcadores inflamatorios y la patogenicidad de las bacterias asociadas con la
periodontitis. Estudios clinicos en humanos han demostrado que los polifenoles tienen
importantes propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias que dan como
resultado marcadores clinicos mejorados en la periodontitis (Basu, Masek, & Ebersole,
2018).

Segun un estudio realizado por Ben Lagha, Dudonné, Desjardins y Greiner en el 2015,
el efecto del extracto de ardndano azul en la formaciéon de biofilm por Fusobacterium
nucleatum se visualizO mediante microscopia electronica de barrido. Las micrografias
electronicas mostraron claramente que hubo una marcada reduccion en la biopelicula
madura y que la arquitectura se vio interrumpida cuando se cultivd Fusobacterium
nucleatum en presencia del extracto de arandano azul, también se observd inhibicion de la

actividad del quorum sensing. (Ben Lagha, Dudonné, Desjardins, & Greiner, 2015).

5.2.1 Taxonomia arandano azul
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophytas
Subdivision: Angiosperma
Clase: Dicotiledonea
Subclase: Dilleniidae
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Subfamilia: Vaccinioideae
Tribu: Vaccinieae
Seccidon: Cyanococcus
Geénero: Vaccinium

Especie: Vaccinium corymbosum L (Cronquist, 1981).
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5.2.2 Botanica arandano azul

El arandano es un arbusto perenne, de ramificacion basitdnica, de madera lefiosa, que
llega alcanzar en su madurez tres metros de altura. Posee hojas alternas, de margen
entero o aserrado, que varian de 1 a 8 cm de largo, son de forma lanceolada u ovalada y
de color verde palido (Buzeta P, 1997).

Las flores son pedunculadas, axilares o terminales y se abren solitarias o en racimo;
son de color blanco. La corola es esférica de color verde y sobresale el estigma. El ovario
estd unido al caliz; contiene entre cinco y cuatro celdas con uno 0 mas 6vulos en cada
I6culo. La flor tiene de diez a ocho estambres que estan insertados en la base de la corola
(Buzeta P, 1997).

Segun Mufioz C. en el afio 1988 “el fruto es una baya esférica que va de 1.5 cm a 0.7
cm de didametro. Su color depende de la variedad y tiene secreciones cerosas, asi mismo se
presenta en diferentes colores como azules, negros y morados. Algunos frutos contienen
hasta 100 semillas al interior del endocarpio. Comercialmente el fruto tiene una cicatriz

estilar que se busca sea pequefia y seca.”

Tiene un sistema radicular reducido, fibroso y superficial. No cuenta con pelos
radiculares, por lo tanto, las raices jovenes son las encargadas de la absorcion (Buzeta P,
1997).

5.2.3 Valores nutricionales del arandano azul

Tabla 1: Valores nutricionales del ardandano azul

Arandano azul Valor Unidad

Valores nutricionales por 100grs

Energia 33 kcal
Grasas (lipidos) 0,6 g
Proteinas 0,625 g
Agua 87,8 g
Grasas e hidratos de carbono por 100grs

Fibra 49 g
Carbohidratos 6,05 g
Acidos grasos, monoinsaturados 0 g
Acidos grasos, poliinsaturados 0 g
Colesterol 0 mg
Vitaminas por 100grs

Vitamina A 5,7 ug
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Vitamina D 0 ug
Vitamina E 1921 mg
Folato 10 ug
Niacina 0,09 mg
Riboflavina 0,02 mg
Tiamina 0,02 mg
Vitamina B-12 0 ug
Vitamina B-6, Total 0,06 mg
Vitamina C (&cido ascérbico) 22 mg

Minerales por 100grs

Calcio 10 mg
Hierro 0,74 mg
Potasio 78 mg
Magnesio 2,4 mg
Sodio 1 mg
Fosforo 13 mg
loduro 1 ug
Selenio 0,1 ug
Zinc 0,131 mg

Fuente: BEDCA (Base de Datos Espafiola de composicién de Alimentos). Ministerio de
Ciencia e Innovacion. Farran A, Zamora R, Cervera P. Tabla de composicién de alimentos del
CESNID. 2004.

5.2.4 Compuestos fenolicos del ardndano azul

Tabla 2: Compuestos fendlicos del arandano azul

Composicion fendlica Valor Unidad
Antocianinas por cada 100 g

Cianidina(galactésido) 2,50 mg
Cianidina(glucésido) 0,93 mg
Cianidina(arabindsido) 1,74 mg
Delfinidina(galactésido) 13,12 mg
Delfinidina(glucésido) 1,11 mg
Delfinidina(arabinésido) 8,70 mg
Malvidina(galact6sido) 26,16 mg
Malvidina(glucésido) 1,60 mg




Malvidina(arabinésido) 16,57 mg
Petunidina(galactésido) 9,83 mg
Petunidina(glucosido) 1,10 mg
Petunidina(arabindsido) 5,95 mg
Peonidina(galactosido) 2,02 mg
Peonidina(glucésido) 0,99 mg
Acidos fenélicos por cada 100 g

Acido clorogénico 24,19 mg
Acido o-cumérico 5,54 mg
Acido feralico 0,08 mg
Acido galico 1,00 mg
Flavonoles por cada 100 g

Quercetina (galactosido) 1,08 mg
Quercetina (glucdsido) 0,43 mg
Quercetina X 0,50 mg

Fuente: Garrido, V., 2014, USDA National Nutrient Database for Standard Reference.
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CAPITULO I
Tipologia de la investigacion

Se ha utilizado diferentes tipos de investigacion para realizar este estudio, los cuales

son.

In vitro, ya que es una técnica que se utilizo para realizar el estudio en un ambiente

controlado en un laboratorio fuera de un organismo vivo.

Experimentativa, ya que es un proceso que consiste en someter a un objeto o grupo
de individuos, a determinadas condiciones, estimulos o tratamiento (variable independiente),
para observar los efectos o reacciones que se producen (variable dependiente).Este tipo de
investigacién es netamente explicativa, por cuanto su propésito es demostrar que los cambios
en la variable dependiente fueron causados por la variable independiente. Es decir, se

pretende establecer con precisidn una relacion causa-efecto (Arias, 2012).

Exploratoria ya que es aquella que se efectla sobre un tema u objeto desconocido o
poco estudiado, por lo que sus resultados constituyen una vision aproximada de dicho objeto,
es decir, un nivel superficial de conocimientos (Arias, 2012).

Comparativa porque nos ayuda a contrastar varios fendbmenos que nos ayudan a
obtener diferencias y similitudes entre los mismos. En este caso la diferencia de porcentajes
de concentracion del extracto hidroalcohdlico de ardndano azul en comparacién con la

clorhexidina a un Unico porcentaje.

Analitica, para concluir si la hipotesis previamente planteada es afirmativa o negativa.
Entonces, se analiza la inhibicion del extracto hidroalcohdélico de arandano azul en

concentraciones del 25 %, 50 %, 75 % y 100 % frente a la bacteria Fusobacterium nucleatum.

31



1. Poblacion y muestra

1.1. Poblacién

La bacteria Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™, importada por la empresa
Medibac Inc. S.A., con su respectivo certificado y registro, toma el papel de la poblacién en

este trabajo investigativo.

1.2. Muestra

Las bacterias de Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™ sin contaminantes
fueron tomadas como muestra para determinar la presencia o no presencia de inhibicion del
extracto hidroalcohdlico de arandano azul a sus diferentes concentraciones y clorhexidina al
0,12%. La muestra utilizada fue de un total de 28 cajas monopetri con agar Muller-Hinton con

la bacteria activada de Fusobacterium nucleatum presente.

Disposicion de cajas monopetri:

« Ladisposicion fue de 6 cajas monopetri con agar Muller-Hinton, con la presencia de
la bacteria activada de Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™, las mismas que
estan subdivididas en 4 cajas, cada una con tres discos de papel filtro embebidos en el
extracto hidroalcohdlico de ardndano azul con su respectiva concentracion y un disco
embebido en agua destilada estéril como el control negativo, en la mitad de la caja
monopetri. También, se dispuso 2 cajas monopetri con 4 discos de papel filtro
embebidos en el extracto hidroalcohdlico de ardndano azul con su respectiva
concentracion, en este caso no se utilizé el disco embebido en agua destilada estéril
del control negativo en el centro. Esta disposicion fue utilizada en cada uno de los 4
porcentajes de concentracion del extracto hidroalcohdlico de ardndano azul (25 %, 50
%, 75 % y 100 %).
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« Para el control positivo se dispuso de 2 cajas monopetri con agar Muller-Hinton, con
la presencia de la bacteria activada de Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™,
Cada una de las 2 cajas monopetri contaban con 3 discos de papel filtro embebidos
con gluconato de clorhexidina al 0,12% cada uno Yy un disco embebido en agua
destilada estéril como el control negativo, en la mitad de la caja monopetri.. También,
se dispuso 2 cajas monopetri con 4 discos de papel filtro embebidos en gluconato de
clorhexidina al 0.12 %, en este caso tampoco se utilizo el disco embebido en agua
destilada estéril del control negativo en el centro.

2. Criterios de inclusion y de exclusion

2.1. Criterios de inclusion

« Bacteria Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™, sin previa utilizacion en
cajas monopetri con el agar de cultivo Muller-Hinton, preparado segun las

instrucciones de fabricante.

2.2.  Criterios de exclusién
» Muestras contaminadas con diferentes especies bacterianas a Fusobacterium

nucleatum.

3. Variables

3.1. Variables independientes
« Las concentraciones diferentes del extracto hidroalcohdlico de ardndano azul (25
%, 50 %, 75 % y 100 %).

« Rango de tiempo de contacto del extracto hidroalcohélico de arandano azul con la
bacteria Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™ (24, 48 y 72 horas).
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3.2. Variables dependientes

« Efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de ardndano azul en la bacteria
Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™.
3.3. Operacion de variables
Tabla 3: Operacion de variables
Variable Tipo de variable Definicion de la Clasificacion Indicador de Tipo de
operacion categoria medicién
Extracto Independiente Tamafio del halo que se Cuantitativa Concentracion: Nominal
hidroalcohdlico de forma alrededor de los discos
arandano azul a de papel filtro sumergidos en 25%
distintas el extracto hidroalcohdlico de )
concentraciones arandano azul a diferentes 50%
concentraa.ones en las ca.Jas 75%
monopetri con la bacteria
Fusobacterium nucleatum 100%
Rango de Independiente Tamafio del halo que se Cuantitativa Tiempo en horas: Ordinal
tiempo en que es forma alrededor de los discos
expuesto el de papel filtro sumergidos en 24 horas
extracto el extracto hidroalcohdlico de
hidroalcohdlico de arandano azul al 25%, 50%, 48 horas
arandano azul 75%, 100% en las cajas
. . 72 horas
monopetri con la bacteria
Fusobacterium nucleatum en
un tiempo determinado.
Efecto Dependiente Tamafio del halo que se Cuantitativa Tamaiio del halo Ordinal
inhibitorio del forma alrededor de los discos inhibitorio en mm Segun
extracto de papel filtro sumergidos en Durafford:
hidroalcohdélico de el extracto hidroalcohélico de ) )
arandano azul arandano azul al 25%, 50%, Nulo(-) inf o igual a
hacia la bacteria 75%, 100% en las cajas 8mm
Fusobacterium monopetri con la bacteria .
nucleatum ATCC® Fusobacterium nucleatum a Sensible(=o+) de 9 a
25586™ las 24, 48 y 72 horas. 14mm
Muy sensible(=o++)
de 15 a 19mm
Sumamente
sensible(=o+++) a 20mm
Gluconato de independiente Bisguanida con Cuantitativa Tamaiio del halo Ordinal
clorhexidina al propiedades antimicrobianas inhibitorio en mm Segun
12% con sustantividad Durafford:
Nulo(-) inf o igual a
8mm
Sensible(=0+) de 9 a
14mm
Muy sensible(=o++)
de 15 a 19mm
Sumamente
sensible(=o+++) a 20mm
Agua independiente H20 cuantitativa Positiva o negativa Ordinal

Fuente: Antonio Flores
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4. Materiales

4.1. Instalaciones

El trabajo investigativo titulado “Efecto inhibitorio del extracto hidroalcoholico de
arandano azul (Vaccinium corymbosum) en diferentes concentraciones: 25 %, 50 %, 75
% y 100 %, en relacion con la clorhexidina al 0.12 % frente a la cepa Fusobacterium
nucleatum: estudio microbiolégico in vitro” se efectud en el Laboratorio de Microbiologia

de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Internacional del Ecuador, sede Quito.

4.2. Tipos de materiales empleados

Barreras de proteccion

« Gorro

« Guantes

«  Mandil

» Mascarilla

« Protectores oculares

Insumos

« Discos de papel filtro en blanco
» Fosforos

« Hisopos largos estériles

» Papel metélico

» Sobres generadores de anaerobiosis
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Sustancias

« Aceite de inmersion

« Agar nutritivo

« Agar Mieller-Hinton

« Agar sangre de cordero

« Agua estéril

« Alcohol antiséptico

»  Alcohol cetona

» Alcohol industrial

« Cepa de Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™
 Cristal violeta

» Extracto hidroalcoholico de arandano azul
* Gluconato de clorhexidina al 0.12%

* Lugol

+ Safranina

+ Standard de McFarland 0.5

Instrumentos

« Cajas monopetri

« Fundas generadoras de anaerobiosis
» Gradilla grande
 Jarra de anaerobiosis

« Lampara de alcohol

« Matraz Erlenmeyer

* Pinzas dentadas

» Pipeta estandarizada

« Portaobjetos

» Puntas estériles de pipeta
* Regla ZoneScale™

« Tubos de ensayo

» Vaso de precipitacion



Artefactos

« Balanza electronica

« Cocineta eléctrica

« Estufa de esterilizacion
« Horno de incubacién

» Microscopio

» Refrigerador

5. Procedimiento

5.1. Adquisicion del arandano azul

La adquisicién de los frutos del arandano azul fue realizada en la empresa
Ecuarandano, ubicada en la parroquia Guayllabamba, perteneciente al canton Quito, en la
provincia de Pichincha. Inicialmente se adquirié 340g, de los cuales se hizo un proceso de
clasificacion con el motivo evitar que las frutas con irregularidades o en proceso de

descomposicion sean utilizadas para la elaboracién del extracto.

5.2. Elaboracion del extracto hidroalcohélico de arandano azul

Una vez clasificados los arandanos, se procedié su lavado y desinfeccion para lo cual se
utilizé un desinfectante natural a base de toronja llamado kilol, se utilizaron 15ml de kilol
disueltos en un litro de agua, donde se sumergio los ardndanos durante 5 minutos. Culminada

la etapa de lavado y desinfeccion se procedié a los siguientes pasos:

« Se pesaron 50 gramos de los frutos previamente desinfectados en una balanza

semianalitica.

« Serealizd un proceso de prensado de los ardndanos azules en un mortero de porcelana.

« Se agreg6 50 ml de solucién hidroalcohdlica, compuesta por 25 ml de alcohol potable

a una concentracion de 96 % y 25 ml de agua desmineralizada.
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Se introdujo el producto obtenido en un envase PET blanco y se lo coloco en el
aparato de agitacion rotatorio por 48 horas.

Se procedio al filtrado del extracto a las 48 horas.

Se repitio el procedimiento en otros 50 gramos de ardndano azul dos veces mas.

Finalizado el proceso de extraccion, se filtro el extracto final y se procedio a realizar

las diluciones.

Para la obtencién del extracto hidroalcohdlico de ardndano azul al 25 % se tomaron

2.5 ml de extracto puro y se adicionaron 7,5 ml de solucién hidroalcoholica.

Para la obtencién del extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 50 % se tomaron 5

ml de extracto puro y se adicionaron 5 ml de solucion hidroalcohdlica.

Para la obtencion del extracto hidroalcohélico de ardndano azul al 75 % se tomaron
7,5 ml de extracto puro y se adicionaron 2,5 ml de solucién hidroalcohdlica.

Para la obtencion del extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 100 % se tomaron

10 ml de extracto puro sin adicionar sustancia hidroalcoholica.

Los extractos fueron esterilizados en una cadmara UV por 45 minutos y posteriormente

envasados y etiquetados.(Fig.2)

Figura 2: Producto: extracto hidroalcoholico de arandano azul 25%, 50%, 75% y 100%

Fuente: Antonio Flores
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5.3. Efecto de inhibicidén Kirby-Bauer

5.3.1. Medio de cultivo

El agar Mdueller-Hinton es un medio de cultivo con base de infusion de carne
deshidratada, utilizado para los estudios de sensibilidad; es de color marrén claro y liso. Los

microorganismos crecen de manera adecuada, ya que es un agar de tipo nutritivo.

« Se procedio a pesar 38 g de polvo agar Mieller-Hinton sobre una balanza

electronica.(Fig. 3y 4)
« Se midié un litro de agua destilada en un matraz de Erlenmeyer.(Fig. 5)

« Se introdujo 38 g de agar Mueller-Hinton en el litro de agua y se mezclé hasta

conseguir una consistencia uniforme, sin particulas de polvo.(Fig. 6)

« Con los frascos sellados se introdujo la mezcla en la estufa de esterilizacion a una

presion de 760 mmHg de atm por un tiempo de 30 minutos. (Fig. 7)
» Se dejaron enfriar los frascos durante aproximadamente diez minutos.

« Se introdujo solucion de agar Mdueller-Hinton en las cajas monopetri en dosis
uniformes e iguales.(Fig. 8)

Aproximadamente en una hora se observé la adquisicion de la consistencia adecuada.

Figura 3y Figura 4: Preparacion del medio de cultivo Mieller-Hinton

Fuente: Antonio Flores
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Figura 5y Figura 6: Preparacion del medio de cultivo Mieller-Hinton

Fuente: Antonio Flores

Figura 7 y Figura 8: Preparacion del medio de cultivo Mueller-Hinton

Fuente: Antonio Flores
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5.3.2. Activacion de la cepa liofilizada Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™

La bacteria Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™, del lote nUmero 328-83-0,
certificada por la empresa “Microbiologics”, de procedencia estadounidense, fue importada y
distribuida por la empresa “Medibac Inc. S.A”, con registro sanitario AD-541-04-13 y fecha
de caducidad 2020-08-31. Se realiz6 el proceso de activacion del microorganismo en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Médicas, de la Salud y la Vida, de la
Universidad Internacional del Ecuador, en el medio de cultivo agar sangre de cordero, el
mismo que fue obtenido en la empresa “Medibac Inc. S.A”. Una vez realizado el
procedimiento inicial de activacion, tres cajas monopetri de agar sangre de cordero, con la
cepa de Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™ debidamente enumeradas (Fig. 9,10),
junto con un sobre generador de anaerobiosis (Fig. 11) fueron introducidos dentro de una
jarra de anaerobiosis la cual fue sellada herméticamente, para luego ser llevada al horno de

incubacidn a 35 °C, por un tiempo de 72 horas. (Fig. 12)

Figura 9 y Figura 10: Activacion de la cepa liofilizada Fusobacterium nucleatum ATCC®
25586™

Fuente: Antonio Flores
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Figura 11y Figura 12: Activacion de la cepa liofilizada Fusobacterium nucleatum
ATCC® 25586™

Fuente: Antonio Flores

Figura 13: Activacion de la cepa liofilizada Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™

Fuente: Antonio Flores

Se realizaron controles a las 24, 48 y 72 horas; a las 24 y 48 horas no se observaron
colonias bacterianas. A las 72 horas de incubacion la caja nimero 3 present6 una colonizacion

bacteriana.
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5.3.3. Tincion Gram
Esta técnica de tincion diferencial bacteriana fue utilizada con el propdsito de determinar
la presencia de la bacteria Gram negativa Fusobacterium nucleatum, para tener la certeza que
la muestra bacteriana obtenida de la caja nimero 3 pertenecia a la bacteria Fusobacterium

nucleatum para continuar con el estudio.
El protocolo de tincion fue el siguiente:

« Se obtuvo una muestra pura de la colonia bacteriana presente en la caja numero 3 de

agar sangre de cordero. (Fig. 14)

« Sobre una placa porta objetos se mezcl6 una gota de agua estéril con la muestra de la
colonia bacteriana.

« Se procedi6 a realizar la evaporacion del agua estéril colocando cuidadosamente la
placa con la mezcla sobre el fuego de un mechero. (Fig. 15)

« Se verti6 una pequefia cantidad de cristal violeta que cubra toda la superficie a tefir
sobre la placa porta objetos durante 60 segundos para pigmentar las bacterias y se lavo

con agua estéril. (Fig. 17)

« Inmediatamente se administraron unas gotas de lugol por 60 segundos para la fijacion

de la sustancia anterior y se lavo con agua estéril. (Fig. 18)

« Se administraron varias gotas de alcohol acetona para despigmentar la bacteria por 20

segundos y se lavé con agua estéril. (Fig. 19)

« Finalmente, se utiliz6 safranina por 60 segundos para diferenciar las bacterias Gram

negativas y se lavé con agua estéril. (Fig. 20)



Figura 14y Figura 15: Tincion Gram Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™

Fuente: Antonio Flores

Figura 16: Tincion Gram Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™

Fuente: Antonio Flores
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Figura 17: Tincion Gram Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™

Fuente: Antonio Flores

Figura 18 y Figura 19: Tincion Gram Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™

Fuente: Antonio Flores
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Figura 20: Tincién Gram Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™

ST e

Fuente: Antonio Flores

Figura 21: Tincién Gram Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™

Fuente: Antonio Flores

Al finalizar el proceso de tincion Gram, se observd el resultado en microscopio
perteneciente al Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de Odontologia para la

comprobacidn respectiva. (Fig. 21)
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5.3.4. Obtencién del grado de turbidez

Para este estudio microbiologico se tom6 como referencia el estandar de turbidez 0.5
McFarland.

Se procedi6 a la colocacion de agua esteéril dentro de un tubo de ensayo previamente
esterilizado.

Se transport6 la bacteria con un asa de inoculacién desde la caja monopetri donde se
encontraban las colonias bacterianas hasta el interior del tubo de ensayo con agua
estéril. (Fig. 22y 23)

Se mezcl6 la muestra con el agua estéril dentro del tubo de ensayo.

Se comparo el grado de turbidez que contenia la muestra con el de 0.5 McFarland y se
verifico con éxito. (Fig. 24 y 25)

El grado de turbidez aproximadamente contiene 1.5 x 108 UFC/ml de Fusobacterium
nucleatum.

Figura 22 y Figura 23: Obtencion del grado de turbidez

Fuente: Antonio Flores
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Figura 24 y Figura 25: Obtencién del grado de turbidez

Fuente: Antonio Flores

5.3.5. Preparacion de las cajas monopetri con la sustancia a inocular

Después de la obtencion del grado turbidez adecuado y con las 28 cajas monopetri con
agar Mueller-Hinton ya preparadas, junto a una fuente de calor para evitar contaminacion
cruzada, se utilizo hisopos estériles de 16.3 cm de largo para absorber la mezcla obtenida del
tubo de ensayo. (Fig. 26) Se abrieron las cajas monopetri para eliminar el liquido sobrante en
algunas de ellas y se realizo el cultivo en sentido vertical y luego horizontal, girando el hisopo
para descargar todo el contenido embebido en el mismo y asegurar que la bacteria se disemine
en toda la superficie del agar (Fig. 27), de manera regular en todas las cajas monopetri. (Fig.
28)

Figura 26: Preparacion de las cajas Petri con la sustancia por inocular
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Fuente: Antonio Flores
|

Figura 27 y Figura 28: Preparacion de las cajas Petri con la sustancia por inocular

Fuente: Antonio Flores

5.3.6. Impregnacion y distribucién de los discos de papel filtro

En 11 cajas monopetri vacias y estériles se distribuyeron un total de 104 discos en
blanco, a una distancia de 10 mm cada uno, como acopio principal, para luego ser distribuidas
con una pinza estéril a las 28 cajas de agar Mieller-Hinton, debidamente identificadas con la

bacteria y la concentracion del extracto que se iba a utilizar en cada una. Se colocaron:

« Cuatro cajas, cada caja con tres discos de papel filtro con extracto hidroalcohdélico de
arandano azul al 25 %, y un disco con agua estéril en el centro. Ademas, dos cajas
con cuatro discos de papel filtro con extracto hidroalcoholico de ardndano azul al 25

%, sin la presencia del disco de agua estéril.

« Cuatro cajas, cada caja con tres discos de papel filtro con extracto hidroalcohdlico de
arandano azul al 50 %, y un disco con agua estéril en el centro. Ademas, dos cajas
con cuatro discos de papel filtro con extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 50

%, sin la presencia del disco de agua estéril.

« Cuatro cajas con tres discos de papel filtro, con extracto hidroalcohélico de arandano

azul al 75 %, y un disco con agua estéril en el centro. Ademas, dos cajas con cuatro
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discos de papel filtro con extracto hidroalcohdlico de ardndano azul al 75 %, sin la
presencia del disco de agua esteéril.

« Cuatro cajas con tres discos de papel filtro, con extracto hidroalcohdlico de arandano
azul al 100 %, y un disco con agua estéril en el centro. Ademas, dos cajas con cuatro
discos de papel filtro con extracto hidroalcohdlico de ardndano azul al 100 %, sin la

presencia del disco de agua estéril.

» Dos cajas con tres discos de papel filtro, con gluconato de clorhexidina al 0.12 % y
un disco con agua estéril en el centro. Ademas, dos cajas con cuatro discos de papel
filtro con gluconato de clorhexidina al 0.12 %, sin la presencia del disco de agua

estéril.

Figura 29 y Figura 30: Preparacion de las cajas Petri con la sustancia por inocular

Fuente: Antonio Flores

Figura 31: Preparacion de las cajas Petri con la sustancia por inocular
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Fuente: Antonio Flores

g4

Figura 32: Preparacion de las cajas Petri con la sustancia por inocular

Fuente: Antonio Flores

El control positivo en el estudio se realizé con gluconato de clorhexidina al 0.12 %

(Fig. 33)mientras que el control negativo se realizd con agua estéril. (Fig. 34)

Figura 33y Figura 34: Preparacion de las cajas Petri con la sustancia por inocular

Fuente: Antonio Flores
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En los 104 discos de papel filtro en blanco se administraron 20 pl de la sustancia
correspondiente (agua estéril, clorhexidina, extracto hidroalcohdlico de arandano azul en

diferentes concentraciones) con una micropipeta estandarizada (Fig. 35).

Figura 35: Micropipeta estandarizada Figura 36: Cajas Petri listas

Fuente: Antonio Flores

5.3.7. Proceso incubatorio Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™

Se introdujeron diez cajas monopetri con la bacteria sembrada y con los discos
embebidos en su respectiva sustancia dentro de una jarra de anaerobiosis, ademas de 18 cajas
con los discos embebidos en su respectiva sustancia distribuidos dentro de 5 fundas de
anaerobiosis, cerradas herméticamente. (Fig. 37) Tanto dentro de la jarra como de cada funda
se introdujo un sobre generador de anaerobiosis. Una vez obtenidos los medios adecuados
para el desarrollo de la investigacion, se procedié a colocar la jarra de anaerobiosis y las

fundas de anaerobiosis en el horno de incubacion a 35 °C. (Fig. 38 y39)

Figura 37: Proceso incubatorio Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™

Fuente: Antonio Flores
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Figura 38 y Figura 39: Proceso incubatorio Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™

Fuente: Antonio Flores

5.3.8. Obtencion de los resultados

Se tiene como objetivo medir el diametro de los halos inhibitorios, formados por el
extracto hidroalcohdlico de ardndano azul en diferentes concentraciones y clorhexidina al
0,12%, se empled la regla ZoneScale™ estandarizada en circulos con didmetros en milimetros
(Fig. 40). La medicion de los halos observados se realiz6 en un intervalo de tiempo de 24, 48
y 72 horas de incubacién.

Figura 40: Regla ZoneScale™

Fuente: Universidad Internacional del Ecuador
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5.3.9. Halos inhibitorios

Extracto hidroalcohélico de arandano azul al 25 %

Figura 41: Halos inhibitorios a las 24 horas Figura 42: Halos inhibitorios a las 48 horas

Fuente: Antonio Flores

Figura 43: Halos inhibitorios a las 72 horas

Fuente: Antonio Flores
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Extracto hidroalcohélico de arandano azul al 50 %

Figura 44: Halos inhibitorios a las 24 horas Figura 45: Halos inhibitorios a las 48 horas

Fuente: Antonio Flores

Figura 46: Halos inhibitorios a las 72 horas

Fuente: Antonio Flores
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Extracto hidroalcohélico de arandano azul al 75 %

Figura 47: Halos inhibitorios a las 24 horas Figura 48: Halos inhibitorios a las 48 horas

Fuente: Antonio Flores

Figura 49: Halos inhibitorios a las 72 horas

Fuente: Antonio Flores
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Extracto hidroalcohélico de arandano azul al 100%

Figura 50: Halos inhibitorios a las 24 horas  Figura 51: Halos inhibitorios a las 48 horas

Fuente: Antonio Flores

Figura 52: Halos inhibitorios a las 72 horas

Fuente: Antonio Flores
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5.3.10 Recoleccion de residuos

Figura 53 y Figura 54: Recoleccidn y manejo de desechos

Fuente: Antonio Flores

A lo largo de todo este trabajo de investigacion, se generaron varios deshechos en el
proceso, como fundas usadas, empaques o sobres, los cuales fueron desechados correctamente
en los depdsitos correspondientes. Al finalizar el estudio investigativo, todos los materiales de
laboratorio que fueron utilizados y pueden ser reutilizados fueron sometidos a un proceso de
esterilizacion durante 45 minutos para eliminar rastros de contaminantes y microorganismos.
(Fig. 53y 54)
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Resultados

La meta final de este estudio investigativo y experimental fue determinar la existencia
de un efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de arandano azul (Vaccinium
corymbosum) a concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 %, frente al periodontopatdégeno
Fusobacterium nucleatum en un rango de 24, 48 y 72 horas de incubacion. Mediante la
observacion cientifica presencial y la medicion del diametro de los halos inhibitorios,
formados por la accion del extracto hidroalcoholico de la fruta, se recopilo la informacion

resultante.

Exposicion de datos

Se aplicaran varios estudios estadisticos de datos que seran los siguientes para determinar

un mejor resultado.
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1 ANOVA

Si los resultados en el estudio ANOVA el valor de significacion esta por debajo de 0,05 si

hay diferencia en medidas y si es mayor, no existen diferencias entre dos 0 mas medidas.

1.1 ANOVA: Comparacién de halos inhibitorios a las 24 horas: ardndano azul 25%,

50%, 75%, clorhexidina al 0,12% y agua destilada

Tabla 4: Comparacion de halos inhibitorios a las 24 horas: arandano azul 25%, 50%, 75%,
clorhexidina al 0,12% y agua destilada

Descriptivos
24 horas
95% del intervalo de
confianza para la media
CONCENTRACIONES N Media DE Minimo Maximo
Limite Limite
inferior superior
Arandano azul 25% 20 9,45 3,30 791 10,99 0,0 12,0
Arandano azul 50% 20 4,65 5,29 2,17 7,13 0,0 12,0
Arandano azul 75% 20 6,90 5,22 4,46 9,34 0,0 12,0
Arandano azul 100% 20 7,50 517 5,08 9,92 0,0 15,0
Clorhexidina al 0,12% 14 19,57 1,60 18,65 20,50 17,0 23,0
Agua destilada 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,0
Total 104 8,12 6,69 6,81 9,42 0,0 23,0

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion
El extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 25 % fue el que obtuvo mejores
resultados de inhibicion, a las 24 horas, presentd una media de 9,45 mm en los halos
inhibitorios mientras que el del 50 % presentd una media de 4,65 mm en los halos
inhibitorios, siendo el que obtuvo los resultados méas bajos en cuanto a grado de inhibicién; al
75 % presentd una media de 6,90 mm y al 100 % de concentracion la muestra presento una
media de 7,50 mm en los halos inhibitorios. Sin embargo todos estos resultados fueron

menores a la muestra de clorhexidina al 0.12 %, con una media de 19,57 mm.
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COMPARACION A LAS 24 HORAS

19,57

9,45
6,90 7,50
4,65

Arandano azul Arandano azul Arandano azul Arandano azul Clorhexidinaal Agua destilada
25% 50% 75% 100% 0,12%

Graéfico Estadistico 1: Comparacion de medias del extracto hidroalcoholico de arandano
azul en diferentes concentraciones a las 24 horas

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

En las medias propuestas por el grafico estadistico se puede observar variabilidad
entre ellas, siendo la concentracion de clorhexidina al 0.12 % la mayor, seguida de las

concentraciones al 25%,100 %, 75 %, 50 % y agua en un tiempo de 24 horas.

Con estos valores se realiza la prueba Anova para determinar si se tienen diferencias
significativas entre las muestras:

Tabla 5: ANOVA 24 horas

ANOVA
24 horas
Media .
Suma de cuadrados ol cuadratica F Sig.
Entre grupos 2808,887 5 561,777 30,624 0,000
Dentro de 1797,729 08 18,344
grupos
Total 4606,615 103

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina



Interpretacion

A las 24 horas en la prueba ANOVA, el valor de significacion (Sig = 0,000,

F=30,624) es inferior a 0,05, por lo cual las muestras presentan una diferencia significativa.

1.2 ANOVA: Comparacion de halos inhibitorios a las 48 horas: arandano azul 25%,

50%, 75%, clorhexidina al 0,12% y agua destilada

Tabla 6: Comparacion de halos inhibitorios a las 48 horas: ardndano azul 25%, 50%, 75%,
clorhexidina al 0,12% y agua destilada

Descriptivos
48 horas
95% del intervalo de
confianza para la media
CONCENTRACIONES N | Media DE Minimo Maximo
Limite Limite
inferior superior
Arandano azul 25% 20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,0
Arandano azul 50% 20 1,75 4,28 -0,25 3,75 0,0 12,0
Aréandano azul 75% 20 6,30 5,29 3,82 8,78 0,0 11,0
Arandano azul 100% 20 9,25 4,24 7,27 11,23 0,0 15,0
Clorhexidina al 0,12% 14 21,29 1,27 20,55 22,02 19,0 23,0
Agua destilada 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,0
Total 104 6,19 7,74 4,69 7,70 0,0 23,0

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion
El extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 100 % fue el que obtuvo mejores
resultados de inhibicién, a las 48 horas, presentd una media de 9,25 mm en los halos
inhibitorios mientras que el del 25 % no presento ningun resultado con media de 0.00 en los
halos inhibitorios, siendo el que obtuvo los resultados mas bajos en cuanto a grado de

inhibicidn; al 75 % present6 una media de 6,30 mm y al 50 % de concentracion la muestra
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presentd una media de 1,75 mm en los halos inhibitorios. Sin embargo todos estos resultados

fueron menores a la muestra de clorhexidina al 0.12 %, con una media de 21,29 mm.

COMPARACION A LAS 48 HORAS

21,29

9,25
6,30
1,75
0,00 0,00
|

Arandano azul Arandano azul Arandano azul Arandano azul Clorhexidina Agua destilada
25% 50% 75% 100% al 0,12%

Graéfico Estadistico 2: Comparacion de medias del extracto hidroalcoholico de arandano
azul en diferentes concentraciones a las 48 horas

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

En las medias propuestas por el gréfico estadistico se puede observar variabilidad
entre ellas, siendo la concentracion de la  clorhexidina al 0.12 % la mayor, seguida de las
concentraciones al 100 %, 75 %, 50 % y al final con empate la concentracion del 25 % y agua

en un tiempo de 48 horas.

Con esto valores se realiza la prueba Anova para determinar si se tienen diferencias
significativas entre las muestras:

Tabla 7: ANOVA 48 horas

ANOVA
48 horas
Suma de Media .
cuadrados o cuadréatica F Sig.
Entre grupos 4921,597 5 984,319 77,633 0,0000
Dentro de grupos 1242557 98 12,679
Total 6164,154 103

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina




Interpretacion

A las 48 horas en la prueba ANOVA, el valor de significacion (Sig = 0,000,

F=77,633) es inferior a 0,05, por lo cual las muestras presentan una diferencia significativa.

1.3 ANOVA: Comparacion de halos inhibitorios a las 72 horas: arandano azul 25%,

50%, 75%, clorhexidina al 0,12% y agua destilada

Tabla 8: Comparacion de halos inhibitorios a las 72 horas: ardndano azul 25%, 50%, 75%,
clorhexidina al 0,12% y agua destilada

Descriptivos
72 horas
95% del intervalo de
confianza para la media
CONCENTRACIONES N Media DE Minimo Maximo
Limite Limite
inferior superior
Arandano azul 25% 20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,0
Arandano azul 50% 20 0,50 2,24 -0,55 1,55 0,0 10,0
Arandano azul 75% 20 2,65 4,72 0,44 4,86 0,0 11,0
Arandano azul 100% 20 7,70 5,45 5,15 10,25 0,0 16,0
Clorhexidina al 0,12% 14 21,57 1,16 20,90 22,24 20,0 23,0
Agua destilada 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,0
Total 104 4,99 7,86 3,46 6,52 0,0 23,0

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

El extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 100 % fue el que obtuvo mejores
resultados de inhibicién, a las 72 horas, presentd una media de 7,70 mm en los halos
inhibitorios mientras que el del 25 % no presento ningln resultado con media de 0.00 mm en
los halos inhibitorios, siendo el que obtuvo los resultados mas bajos en cuanto a grado de

inhibicién; al 75 % present6 una media de 2,65 mm y al 50 % de concentracion la muestra
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presentd una media de 0,5 mm en los halos inhibitorios. Sin embargo todos estos resultados

fueron menores a la muestra de clorhexidina al 0.12 %, con una media de 21,57 mm.

COMPARACION A LAS 72 HORAS

21,57

7,70
2,65
0,50
0,00 0,00
|

Arandano azul Arandano azul Arandano azul Arandano azul Clorhexidina Agua destilada
25% 50% 75% 100% al 0,12%

Gréfico Estadistico 3: Comparacion de medias del extracto hidroalcohdlico de arandano
azul en diferentes concentraciones a las 72 horas.

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

En las medias propuestas por el grafico estadistico se puede observar variabilidad entre
ellas, siendo la concentracion de la clorhexidina al 0.12 % la mayor, seguida de las
concentraciones al 100 %, 75 %, 50 % y al final con empate la concentracion del 25 % y agua

en un tiempo de 72 horas.

Con esto valores se realiza la prueba Anova para determinar si se tienen diferencias

significativas entre las muestras:

Tabla 9: ANOVA 72 horas

ANOVA
72 horas
Suma de cuadrados gl cua d'\rﬂéﬁg:i: F Sig.
Entre grupos 5255,812 5 1051,162 93,719 0,000
Dentro de grupos 1099,179 98 11,216
Total 6354,99 103

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina
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Interpretacion
A las 72 horas en la prueba ANOVA, el valor de significacion (Sig = 0,000,

F=93,719) es inferior a 0,05, por lo cual las muestras presentan una diferencia significativa.

2 Pruebas post hoc TUKEY

2.1 TURKEY: Comparacion a las 24 horas: arandano azul 25%, 50%, 75%,

clorhexidina al 0,12% y agua destilada

Tabla 10: Pruebas post hoc (Tukey) del extracto hidroalcohdlico de ardndano azul a las 24

horas

Comparaciones multiples

Variable dependiente: 24 horas

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
Diferencia de | Desv. . 95%

(1) SUSTANCIAS (J) SUSTANCIAS medias (1) Error Sig. — —
inferior | superior
Aréandano azul 50% 4,800" 1,354 0,008 | 0,86 8,74
Aréandano azul 75% 2,55 1,354 0,419 | -1,39 6,49
Arandano azul 25% Aréandano azul 100% 1,95 1,354 0,703 | -1,99 5,89
Clorhexidina al 0,12% -10,121" 1,492 0,000 | -14,46 -5,78

Agua destilada 9,450" 1,659 0,000 | 4,63 14,27

Aréandano azul 25% -4,800" 1,354 0,008 | -8,74 -0,86
Arandano azul 75% -2,25 1,354 0,560 | -6,19 1,69
Arandano azul 50% Aréandano azul 100% -2,85 1,354 0,294 | -6,79 1,09

Clorhexidina al 0,12% -14,921" 1,492 0,000 | -19,26 -10,58
Agua destilada 4,65 1,659 0,065 | -0,17 9,47
Aréndano azul 25% -2,55 1,354 0,419 | -6,49 1,39
Aréandano azul 50% 2,25 1,354 0,560 | -1,69 6,19
Aréndano azul 75% Arandano azul 100% -0,6 1,354 0,998 | -4,54 3,34
Clorhexidina al 0,12% -12,671" 1,492 0,000 | -17,01 -8,33

Agua destilada 6,900" 1,659 0,001 | 2,08 11,72
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Arandano azul 25% -1,95 1,354 0,703 | -5,89 1,99
Arandano azul 50% 2,85 1,354 0,294 | -1,09 6,79
Arandano azul 100% Arandano azul 75% 0,6 1,354 0,998 | -3,34 4,54
Clorhexidina al 0,12% -12,071" 1,492 0,000 | -16,41 -7,73
Agua destilada 7,500" 1,659 0,000 | 2,68 12,32
Arandano azul 25% 10,121" 1,492 0,000 | 5,78 14,46
Arandano azul 50% 14,921" 1,492 0,000 | 10,58 19,26
0 12%°rhe"idi”a 3l Arandano azul 75% 12,671 1,492 0,000 | 8,33 17,01
Arandano azul 100% 12,071" 1,492 0,000 | 7,73 16,41
Agua destilada 19,571" 1,773 0,000 | 14,42 24,73
Arandano azul 25% -9,450" 1,659 0,000 | -14,27 -4,63
Aréandano azul 50% -4,65 1,659 0,065 | -9,47 0,17
Agua destilada Aréndano azul 75% -6,900" 1,659 0,001 | -11,72 -2,08
Arandano azul 100% -7,500" 1,659 0,000 | -12,32 -2,68
Clorhexidina al 0,12% -19,571" 1,773 0,000 | -24,73 -14,42

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

En la prueba de Tukey, que compara dos a dos las sustancias se tiene que algunos de los

valores del nivel de significacidn (Sig) son inferiores a 0,05, luego en esos casos las medias

de las muestras no son similares, se tiene el siguiente cuadro resumen:

Subconjuntos homogéneos

Tabla 11: Turkey 24 horas

24 horas
HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
SUSTANCIAS N
1 2 3 4
Agua destilada 10 0,00
Aréandano azul 50% | 20 4,65
Aréandano azul 75% | 20 6,90 6,90
Aréandano azul 100% | 20 7,50 7,50
Arandano azul 25% | 20 9,45
Clgfgg;idina al 14 1957
Sig. 1,000 | 0,414 0,540 1,000

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina
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Interpretacion

A las 24 horas el extracto hidroalcoholico de arandano azul al 25% presentd una
diferencia significativa con las concentraciones de 50%, clorhexidina al 0.12 % y agua

destilada, ya que el valor de significacion fue menor a 0,05.

A las 24 horas el extracto hidroalcoholico de arandano azul al 50% presentd una
diferencia significativa con las concentraciones de 25% y clorhexidina al 0.12 %, ya que el

valor de significacion fue menor a 0,05.

A las 24 horas el extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 75% presentd una
diferencia significativa con las concentraciones de a la clorhexidina al 0.12 % y al agua

destilada, ya que el valor de significacién fue menor a 0,05.

A las 24 horas el extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 100% presentd una
diferencia significativa con las concentraciones de clorhexidina al 0.12 % y al agua destilada,

ya que el valor de significacién fue menor a 0,05.

A las 24 horas la clorhexidina al 0.12 % present6 una diferencia significativa en su
efecto inhibitorio con las concentraciones de extracto hidroalcohdlico de ardndano azul al
25 %, 50 %, 75 %, 100 % y agua destilada, ya que el valor de significacién fue menor a
0,05.

A las 24 horas el agua destilada presentdé una diferencia significativa con las
concentraciones de extracto hidroalcoholico de arandano azul al 25 %, 75 %, 100 % vy

clorhexidina al 0.12 %, ya que el valor de significacion fue menor a 0,05.
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2.2 TURKEY: Comparacion a las 48 horas: arandano azul 25%, 50%, 75%,
clorhexidina al 0,12% y agua destilada

Tabla 12: Pruebas post hoc (Tukey) del extracto hidroalcoh6lico de arandano azul a las 48
horas

Comparaciones multiples

Variable dependiente: 48 horas

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
Diferencia  de | Desv. . 95%
(1) SUSTANCIAS (J) SUSTANCIAS medias (1-J) Error Sig. —— e
inferior superior
Arandano azul 50% -1,75 1,126 0,630 -5,02 1,52
Aréandano azul 75% -6,300" 1,126 0,000 -9,57 -3,03
Aré”g";[,‘/;’ azul Arandano azul 100% -9,250" 1,126 0,000 12,52 5,98
Clorhexidina al 0,12% -21,286" 1,241 0,000 -24,89 -17,68
Agua destilada 0 1,379 1,000 -4,01 4,01
Aréndano azul 25% 1,75 1,126 0,630 -1,52 5,02
Arandano azul 75% -4,550" 1,126 0,001 -7,82 -1,28
Aré”gg[,‘/;’ azul Arandano azul 100% -7,500" 1,126 0,000 110,77 423
Clorhexidina al 0,12% -19,536" 1,241 0,000 -23,14 -15,93
Agua destilada 1,75 1,379 0,801 -2,26 5,76
Aréandano azul 25% 6,300" 1,126 0,000 3,03 9,57
Arandano azul 50% 4,550" 1,126 0,001 1,28 7,82
Aré”‘;g[}/g azul Arandano azul 100% -2,95 1,126 0,102 6,22 0,32
Clorhexidina al 0,12% -14,986" 1,241 0,000 -18,59 -11,38
Agua destilada 6,300" 1,379 0,000 2,29 10,31
Aréndano azul 25% 9,250" 1,126 0,000 5,98 12,52
Aréandano azul 50% 7,500" 1,126 0,000 4,23 10,77
Ardndano azul Arandano azul 75% 2,95 1,126 0,102 20,32 6,22
100%
Clorhexidina al 0,12% -12,036" 1,241 0,000 -15,64 -8,43
Agua destilada 9,250" 1,379 0,000 5,24 13,26
Arandano azul 25% 21,286" 1,241 0,000 17,68 24,89
Aréandano azul 50% 19,536" 1,241 0,000 15,93 23,14
C'org"*{‘ziﬁ'/i”a al Arandano azul 75% 14,986° 1241 0,000 11,38 18,59
Arandano azul 100% 12,036" 1,241 0,000 8,43 15,64
Agua destilada 21,286" 1,474 0,000 17 25,57
Agua destilada Aréandano azul 25% 0 1,379 1,000 -4,01 4,01

69



Arandano azul 50% -1,75 1,379 0,801 -5,76 2,26

Arandano azul 75% -6,300" 1,379 0,000 -10,31 -2,29
Arandano azul 100% -9,250" 1,379 0,000 -13,26 -5,24
Clorhexidina al 0,12% -21,286" 1,474 0,000 -25,57 -17

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

En la prueba de Tukey, que compara dos a dos las sustancias se tiene que algunos de los

valores del nivel de significacion (Sig) son inferiores a 0,05, luego en esos casos las medias

de las muestras no son similares, se tiene el siguiente cuadro resumen:

Subconjuntos homogéneos

Tabla 13: Turkey 48 horas

48 horas
HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
SUSTANCIAS N
1 2 3
Arandano azul 25% 20 0,00
Agua destilada 10 0,00
Arandano azul 50% 20 1,75
Arandano azul 75% 20 6,30
Aréndano azul 100% 20 9,25
Clorhexidina al 0,12% 14 21,29
Sig. 0,729 0,183 1,000

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

A las 48 horas el extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 25% presentd una

diferencia significativa con las concentraciones de 75%, 100% Yy clorhexidina al 0.12 %, ya

que el valor de significacion fue menor a 0,05.




A las 48 horas el extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 50% presentd una
diferencia significativa con las concentraciones de 75%, 100% Yy clorhexidina al 0.12 %, ya

que el valor de significacién fue menor a 0,05.

A las horas el extracto hidroalcoholico de ardndano azul al 75% presentd una
diferencia significativa con las concentraciones de 25%, 50%, a la clorhexidina al 0,12% vy al

agua destilada, ya que el valor de significacion fue menor a 0,05.

A las 48 horas el extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 100% presentd una
diferencia significativa con las concentraciones de 25%, 50%, a la clorhexidina al 0,12% vy al

agua destilada, ya que el valor de significacion fue menor a 0,05.

A las 48 horas la clorhexidina al 0.12 % present6 una diferencia significativa en su
efecto inhibitorio con las concentraciones de extracto hidroalcoh6lico de arandano azul al
25 %, 50 %, 75 %, 100 % y agua destilada, ya que el valor de significacién fue menor a
0,05.

A las 48 horas el agua destilada presentd una diferencia significativa con las
concentraciones de extracto hidroalcoholico de arandano azul al 75 %, 100 % y clorhexidina

al 0.12 %, ya que el valor de significacion fue menor a 0,05.

2.3 TURKEY: Comparacion a las 72 horas: arandano azul 25%, 50%, 75%,

clorhexidina al 0,12% y agua destilada

Tabla 14: Pruebas post hoc (Tukey) del extracto hidroalcohdlico de arandano azul a las 72
horas

Comparaciones multiples

Variable dependiente: 72 horas

HSD Tukey
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Intervalo de confianza al 95%
m Diferencia de Desv .

SUSTANCIAS (J) SUSTANCIAS medias (1)) | . Error Sig. Limite Limite

inferior superior

Arandano azul 50% -0,5 1,059 | 0,997 -3,58 2,58

Arandano azul 75% -2,65 1,059 | 0,134 -5,73 0,43

azﬁlr ";”5%2”0 Arandano azul 100% -7,700° 1,059 | 0,000 -10,78 -4.62
Clorhexidina al 0,12% -21,571" 1,167 | 0,000 -24,96 -18,18

Agua destilada 0 1,297 | 1,000 -3,77 3,77

Arandano azul 25% 0,5 1,059 | 0,997 -2,58 3,58

Arandano azul 75% -2,15 1,059 | 0,333 -5,23 0,93

azﬁ{ %%%Z“O Arandano azul 100% -7,200° 1,059 | 0,000 -10,28 412
Clorhexidina al 0,12% -21,071" 1,167 | 0,000 -24,46 -17,68

Agua destilada 0,5 1,297 | 0,999 -3,27 4,27

Arandano azul 25% 2,65 1,059 | 0,134 -0,43 5,73

Aréandano azul 50% 2,15 1,059 | 0,333 -0,93 5,23

azﬁ{ f’;”s‘f,j)”" Arandano azul 100% -5,050" 1,059 | 0,000 813 1,97
Clorhexidina al 0,12% -18,921" 1,167 | 0,000 -22,31 -15,53

Agua destilada 2,65 1,297 | 0,326 -1,12 6,42

Arandano azul 25% 7,700 1,059 | 0,000 4,62 10,78

Aréandano azul 50% 7,200" 1,059 | 0,000 4,12 10,28

azﬁrfgg;')‘o Arandano azul 75% 5,050" 1,059 | 0,000 1,97 8,13
Clorhexidina al 0,12% -13,871" 1,167 | 0,000 -17,26 -10,48

Agua destilada 7,700 1,297 | 0,000 3,93 11,47

Arandano azul 25% 21,571" 1,167 | 0,000 18,18 24,96

Arandano azul 50% 21,0717 1,167 | 0,000 17,68 24,46

;'gri‘gf,‘/(')d'”a Arandano azul 75% 18,0217 1,167 | 0,000 15,53 22,31
Arandano azul 100% 13,871" 1,167 | 0,000 10,48 17,26

Agua destilada 21,571" 1,387 | 0,000 17,54 25,6

Aréandano azul 25% 0 1,297 | 1,000 -3,77 3,77

Aréandano azul 50% -0,5 1,297 | 0,999 -4,27 3,27

destﬁgé’: Arandano azul 75% 2,65 1,297 | 0,326 6,42 112
Arandano azul 100% -7,700" 1,297 | 0,000 -11,47 -3,93
Clorhexidina al 0,12% -21,571" 1,387 | 0,000 -25,6 -17,54

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

En la prueba de Tukey, que compara dos a dos las sustancias se tiene que algunos de los
valores del nivel de significacion (Sig) son inferiores a 0,05, luego en esos casos las medias

de las muestras no son similares, se tiene el siguiente cuadro resumen:
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Subconjuntos homogéneos

Tabla 15: Turkey 72 horas

72 horas
HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
SUSTANCIAS N
1 2 3
Arandano azul 25% | 20 0,00
Agua destilada 10 0,00
Arandano azul 50% | 20 0,50
Aréandano azul 75% | 20 2,65
Aréndano azul 100% | 20 7,70
Clorhexidina al 0,12% 14 21,57
Sig. 0,225 1,000 1,000

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

A las 72 horas el extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 25% presentd una
diferencia significativa con las concentraciones de 100% y clorhexidina al 0.12 %, ya que el

valor de significacion fue menor a 0,05.

A las 72 horas el extracto hidroalcoholico de arandano azul al 50% present6 una
diferencia significativa con las concentraciones de 100%, clorhexidina al 0.12 %, ya que el

valor de significacion fue menor a 0,05.

A las 72 horas el extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 75% presentd una
diferencia significativa con las concentraciones de 100%, clorhexidina al 0.12 %, ya que el

valor de significacion fue menor a 0,05.

A las 72 horas el extracto hidroalcohélico de arandano azul al 100% presenté una

diferencia significativa en su efecto inhibitorio con las concentraciones de extracto
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hidroalcohdlico de ardndano azul al 25%, 50%, 75%, a la clorhexidina al 0,12% y al agua

destilada, ya que el valor de significacion fue menor a 0,05.

A las 72 horas la clorhexidina al 0.12 % presentd una diferencia significativa en su

efecto inhibitorio con las concentraciones de extracto hidroalcohélico de arandano azul al

25 %, 50 %, 75 %, 100 % y agua destilada, ya que el valor de significacion fue menor a

0,05.

A las 72 horas el agua destilada present6 una diferencia significativa con las

concentraciones de extracto hidroalcohdlico de ardndano azul al 100 % y clorhexidina al 0.12

%, ya que el valor de significacion fue menor a 0,05.

3 Prueba t student

3.1 Prueba t student del extracto hidroalcoholico de arandano azul al 25%

Tabla 16: Comparacion entre las 24 horas — 48 horas — 72 horas arandano azul 25%

Estadisticas de muestras emparejadas

Prueba de muestras emparejadas

TIEMPOS Media N e'?f;]’:jfrié COMPARACIONES t gl (b”atseir%l)
24 horas 9,45 20 3,300 24 horas - 48 horas 12,81 19 0,000
48 horas 0,00 20 0,000 24 horas - 72 horas 12,81 19 0,000
72 horas 0,00 20 0,000 48 horas - 72 horas

48 horas - 72 horas: no se tiene cambios

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Existe una diferencia significativa en los efectos del extracto hidroalcohdlico de arandano

azul al 25% entre las 24 y 48 horas 'y 24 y 72 horas.
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Arandano azul 25%
9,45
0,00 0,00
24 horas 48 horas 72 horas

Gréfico Interpretativo 1: Prueba t student del extracto hidroalcoholico de arandano azul
al 25 %

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

El extracto hidroalcoholico de ardndano azul al 25% tiene un comportamiento decreciente
entre los tiempos estudiados, a las 24 horas tiene una media de 9,45 mm, luego disminuye a
las 48 horas a una media de 0,0 mm y esta es similar a la de 72 horas que tiene una media de

0,0 mm

3.2 Prueba t student del extracto hidroalcoholico de arandano azul al 50%.

Tabla 17: Comparacion entre las 24 horas — 48 horas — 72 horas arandano azul 50%

Estadisticas de muestras emparejadas Prueba de muestras emparejadas
TIEMPOS Media N esDthn\g:?én COMPARACIONES t gl (b“atgirg'l)
24 horas 4,65 20 5,294 24 horas - 48 horas 1,63 19 0,120
48 horas 1,75 20 4,278 24 horas - 72 horas 3,01 19 0,007
72 horas 0,50 20 2,236 48 horas - 72 horas 1,12 19 0,279

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Existe una diferencia significativa en los efectos del extracto hidroalcohdlico de ardndano
azul al 50% entre las 24 y 72 horas, mientras que no existe diferencia significativa entre las 24
y 48 horas y las 48 'y 72 horas.
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Arandano azul 50%
4,65
1,75
0,50
24 horas 48 horas 72 horas

Gréfico Interpretativo 2: Prueba t student del extracto hidroalcoholico de arandano azul
al 50 %

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

El  extracto hidroalcoholico de ardndano azul al 50% tiene también un
comportamiento decreciente entre los tiempos estudiados, a las 24 horas tiene una media de

4,65 mm, luego disminuye a las 48 horas a una media de 1,75 mm y sigue decreciendo a las
72 horas con una media de 0,50 mm.

3.3 Prueba t student del extracto hidroalcoholico de arandano azul al 75%.

Tabla 18: Comparacion entre las 24 horas — 48 horas — 72 horas arandano azul 75%

Estadisticas de muestras emparejadas Prueba de muestras emparejadas
TIEMPOS Media N esDthn\g:?én COMPARACIONES t gl (b“atgirg'l)
24 horas 6,90 20 5,220 24 horas - 48 horas 0,37 19 0,719
48 horas 6,30 20 5,292 24 horas - 72 horas 2,17 19 0,043
72 horas 2,65 20 4,716 48 horas - 72 horas 3,26 19 0,004

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Existe una diferencia significativa en los efectos del extracto hidroalcohdlico de ardndano

azul al 75% entre las 24 y 72 horas y las 48 y 72 horas, mientras que no existe diferencia
significativa entre las 24 y 48 horas.
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Arandano azul 75%
6,90
6,30
2,65
24 horas 48 horas 72 horas

Grafico Interpretativo 3: Prueba t student del extracto hidroalcohdlico de arandano azul
al 75 %

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

El  extracto hidroalcohdlico de ardndano azul al 75% tiene también un
comportamiento decreciente entre los tiempos estudiados, a las 24 horas tiene una media de
6,90 mm, luego disminuye levemente a las 48 horas a una media de 6,30 mm vy sigue

decreciendo a las 72 horas con una media de 2,65 mm.

3.4 Prueba t student del extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 100%.

Tabla 19: Comparacion entre las 24 horas — 48 horas — 72 horas arandano azul 100%

Estadisticas de muestras emparejadas Prueba de muestras emparejadas

TIEMPOS Media N estér'?(f;‘r’iadé” COMPARACIONES t gl (b“ai%él)
24 horas 7,50 20 5,166 24 horas - 48 horas -1,69 19 0,108
48 horas 9,25 20 4,241 24 horas - 72 horas -0,14 19 0,894
72 horas 7,70 20 5,449 48 horas - 72 horas 1,86 19 0,079

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

No existe diferencia significativa en el efecto del extracto hidroalcohélico de arandano azul

al 100% entre ninguno de los tiempos preestablecidos.
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Arandano azul 100%
9,25
7,50 7,70
24 horas 48 horas 72 horas

Gréfico Interpretativo 4: Prueba t student del extracto hidroalcoholico de arandano azul
al 100 %

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

El extracto hidroalcohdlico de arandano azul al 100% tiene un comportamiento
creciente - decreciente entre los tiempos estudiados, a las 24 horas tiene una media de 7,50
mm, luego crece levemente a las 48 horas a una media de 9,25 mm y sigue decreciendo a las
72 horas con una media de 7,70 mm.

3.5 Prueba t student de la clorhexidina al 0,12%o.

Tabla 20: Comparacion entre las 24 horas — 48 horas — 72 horas clorhexidina al 0,12%

Estadisticas de muestras emparejadas Prueba de muestras emparejadas

TIEMPOS Media N eDSiZ‘:]ig;iré” COMPARACIONES t o | i ;tig;al)
24 horas 19,57 14 1,604 24 horas - 48 horas -2,75 13 0,017
48 horas 21,29 14 1,267 24 horas - 72 horas -5,10 13 0,000
72 horas 21,57 14 1,158 48 horas - 72 horas -0,74 13 0,470

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina
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Existe una diferencia significativa en los efectos de la clorhexidina al 0.12% entre las 24 y 48
horas y las 24 y 72 horas, mientras que no existe diferencia significativa entre las 48 y 72

horas.

Clorhexidina al 0,12%
21,57
21,29
19,57
24 horas 48 horas 72 horas

Gréfico Interpretativo 5: Prueba t student de clorhexidina al 0,12%

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

La clorhexidina al 0,12% tiene un comportamiento creciente entre los tiempos
estudiados, a las 24 horas tiene una media de 19,57 mm, luego crece a las 48 horas a una

media de 21,29 mm y sigue creciendo levemente a las 72 horas con una media de 21,57 mm.

3.6 Prueba t student del agua destilada.

Tabla 21: Comparacion entre las 24 horas — 48 horas — 72 horas clorhexidina al 0,12%

Estadisticas de muestras emparejadas Prueba de muestras emparejadas
TIEMPOS | Media N | Desviacion | oo b ARACIONES t gl |, 59
estandar (bilateral)
0,0
24 horas 0 10 0,000 24 horas - 48 horas
0,0
48 horas 0 10 0,000 24 horas - 72 horas
0,0
72 horas 0 10 0,000 48 horas - 72 horas
No se tiene cambios entre los tiempos

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina
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0,00

24 horas

Agua destilada

0,00

48 horas

0,00

72 horas

Grafico Interpretativo 6: Prueba t student del agua destilada.

Interpretacion

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

El agua destilada tiene un comportamiento estable entre los tiempos estudiados, a las

24 horas tiene una media de 0,0 mm, luego se mantiene a las 48 horas con una media de 0,0

mm y se mantiene a las 72 horas con una media de 0,0 mm.

4 Prueba chi-cuadrada de Pearson

4.1 Prueba chi-cuadrada de Pearson de sustancias a las 24 horas

Tabla 22: Sensibilidad de las sustancias a las 24 horas

Arandano azul

Clorhexidina Agua
0, 0, 0, 0,
SENSIBILIDAD 25% 50% 75% 100% al 0.12% destilada Total
Cant | % Cant | % Cant | % Cant | % Cant | % Cant | % Cant |%

Nulo (-) 2 10,0% | 11 55,0% |7 35,0% | 6 30,0% | 0 0,0% |10 100,0% | 36 34,6%
Sensible (0+) 18 90,0% | 9 45,0% | 13 65,0% | 13 65,0% | 0 0,0% |0 0,0% 53 51,0%
Muy sensible (o++) | 0 0,06 |0 0,0% |0 0,00 |1 50% |7 50,0% | 0 0,0% 8 7,7%
Sumamente 0 0,0% |0 0,0% |0 0,0% |0 0,0% |7 50,0% | 0 00% |7 6,7%
sensible (o+++)

Total 20 100% | 20 100% 0 2 100% | 20 100% | 14 100% | 10 100% | 104 100%

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina
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Tabla 23: Prueba chi-cuadrada de Pearson sustancias a las 24 horas

Pruebas de Chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintética (2 caras)

Chi-cuadrado de

126,27 15 0,000
Pearson

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion
En la prueba Chi cuadrado de Pearson el valor del nivel de significacion (Sig.
asintotica (2 caras) = 0,000) es inferior a 0,05, por tanto los porcentajes entre cada una de las

concentraciones NO son similares con relacién a los niveles de Sensibilidad.

SENSIBILIDAD A LAS 24 HORAS
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Gréfico Estadistico 4: Sensibilidad a las 24 horas

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

4.2 Prueba chi-cuadrada de Pearson de sustancias a las 48 horas

Tabla 24: Sensibilidad de las sustancias a las 48 horas

Arandano azul
Clorhexidina Agua
0, 0, 0, 0,
SENSIBILIDAD 25% 50% 75% 100% al 0.12% destilada Total
Cant | % Cant | % Cant | % Cant | % Cant | % Cant | % Cant | %
Nulo (-) 20 100,0% | 17 85,0% | 8 40,0% | 3 15,0% | 0 0,0% |10 100,0% | 58 55,8%
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Sensible (0+) 0 00% |3 150% |12 | 60,0% |16 |80,0% |0 0,0% |0 0,0% |31 29,8%
Muy sensible (0++) | 0 00% |0 0,0% |0 0,0% |1 50% |1 71% |0 0,0% |2 1,9%
Sumamente 0 00% |0 0,0% |0 0,0% |0 00% |13 |92,9% |0 0,0% |13 12,5%
sensible (o+++)

Total 20 |100% |20 |100% |20 |100% |20 |100% |14 |100% |10 |100% |104 | 100%

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Tabla 25: Prueba chi-cuadrada de Pearson sustancias a las 48 horas

Pruebas de Chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica (2 caras)

Chi-cuadrado de Pearson 153,74 15 0,000

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

En la prueba Chi cuadrado de Pearson el valor del nivel de significacién (Sig.
asintotica (2 caras) = 0,000) es inferior a 0,05, por tanto los porcentajes entre cada una de las

concentraciones NO son similares con relacién a los niveles de Sensibilidad.

SENSIBILIDAD A LAS 48 HORAS
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Gréfico Estadistico 5: Sensibilidad a las 48 horas

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina



4.3 Prueba chi-cuadrada de Pearson de sustancias a las 72 horas

Tabla 26: Sensibilidad de las sustancias a las 72 horas

Arandano azul

CENSIBILIDAD 25% 50% 75% 100% ;'gf{‘;ﬁdi”a destﬁg&’: Total
Cant | % Cant | % Cant | % Cant | % Cant |% Cant | % Cant | %
Nulo (-) 20 | 100,0% |19 |950% |15 |750% |6  |30,0% |0 00% |10 |1000% |70  |67.3%
Sensible (0+) 0 |00% |1 |[50% |5 |250% |12 |60,0% |0 00% |0 |00% |18 17,3%
Muy sensible (0++) |0 |00% |0 |00% |0 |00% |2  |10,0% |0 00% |0 [00% |2 1,9%
Seﬁ;‘i’g‘lae"(‘gﬁtfﬂ 0 | 00% | 0 [00%]| 0 |00%| 0O |00%]| 14 [1000%| 0 | 00% | 14 |135%
Total 20 | 100% | 20 |100% | 20 |100% | 20 |100% | 14 | 100% | 10 | 100% | 104 | 100%

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Tabla 27: Prueba chi-cuadrada de Pearson sustancias a las 72 horas

Pruebas de Chi-cuadrado

Valor ol Sig. asintética (2 caras)

Chi-cuadrado de

150,288 15 0,000
Pearson

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina

Interpretacion

En la prueba Chi cuadrado de Pearson el valor del nivel de significacién (Sig.
asintética (2 caras) = 0,000) es inferior a 0,05, por tanto los porcentajes entre cada una de las

concentraciones NO son similares con relacién a los niveles de Sensibilidad.
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Grafico Estadistico 6: Sensibilidad a las 72 horas

Fuente: Ing. Jaime Reinaldo Molina
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Discusion

El consumo de arandano azul (Vaccinium corymbosum), es diario y rutinario de muchas
personas en todo el planeta ya que es de facil adquisicion por ser el tipo de arandano mas
cultivado a nivel global y posee un exquisito sabor, es una fruta muy nutritiva y es alta fuente
de compuestos fendlicos los cuales son reconocidos por varios estudios por tener un excelente

efecto antioxidante, lo cual es beneficioso para la salud humana.

El ardandano azul es conocido como la super fruta del siglo XXI ya que tiene diferentes
usos beneficiosos para la salud como por ejemplo para combatir la diabetes, como antibi6tico
y antiinflamatorio, también como antidiarreico, ayuda a los problemas de visién y su consumo
esta asociado como medio de prevencion de ciertos tipos de cancer (Basu, Rhone, & Lyons,

2010).

Existe escases significativa de estudios investigativos sobre los efectos beneficiosos del
arandano azul en el campo de la odontologia, por este motivo junto con el previo
conocimiento de todas sus propiedades beneficiosas para la salud especificamente con las
propiedades antibidtica y antiinflamatoria, se procedié a realizar el trabajo investigativo in
vitro con el fin de determinar la propiedad inhibitoria del extracto hidroalcoholico de
arandano azul (Vaccinium corymbosum) a diferentes concentraciones (25%, 50%, 75% y
100%) frente al periodontopatdgeno Fusobacterium nucleatum, la misma que pudo ser
demostrada en este estudio. Esta propiedad puede ser el resultado de la capacidad de los
polifenoles de arandanos para quelar el hierro (Ben Lagha, Dudonné, Desjardins, & Greiner,

2015).

Se consigue el efecto inhibitorio cuando se forma un halo de inhibicion claramente

observable alrededor del papel filtro embebido en el extracto hidroalcohdlico de arandano
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azul el cual puede ser medido en su diametro y va a variar en las diferentes concentraciones y

tiempos preestablecidos.

La escases en estudios investigativos y experimentales similares a este es notable ya que es
un tema de actualidad pero cabe recalcar que existen estudios asociados al tema, como el de
Ben Lagha, Dudonné, Desjardins, y Greiner en 2015 el cual extracto de arandano azul
muestra la capacidad antibacterial e inhibitora de la actividad del biofilm contra el
periodontopatogeno Fusobacterium nucleatum, en adicion, tambien se evidencia la
disminucion de citocinas proinflamatorias y metaloproteinasas estimuladas por la virulencia

de Fusobacterium nucleatum (Ben Lagha, Dudonné, Desjardins, & Greiner, 2015) .

Un estudio realizado por Lacombe, Wu, White, Tadepalli, y Enroe en 2012 reporto una
actividad antimicrobiana del extracto de ardndano azul, se identificaron los componentes
fendlicos en el ardandano azul como el principal componente antimicrobiano (Lacombe, Wu,

White, Tadepalli, & Enroe, 2012).

La antocianina, considerada el flavonoide mas abundante en los arandanos, Cassidy
menciona en un estudio realizado en 2018 que el arandano azul (Vaccinium corymbosum)
presenta una cantidad y diversidad significativamente mayor de antocianinas (Cassidy, 2018),
también ha demostrado que un aumento en la ingesta dietética de antocianinas (de 3 a 24 mg /
dia) se asocia significativamente con una reduccion del 12-32% en el riesgo de enfermedad
coronaria. Cassidy y otros en otro estudio de 2016 demostraron que, por cada aumento de 15
mg en el consumo de antocianinas, el riesgo relativo de infarto de miocardio disminuye en un

17% (Cassidy, y otros, 2016).
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Cerezo, y otros, en un estudio experimental in vitro mencionan que extractos de arandano
azul fueron sorprendentemente efectivos contra la cepa de P. aeruginosa, mostrando un
posible nuevo enfoque en el esfuerzo por buscar nuevas medidas para controlar algunas cepas
de bacterias presentes en la infeccion del tracto urinario, resistentes a antibioticos. También se
comprobo la capacidad antibacteriana de los ardndanos azules contra Klebsiella pneumoniae,
Providencia stuartii y Micrococcus spp, cepas aisladas de infeccion del tracto urinario

(Cerezo, y otros, 2020).

Conclusiones

El extracto hidroalcoholico de ardndano azul (Vaccinium corymbosum) presenta un grado
de inhibicion en todas sus concentraciones: 25 %, 50 %, 75 % y 100 % frente al

periodontopatogeno Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™.,

El extracto hidroalcohélico de ardndano azul (Vaccinium corymbosum) al 25% obtuvo el
mejor resultado en cuanto a medida de inhibicion de 9,45 mm a las 24 horas, seguido por el
extracto al 100% con una media de inhibicion de 9,25mm a las 48 horas frente al

periodontopatdgeno Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™.,

El extracto hidroalcohélico de ardndano azul (Vaccinium corymbosum) al 25% a las 24
horas fue el que mayor media de efecto inhibitorio obtuvo, mientras que a las 48 y 72 horas

fue el que menos tuvo, con un efecto inhibitorio nulo.

El extracto hidroalcohdlico de arandano azul (Vaccinium corymbosum) al 100% fue el que
dio mejores resultados en cuanto a duracion de su efecto inhibitorio frente al
periodontopatdogeno Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™, ya que a las 24 horas
presento una media inicial de 7,5 mm, a las 48 horas alcanza su pico de 9,25 mm vy a las 72

horas disminuye a 7,70 mm.
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El extracto hidroalcohdlico de ardndano azul (Vaccinium corymbosum) al 75% tiene
comportamiento decreciente en su efecto inhibitorio frente al periodontopatdégeno
Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™, presentando medias en halos de inhibicidon a las
24 horas de 6,90 mm, a las 48 horas de 6,30 mm vy las 72 horas de 2,65 mm.

El extracto hidroalcohdlico de ardndano azul (Vaccinium corymbosum) al 50% tiene
comportamiento decreciente en su efecto inhibitorio frente al periodontopatdgeno
Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™, presentando medias en halos de inhibicidon a las
24 horas de 4,61 mm, a las 48 horas de 1,75 mm vy las 72 horas de 0,5 mm.

El extracto hidroalcoholico de arandano azul (Vaccinium corymbosum) en todas sus
concentraciones 25 %, 50 %, 75 % y 100 %, segun la escala de sensibilidad de Duraffourd es
sensible, cabe mencionar que el extracto a concentracion del 100% fue el Unico que presentd
resultados de muy sensible seguin la escala de Duraffourd, sin superar a la clorhexidina al
0,12% que obtuvo resultados de sumamente sensible.

El control positivo realizado con clorhexidina al 0,12% present6 los mejores resultados de
inhibicion frente al periodontopatdgeno Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™, obtuvo

su media mas alta de 21,57 mm a las 72 horas.

El control negativo realizado con agua estéril, presentdé un grado de inhibicion nulo en
todos los tiempos establecidos y en el total de las muestras frente al periodontopatdgeno
Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™.

Recomendaciones
Hacer estudios sobre el efecto inhibitorio del extracto hidroalcohélico de arandano azul

frente a otras especies de periodontopatdgenos.
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Incentivar el consumo de jugo de arandano azul en la dieta diaria y utilizarlo también como

complemento al tratamiento para pacientes con enfermedad periodontal.

Hacer estudios sobre el efecto inhibitorio de otras especies de ardndanos ya que poseen
grandes cantidades de compuestos fendlicos que tienen gran capacidad antimicrobiana y

antocianinas que tienen gran capacidad antioxidante.
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ANEXO 1: Certificado de adquisicion de la fruta

Quito 16 de enero del 2019

CUARARANODANO

Arandano el fruto del siglo XXI

- Blueberries del E_cuador-

CERTIFICADO

Se certifica que Ecuarandano es una empresa Ecuatoriana enfocada en la produccion y
comercializacion de arandano fresco. Propagadas bajo cultivo in vitro y desarrolladas
con la mas alta calidad de manejo fitosanitario. Los estudiantes ESTEBAN ALEJANDRO
IZURIETA CABRERA con numero de cédula 1803181708 y ANTONIO SEBASTIAN FLORES
TAPIA con namero de cédula 1720037645 utilizaran los productos que produce y
comercializa esta empresa para el trabajo de titulacion para la obtencién del titulo de
Odontélogos.

cw’a#r\o‘nno

Direccion: Calle Venerueda s/n y Vifledos. Sangoiqui - Ecuador
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ANEXO 2: Certificado de autenticidad de la bacteria Fusobacterium nucleatum

¢ MICI’ObIOlogICS‘

podlccuom ’
Microorganism Name: Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum Release Information:
Catalog Number: 0328 Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Lot Number: 328-83** Reloase Date: 2018/9/26
m'npc;‘ Number: ATCC® 25586™*

Purity:
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small, white to gray , ctwlorloslighuykroguar convex, granular to smooth A/R SBAP
Microscopic Features Method:
mmﬂmmmmmpemdlopolmodmdsandoﬂenmmlemsuh(l)
1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached 1D System results document. Esculin (Agar) Hydrolysis: negative

*4*‘«*&/‘»/%%

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

'W:NUM.LdNHWMmwawmanommw‘mmww«!m
certificats is the actual base lot number.

Nl VS AR e o OS2t s et cardcombload i e shorinbotinpaod, ey

+ Refer 1o the enclosed pr insert for | ik ded use and

TEDIBAC-INC SA

i vibuidor pana el Ecvador de
MICROBIOLOGICS
Registro Senitarlo AD-541.04-13

CORY #2035.02

< ) 0 s Ured Rt S NS LU IS 2 S

(1) These tests are accredied to ISONEC 170252005,

TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 10f 1 DOC.286
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ANEXO 3: Factura de adquisicion de la cepa Fusobacterium nucleatum ATCC® 25586™

/77) R\ 24

n-: DlBAC

l9'1

ngvdﬂu- Iako

warms mmcalsban o

J~v~

(MEDIBAC INC SA

Dir Matriz: AV LAS AGUAS 1111 ENTRE JIGUAS Y LAURELES- UR

~

CLAVE DE ACCESO

280520190109924014940012002002000001 459000000721 H

(RU.C

FACTURA

0992401494001

No. 002-002-000001459

NUMERO DE AUTORIZACION
2805201901099240149400120020020000014590000007212

Telf. 042881414 FECHA Y HORA DE
Dir Sucursal: AA AUTORIZACION
AMBIENTE: PRODUCCION
OBLIGADO A LLEVAR CONTABILIDAD St
EMISION: NORMAL
P A s J
Razén Social: FLORES TAPIAANTONIO SEBASTIAN RUC I Cl: 1720037645
Fecha Emision: 28/05/2019 Fecha Vencimiento: 29/05/2019
Cod. Cant Descripcion [Lotes Precio Precio Total
Principal Unitario
03289 \ FUSOBACTERIUM NUCLEATUM SUBSP ATCC 25586 180,54 180,54
"lllfo e ; SUBTOTAL 12% 180,54
U .
Dirsceién URS. TERRANOVA CALLE ORION, CASA B 0 Y SATURNO
IR SUBTOTAL 0% 0.00
Teléfono 0965600032 Vendedor CARMITA PAZMIRIO SUBTOTAL No sujeto de IVA 0.00
Otros 1 OTROS Otros 2 SUBTOTAL SIN IMPUESTOS 183.05;
o 31635 5 3 DESCUENTO % 5
Usuarlo  ANDREAAYALA Creacion 2840572019 11:44 38 ICE 0.00
IVA 12% 2166
FormaPago monto PROPINA 0.00
OTROS CON UTRIZACION DEL 202,20 VALOR TOTAL 202,20
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