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RESUMEN

En la actualidad los microorganismos estan creando resistencia a los antibioticos, por
lo que se esta generando una incomoda situacion en la terapéutica cotidiana, mas adn si le
agregamos la aparicién de nuevos patdgenos resistentes que aumentan las dificultades para
un tratamiento exitoso. Por lo que se recurre nuevamente a la busqueda de nuevos productos
naturales que requieren una identificacion para ser aplicados en la terapia cotidiana.

La presente investigacion tuvo como objetivo. Determinar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de la Fragaria ananassa frente al Streptococcus mutans. Para lo
cual se procedié formularse la siguiente hipdtesis: Existe efecto antibacteriano del extracto
etandlico de laFragaria ananassa al 25% y 50% 75% frente al Streptococcus mutans.

Los métodos empleados en la investigacion es del tipo experimental in vitro ya que
se manipula de manera intencional la variable independiente evitando la influencia de
variables extrafias, dando asi una validez interna, se utilizo como técnica la observacion
durante los procedimientos microbiologicos, la medicion de los halos inhibitorios del
Streptococcus mutans y como instrumento la ficha de recoleccidn de datos, la interpretacion
de los resultados se utilizara la escala de Duraffourd.

Se llegd a los siguientes resultados. Al 95% de confiabilidad segun la prueba
ANOVA existen diferencias significativas respecto al halo de inhibicion sobre el
Streptococcus mutans respecto al tiempo de exposicion al 25% de concentracion, (p = 0.000
< 0.05); por lo que se utilizara la prueba post hoc de Tukey para identificar en que tiempos
existen diferencias significativas respecto a la inhibicion del Streptococcus mutans. Al 95%
de confiabilidad segun la prueba ANOVA existen diferencias significativas respecto al halo
de inhibicion sobre el Streptococcus mutans respecto al tiempo de exposicion al 50% de
concentracion, (p = 0.000 < 0.05); por lo que se utilizara la prueba post hoc de Tukey para
identificar en que tiempos existen diferencias significativas respecto a la inhibicion del
Streptococcus mutans. Al 95% de confiabilidad segun la prueba ANOV A existen diferencias
significativas respecto al halo de inhibicidn sobre el Streptococcus mutans respecto al tiempo
de exposicion al 75% de concentracion, (p = 0.000 < 0.05); por lo que se utilizo la prueba
post hoc de Tukey para identificar en que tiempos existen diferencias significativasrespecto
a la inhibicién del Streptococcus mutans.

PALABRA CLAVE. Efecto antibacteriano, Fragaria ananassa, Streptococcus mutans.
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ABSTRACT

Currently, microorganisms are creating resistance to antibiotics, which is creating
anuncomfortable situation in daily therapy, even more so if we add the appearance of new
resistant pathogens that increase the difficulties for successful treatment. Therefore, the
search for new natural products that require identification to be applied in daily therapy is
again used.

The present investigation had as objective. To determine the in vitro antibacterial
effect of the in vitro ethanolic extract of Fragaria ananassa against Streptococcus mutans.
For which the following hypothesis was formulated. There is antibacterial effect of
Fragaria ananassa at 25% and 50% 75% against Streptococcus mutans.

The methods used in the investigation are of the experimental type In vitro since
theindependent variable is intentionally manipulated avoiding the influence of extraneous
variables, thus giving an internal validity, observation was used as a technique during the
microbiological procedures, the measurement of the inhibitory halos of Streptococcus
mutans and the results collection sheet as an instrument, the interpretation of the results will
use the Duraffourd scale.

The following results were reached. At 95% reliability according to the ANOVA
test,there are significant differences regarding the inhibition halo on Streptococcus mutans
regarding the exposure time at 25% concentration, (p = 0.000 < 0.05); Therefore, Tukey's
post hoc test will be used to identify at which times there are significant differences regarding
the inhibition of Streptococcus mutans. At 95% reliability according to the ANOVA test,
there are significant differences regarding the inhibition halo on Streptococcus mutans
regarding the exposure time at 50% concentration, (p = 0.000 < 0.05); Therefore, Tukey's
post hoc test will be used to identify at which times there are significant differences regarding
the inhibition of Streptococcus mutans. At 95% reliability according to the ANOVA test,
there are significant differences regarding the inhibition halo on Streptococcus mutans
regarding the exposure time at 75% concentration, (p = 0.000 < 0.05); Therefore, Tukey's
post hoc test will be used to identify at which times there are significant differences regarding
the inhibition of Streptococcus mutans.

KEYWORD: Antibacterial effect, Fragaria ananassa, Streptococcus mutans.

Xi
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INTRODUCCION

En esta investigacion se busca el efecto antibacteriano de la fresa (fragaria ananassa)
sobre el strtepcoccus mutans, microorganismos encontrados en el Biofilm oral,
relacionado principalmente con el proceso cariogénico por la gran produccién de
acido lactico en la cavidad bucal, sustancia que se relaciona con la disminucién del

pH e inicio de la desmineralizacion dental.

El streptococcus mutans produce un acido lactico, acido aceético y acido formico
cuando metaboliza carbohidratos fermentables como la sacarosa, glucosa y fructosa,

estas bacterias circulan a través de la placa dental hacia el esmalte poroso.

En los paises desarrollados hay una tendencia a la disminucion de caries 2* los mas
vulnerables son los nifios y adolescentes, no es problema que ponga en riesgos la

vida, es una de las patologias mas frecuentes que se presenta de por vida.?

La fragaria ananassa (fresa) posee un compuesto anticariogeno, es una planta con
muchas propiedades ya sean nutricionales o medicinales, no es contraproducente
para personas con diabetes y considerando que existen antecedentes cientificos de
su capacidad antibacteriana de la fragaria ananassa, es por eso ¢ se elabora un
extracto etanolico de la fragaria ananssa para comprobar si presenta un efecto

inhibitorio sobre el crecimiento de la bacteria streptococcus mutans

La fresa en un cultivo que requiere de suelo con Ph ligerante acido a neutro ( 6.0 a
7,0) y con una conductividad eléctrica no mayor de 2 mm hos/cm. Se debe sembrar
en suelos con bajo porcentaje de carbonatos de calcio, con lo que se recomienda los
suelos con textura arenosa, lo que ayuda en el control de enfermedades fungosas de

raiz y corona.?®

Xii
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La fresa presenta un componente muy importante el xilitol es considerado no
cariogenico, ya que reduce o previene la caida del PH. Algunos estudios han
demostrado una reduccién de la tasa de produccién de acidos. Al mismo tiempo
disminui la cantidad de streptococcus mutans, este compuesto se encuentra en forma

natural en las fresas?’

El xilitol al reemplazar el azucar de las golosinas reduce el ataque de acidos en el
esmalte. Al utilizar en las gomas de mascar, se estimula el flujo salival. Otro
mecanismo, es que pueda reducir el potencial de la caries a través de la inhibicion
metabolica de la placa. Asi como este proceso tiende a reducir tanto la tasa de
crecimiento como la produccion de acidos, es posible que se reduzcan los niveles de

streptococcus mutans 28

El presente trabajo se centro su estudio para evaluar la capacidad antibacteriana de
la fragarria ananassa y su accion que tiene frente al strepcoccus mutans evaluando
la concentracion minima inhibitoria que se realizaré en las placas petri, lo que nos

permitird ver la inhibicion total del crecimiento del strepcoccus mutans
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

En este presente trabajo plantea investigar del porqué de la enfermedad de la
caries de etiologia multifactorial, se observa que una de las causas es la presencia de
microorganismos cariogenicos en la cavidad bucal y sobre la superficie dentaria.
Dentro de los factores principales que influyen en la prevalencia de la caries dental se
requiere de varios factores etiolégicos de riesgo, como son: mala higiene, desorden
alimenticio, la colonizacion del Streptococcus mutans que como agente de agregacion
cariogénica tiene la capacidad de fermentar laglucosa y la lactosa por el ciclo de beta
oxidacion del fosfogluconato que tiene como resultado agentes de agregacion y el
acido lactico con capacidad de cambiar un medio de pH 7.0 a pH 4.2 en
aproximadamente 24 horas propiciando la desnaturalizacion del esmalte dentario (pH
5.2). Donde estos acidos circulan a través de la placa dental hacia el esmalte poroso,
disociandose y liberando hidrogeniones, los cuales disuelve rapidamente el mineral del
esmalte. Este proceso se conoce como desmineralizacion.

El streptococcus mutans es un coco grampositivo, que forma parte de la placa
dental o biofilm dental, este microorganismo es acidégeno, acidurico y es un potencial

cariogenico

Siendo la fresa una planta que pertenece al orden rosales de la familia rosacea, que
contiene quimicamente un componente llamado Xilitol que es un polialcohol que actla
como un bacteriostatico que inhibe el crecimiento de la bacteria Streptococcus mutans
que se encuentra en la cavidad bucal. También es capaz de incrementar el fluido salival
y al mismo tiempo disminuir la cantidad de streptococcus mutans. El xilitol al
reemplazar el azicar de las golosinas reduce el ataque de acidos en el esmalte es
antinflamatorio, es astringente, tiene propiedades mineralizantes. Su consumo no es

contra producente para personas que sufren de diabetes
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Este estudio se considera importante ya que se busca investigar una especie
vegetal como es la fresa con propiedades bacterianas que puede ser utilizada como
agente preventivo contra la bacteria, para disminuir el indice de caries dental de la

poblaciény a nivel mundial. Sirviendo como estudio base para investigaciones futuras.

El presente trabajo de investigacion permitira evaluar el efecto antibacteriano
in vitro del extracto, etandlico de Fragaria ananassa (fresa); sobre el Streptococcus
mutans en la Universidad Andina del Cusco.
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1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema general

¢Cual sera el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de

Fragaria ananassa (fresa) frente al Streptococcus mutans?

1.2.2. Problemas especificos

P.E. 1. ;Cual sera el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Fragaria ananassa (fresa) al 25% de concentracion frente al

Streptococcus mutans.

P.E. 2. ;Cual sera el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de
Fragaria ananassa (fresa) al 50% de concentracion frente al

Streptococcus mutans.

P.E. 3. ;Cual sera el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Fragaria ananassa (fresa) al 75% de concentracion frente al

Streptococcus mutans.

P.E. 4 ;Cuél sera la concentracion de mayor efecto antibacteriano invitro del
extracto etandlico de la Fragaria ananassa frente al Streptococcus
mutans?

1.3. Justificacién

1.3.1. Conveniencia

El presente trabajo es sobre el comportamiento de la (fresa) frente al
Streptococcus mutans en la flora bacteriana de la cavidad bucal debido a las

propiedades que se le atribuye la fresa.
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1.3.2. Relevancia social

Si se comprueba la efectividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de la Fragaria ananassa (fresa) frente al Streptococcus mutans, este
estudio serd relevante en el entorno social ya que se conoce la alta prevalencia
de caries a nivel mundial. Lo que se busca de manera consecuente metodos
para prevenir y detener esta enfermedad multifactorial para lo cual estos

productos naturales nos dan una excelente opcion.

El uso de los productos naturales nos da una ventaja como: facil manejo
y acceso de bajo costo para personas de bajos recursos, siendo un material

inofensivo para la salud con minimos efectos secundarios.

1.3.3. Implicancias practicas

La medicina tradicional es utilizada milenariamente en nuestro pais y
sus usos han contribuido a la mejora de la salud. El uso de la Fragaria ananassa
es poco reconocido dentro de la medicina tradicional demostrandose que este
posee componentes preventivos y beneficiosos para la salud oral. Por medio de
esta investigacion se podré probar la eficacia de la Fragaria ananassa la que
aportard conocimientos en el area de ciencias de la salud y la poblacion en

general.

1.3.4. Valor teorico

Los resultados de esta investigacion permitiran dar a conocer la
efectividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de la Fragaria
ananassa sobre el Streptococcus mutans, y cual sera el porcentaje de

concentracion de la fresa que se encargara de dicha efectividad.
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1.3.5. Limitacién en la investigacion

Esta investigacion hubo la limitacion por motivos de la pandemia covid 19, el cual atraso mi
investigacion, y no pude continuar en la Universidad Andina del Cusco y por este motivo tuve
que continuar mi investigacion en un laboratorio particular (MEDING) con la doctora Kely
Ojeda Rondan y mi co asesor Lugo Miranda Barriga en la ciudad de Cusco. Por otro lado tuve
obstéaculos para obtener las muestras del extracto etanolico de la fragaria ananassa (fresa) y
también para la obtencion de la bacteria ya que tuve que pedir desde los EE. UU con ayuda
de la doctora Kely Ojeda Rondan.

1.3.6. Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de la

Fragaria ananassa frente al Streptococcus mutans.

1.3.7. Objetivos especificos

a) Evaluar y determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico
de Fragaria ananassa (fresa) al 25% de concentracion frente al

Streptococcus mutans.

b) Evaluar y determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico
de Fragaria ananassa (fresa) al 50% de concentracion frente al

Streptococcus mutans.

c) Evaluar y determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico
de Fragaria ananassa (fresa) al 75% de concentracion frente al

Streptococcus mutans.

d) Comparar el efecto antibacteriano de extracto etanolico de la fresa
(fragaria nananssa) a concentraciones del 25%, 50%, 75% sobre las cepas

del streptococcus mutans.
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1.4. Delimitacion del estudio

1.4.1. Delimitacion espacial

El lugar en el que se realizd en el presente trabajo de investigacion fue
en un el Laboratorio particular de la ciudad de Cusco e instalaciones de la
universidad andina del Cusco con condiciones controladas, en tiempo, hora

temperatura.

1.4.2. Delimitacion Temporal

El estudio duro un tiempo determinado del mes de agosto del 2021 a
enero del 2022.

1.5. Aspectos éticos

Este trabajo de investigacion se realizara sin ningun riesgo ya que este estudio
se elaborara en condiciones controladas, con criterios cientificos, realizados in vitro,
en los cuales no se trabajara con ningln tipo de sustancia que pueda afectar la
integridad ni la salud de las personas que manipulen los mismos. Se observara el
comportamiento del Streptococcus mutans frente a una sustancia con caracteristicas
de ser antibacteriana comprobandose asi su efecto de inhibir o eliminar la principal
causa dela caries dental.

Se respetaran protocolos estipulados para el cultivo de los microorganismos,

cumpliendo estrictamente las normas de bioseguridad.
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CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Internacionales

Figueroa A, Figueroa M, Torres F, Obando G, en Ecuador el afio 2017,
realiza una investigacion que lleva por titulo: Estudio de las propiedades
antimicrobianas de la Camellia sinensis en un modelo microbiano oral, tuvo
como objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto de
Camellia sinensis (té verde) sobre un modelo de microflora oral. Materiales y
métodos: Fueron utilizados dos extractos etanolicos de té verde de diferente
procedencia (Peru y China), en concentraciones de 16, 8, 4, 2, 1, 0.5y 0.25
mg/mL. Se evaluaron la concentracion minima y maxima inhibitoria sobre
cepas de S. mutans, S. mitis, C. albicans, C. tropicalis, S. aureus, F. nucleatum,
L. rhamnosus, L. casei, C. glabrata y E. faecalis. Los datos obtenidos fueron
analizados estadisticamente utilizando la prueba estadistica Kruskal Wallis con
un nivel de significancia de 5%. Resultados: La C. sinensis mostro un efecto
bacteriostatico para las cepas de S. mutans y fungiestatico para C. albicans, C.
tropicalis y C. glabrata. (p<0.05). Conclusion: El extracto etandlico de 16
mg/mL de Camellia Sinensis presenta efecto inhibitorio sobre cepas de S.

mutans, C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata.

Cando T, en Ecuador el afio 2017, realizo un estudio intitulado: Efecto
inhibitorio de té verde al 10% en el crecimiento de Streptococcus mutans
ATCC 25175, estudio in vitro. El estudio tuvo por objetivo determinar el efecto
del té verde (Camellia sinensis) al 10 % en el crecimiento del Streptococcus
mutans, mediante un cultivo en caldo de tripticasa soya a 37 °C por 24 horas en
aerobiosis, a partir de este cultivo, se sembrd 1 mL en 30 tubos de ensayo que
contenian 9 mL de caldo de sacarosa al 5%, después dividimos en 3 grupos de
10 tubos ; al primer grupo: se le afiadid 1 mL de infusion de té verde al 10 %;
al segundo grupo: se le afiadié 1 mL de gluconato de

clorhexidina al 0.12 %; al tercer grupo: se le afiadié 1 mL de agua destilada, se

7
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continud realizando esta repeticion por 7 dias, midiendo el crecimiento cada 24
horas. Resultados: Se evidencia que existe un grado de inhibicion de la cepa
Streptococcus mutans en la solucion de té verde al 10%. Conclusion: Que el
grado de inhibicion del té verde a esta concentracion fue menor que la del
gluconato de clorhexidinaal 0,12%, por ende, este ultimo sigue siendo el mejor.

2.1.2. Nacionales

Ledn S, Jean P, en Trujillo el afio 2018, realizado un estudio intitulado:
Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de hojas de Sambucus
peruviana "Sauco" sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Obijetivo:
Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de hojas de
Sambucus peruviana sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Materiales y
método: Se realizo el extracto etanolico de hojas de Sambucus peruviana por
maceracion, obteniéndose tres concentraciones. El efecto antibacteriano se
determin6 mediante el método de Kirby y Bauer, midiendo el diametro del halo
de inhibicion. Asi mismo se determind la concentracion minima inhibitoria
(CMI) mediante el método de cuentas viables segun unidades formadoras de
colonias (UFC). En ambos casos se utilizaron concentraciones de 25, 50 y
75 %, ademas de un farmaco control (Penicilina procainica). Resultados:
Segun el método de Kirby-Bauer, el didmetro promedio del halo de inhibicion
fue: 6.1 mm, 8.9 mm y 15.8 mm para las concentraciones de 25, 50 y 75 %
respectivamente. El grupo control con penicilina tuvo mayor efecto que las 3
concentraciones del extracto de hojas de sauco (Diametro de 43 mm). Segun el
método de cuentas viables mediante las UFC, el resultado obtenido fue: 8.2,
5.0y 2.5 para las concentraciones de 25, 50 y 75% respectivamente. La CMI
del extracto etandlico de hojas de Sambucus peruviana fue de 25%. EI grupo
control con penicilina presentd efecto bactericida. Conclusién: El extracto
etandlico de hojas de Sambucus peruviana “Sauco” presenta efecto

antibacteriano “in vitro” sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Saldarriaga M, Edgard G, en Trujillo el afio 2017, realiza una
investigacion con el titulo “Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico
de Myrciaria dubia (Camu camu) sobre Streptococcus mutans (ATCC 25175)”
Materiales y método: El presente estudio de tipo experimental tuvo como
proposito determinar el efecto antibacteriano in vitro de las concentraciones de
25%, 50%, 75% y 100% del extracto etandlico de Myrciaria dubia (Camu camu)
sobre el crecimiento de Streptococcus mutans (ATC 25175). Resultados: Los
extractos se obtuvieron a partir de la cascara de Myrciaria dubia. Se realizaron
dos pruebas, primero la prueba de susceptibilidad utilizando el método de
Kirby-Bauer (difusion en discos). Para la determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI), se utiliz6 el método de dilucién en tubos. Se
determiné que todas las concentraciones presentaron halos de inhibicion
mayores a 8 mm, las cuales aumentaron de manera directamente proporcional
a la concentracion utilizada y que existia una diferencia estadisticamente
significativa entre las concentraciones (p<0,01). Ademas la concentracion
minima inhibitoria fue de 25%. Conclusion: que el extracto etandlico de
Myrciaria dubia, si presenta efecto antibacteriano in vitro sobre cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Abanto V, Magaly, en Trujillo el afio 2016 realizaron una investigacion
con el titulo “Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de Caesalpinia
spinosa (Tara) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175”. El proposito del
presente estudio de tipo experimental fue determinar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (Tara) frente a
Streptococcus mutans. Se realiz6 la prueba de susceptibilidad, utilizando de
difusion de discos; todas las concentraciones presentaron halos de inhibicion y
los tamafios aumentaron directamente proporcional a las concentraciones
utilizadas. Método: Para hallar laConcentracion Minima Inhibitoria se empled
el Método de dilucion en tubos, ensayando concentraciones de 40 %, 60 % y
80 % del extracto etandlico de C. Spinoza; de cada cultivo se sembro en placas
con Agar Mueller Hinton — Sangre para determinar las Unidades Formadoras
de Colonias (UFC). Los Resultados: mostraron que la concentracion al 80%

del extracto etandlico de
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Caesalpinia spinosa mostré el mayor halo de inhibicion (14.80 mm) y la
concentracion minima inhibitoria fue la del 40 %. Conclusion: que el extracto
etandlico de vainas de Caesalpinia spinosa “Tara” posee actividad

antibacteriana in vitro sobre el crecimiento de cepas de Streptococcus mutans.

Chero N, Miguel R, en Chiclayo el afio 2016 realizaron una
investigacion con el titulo “Efecto antibacteriano in vitro del extracto
alcohdlico de Psidium guajava (Guayaba) y Medicago sativa (alfalfa) sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175”. Objetivo: Determinar el efecto de
antibacteriano in vitro del extracto alcoholico de Psidium guajava y Medicago
sativa sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Material y métodos:
investigacion cuantitativa con disefio experimental de estimulo creciente. Se
emplearon 20 concentraciones volumétricas de cada extracto de 1 - 20 mg/mL,
un control positivo que fue clorhexidina al 0,12% y el control negativo que fue
etanol absoluto. Para evaluar el efecto antibacteriano de ambos extractos
alcoholicos se utilizé el método de difusion en disco medianteel diametro de los
halos de inhibicion y para determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) se utilizo el método de
micro dilucién en caldo Resultados: Se determind que tanto la CMI como la
CMB fue < 1 mg/mL. La mayor inhibicion se encontré con el extracto
alcoholico de Psidium guajava y fue a la concentracion de 18 mg/mL
obteniéndose un halo superior a los 28 mm. En el caso del extracto alcohdlico
de Medicago sativa la mayor inhibicién se obtuvo a la concentracion de 9
mg/ml pero dicha inhibicidén no fue significante. Conclusién: Se concluye que
no existe efecto antibacteriano sinérgico entre los extractos alcohdlicos de
las hojas de Medicago sativa y Psidium guajava sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175 cuyos halos de inhibicion obtenidos fueron menores al control

negativo.

Barreto G, Milagros O, en Trujillo el afio 2016 “Efecto antibacteriano
in vitro del extracto etandlico de Fragaria vesca L. sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175. El presente estudio experimental in vitro, tuvo como objetivo
determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Fragaria vesca L.

sobre Streptococcus mutans ATCC25175”. Los extractos se obtuvieron a partir
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de la Fragaria vesca L. para luego elaborarse tres

concentraciones de etanol a 70% las cuales fueron del 25 % 50 % 75 %. Para
el efecto bactericida se realizo la prueba de susceptibilidad, utilizando el
Meétodo: de difusién en discos de Kirby-Bauer; la concentracion minima
inhibitoria se obtuvo por el método de dilucidn en tubos; en cada cultivo se
sembrd en placas con agar Mueller Hinton sangre para determinar las unidades
formadoras de colonias (UFC). Resultado: El andlisis estadistico permitié
seleccionar la concentracion minima bactericida para la concentracién al 75%
de extracto etandlico de Fragaria vesca L. Conclusion: Mostrando un halo de
inhibicién de 10.5 mm. mientras la concentracién minima inhibitoria fue la de
25%.

2.1.3. Locales

Carlos A, en Cusco - Peru en el afio 2018, realizada una investigacion
titulada: “Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Camellia
Sinensis (Té Verde) sobre Lactobacillus Acidophilus ATCC 4356, Cusco
2018 dicho estudio tuvo como Objetivo: Establecer el efecto antibacteriano
del extracto etanolico de Camellia sinensis (Té verde) sobre Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356, Cusco 2018. Materiales y Métodos: Investigacion de
tipo experimental, de ambito laboratorial in vitro, de corte longitudinal,
enfoque cuantitativo y la técnica fue la observacion del proceso
microbioldgico. Se elabord el extracto etandlico de Camellia sinensis (té verde)
a las concentraciones de 100 %, 75 % y 50 %. ElI medio de cultivo para
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 fue Agar MRS. La técnica fue la prueba
de Kirby-Bauer disco difusion en 40 placas petri con 5 discos de papel en cada
una de las placas, haciendo un total de 200 muestras. Se inoculo 10 pL de cada
sustancia y se midieron los halos de inhibicion en milimetros tanto a las 48, 72
y 96 horas, se evalud segun la escala de Duraffourd. Resultados: El extracto
etandlico de Camellia sinensis (té verde) al 100% tuvo una mediana de 14,5850
mm a las 48 horas, 13,9400 mm a las 72 horas y 13,1400 mm a las 96 horas. El
extracto etandlico de Camellia sinensis (té verde) al 75% tuvo una medianade
11,3700 mm a las 48 horas, 10,5750 mm a las 72 horas y 10,0100 mm a las96

horas. El extracto etandlico de Camellia sinensis (té verde) al 50% tuvo una
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mediana de 10,1100 mm a las 48 horas, 9,5000 mm a las 72 horas y 8,6050
mm a las 96 horas. Conclusién: El extracto etanolico

de Camellia sinensis (Téverde) al 100%, 75% y 50% tiene efecto antibacteriano
sobre Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Microbiologia de la Cavidad Oral

La concepcion de la cavidad oral como un ecosistema ande coexistir
diferentes habitats (dientes, lengua, periodonto, saliva, encia libre, encia
adherida y liquido crevicular) cada uno de estos habitats posee sus propias
caracteristicas, incluidos diferentes tipos de bacterias, con propiedades

metabolicas y de crecimientos particulares?

En este ecosistema cohabitan principalmente  comensales
aproximadamente 10'° bacterias, siendo el 60 % cultivables pertenecientes a
aproximadamente entre 500 y 700 especies que colonizan las mucosas y dientes

donde forman la placa bacteriana o biofilm?

2.2.2. Biopelicula (biofilm)

El termino biofilm fue introducido en 1978 por JW. Costerton para
denotar que cuando en un medio las bacterias cuentan con nutrientes suficientes
crecen como biofilm, inmersos en una matriz de polisacaridos y son adheridasa

las diferentes superficies.?

El biofilm se define como comunidades de microorganismos gue crecen
embebidos en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie

inerte o un tejido vivo.>

12
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2.2.3. Propiedades Basicas de un Biofilm

Es una comunidad altamente organizada con diferentes tipos de

microorganismos, que estan organizados en micro colonias, que estan rodeadas

por una matriz protectora. Dentro de las mismas micro colonias existen
diferentes microambientes. Cada uno de ellos presenta variaciones en cuanto al

pH, la disponibilidad nutricional de oxigeno y de metabolitos.?

2.2.4. Formacion del Desarrollo de la Bio Pelicula

La formacion de la placa dental comprende un patron ordenado de
colonizacion (sucesion microbiana). Los colonizadores primarios pueden
retenerse cerca de la superficie dental mediante interacciones fisico quimicos
no especificas entre las moléculas cargadas provenientes la célula bacteriana y

de la superficie del huésped.*

Posteriormente, se establecen wuna serie de interacciones
intermoleculares especificas bastante fuertes entre las adhesinas bacterianas y
los receptores complementarios de la pelicula adherida, dando como resultado

una adherencia irreversible.*

Estés colonizadores primarios luego crecen, modificando las
condiciones medio ambientales locales y haciendo del lugar un medio
favorable para la colonizacion de especies anaerobias. Estos ultimos
colonizadores se unen a especies bacterianas ya adheridas a través de la co-
adhesion. De esta manera se formara bio peliculas estructuralmente complejas
compuestas por diversas especies de microorganismos.*

La colonizacion inicial de las superficies dentarias y su desarrollo y
multiplicacion tiene varios mecanismos.

La adherencia a la pelicula adquirida, que por falta de higiene oral
se deposita las primeras colonias bacterianas especificas.®

Colonizacién secundaria de agregacion interbacteriana, donde la
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placa dental aumenta de grosor y complejidad. Esta etapa depende de la

sacarosa Y la sintesis extracelular de polimeros de glucosa y fructosa. A medida

que la bio pelicula crece se observa un cambio en los tipos morfoldgicos de
las bacterias presentes en ella.®

Colonizacion secundaria, de multiplicacion, al principio la
Biopelicula esta formada por cocos gram positivos, pero luego se desarrolla
una compleja poblacién de cocos, bacilos y filamentos. Las condiciones acido
génicas creadas por los colonizadores primarios facilitan el desarrollo de
diferentes microorganismos como Veillonella y Lactobacillus.®

Al producirse un aumento de grosor de la Biopelicula, los
microorganismos para persistir necesitan de energia, que es tomada de los
hidratos de carbono que son desdoblados por la via glucolitica y se obtiene
ATP, COy, &cido lactico y otros &cidos organicos como el acetato y el butirico.
Estos acidos produciran la desmineralizacion de los cristales de hidroxiapatita

y se inicia el proceso carioso.®

2.2.5. Streptococcus del grupo mutans

Streptococcus mutans es uno de los microorganismos cariogénicos
asociados a la caries dental de acuerdo con la hipotesis de la placa ecologica,
la caries dental es la consecuencia de cambios en el balance natural de la
microflora de la placa dental causados por la alteracién de las condiciones
ambientales locales (homeostasis microbiana oral). El estudio de su
participacion en la colonizacion de tejidos dentales, implantacion e interaccién
con otros microorganismos es de mucha importancia para la comprension de la

dinamica de las biopeliculas dentales.’

2.2.5.1. Propiedades del Streptococcus mutans

e ACIDOGENICIDAD: El Streptococcus mutans fermenta los azucares de la
dieta para originar acido lactico como producto final del metabolismo. Esto
hace que baje el pH desmineralizandose el esmalte dental.

e ACIDURICIDAD: capacidad de producir acido en un medio con pH bajo.®

o ACIDOFILICIDAD: EI Streptococcus mutans puede resistir la acidez del
14
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medio bombeando protones (H+) fuera de la celula.®

e SINTESIS DE GLUCANOS Y FRUCTANOS: por medio de enzimas como
glucosil y fructosiltransferasas (GTF y FTF), se producen los polimeros
glucano y fructano a partir de la sacarosa. Los glucanos insolubles pueden
ayudar a la bacteria a adherirse al diente y ser usados como reserva de
nutrientes.’

e SINTESIS DE POLISACARIDOS INTRACELULARES COMO EL
GLUCOGENQO: sirve como reserva alimenticia y mantienen la produccion
de &cido durante largos periodos aun en ausencia de consumo de aztcar.®

e PRODUCCION DE DEXTRANASA: ademéas de movilizar reservas de
energia, esta enzima puede regular la actividad de las glucosiltransferasas

removiendo productos finales de glucano. 8

2.2.5.2. Morfologia y caracteristicas del cultivo del Streptococcus mutans

Streptococcus mutans es un coco gram positivo, dispuesto en cadena,
no movil, catalasa negativa, productor de &cido lactico. Fermentador de
glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, inhulina y salicina con la produccion de
acido. Normalmente no desamina la arginina para producir amoniaco.

Usualmente no produce hemolisis ni decoloracion en agar sangre, es
principalmente alfa gamma hemolitico en agar sangre de cordero, aunque se
hanreportado unas pocas cepas hemoliticas. Streptococcus mutans se ha
subclasificado en varios tipos con base en las propiedades inmunoldgicas,
biologicas y genéticas: los serotipos de Streptococcus mutans son ¢, e, f, k. el
habitad natural del S. mutans es la boca humana.

En cavidad oral, las coloniasse adhieren muy cerca de la superficie del
diente e igualmente se pueden recuperar en lesiones cariosas. Puede aislarse
frecuentemente de heces de humanos y ratas. Aungue S. mutans no se distribuye
ampliamente en animalessalvajes se ha aislado en monos, murciélagos, ratas
salvajes, habitantes de campos de cultivo de cafia de azlucar y de monos Rheus.

Igualmente, se ha aislado en ratas y hamsteres de experimentaciones °

15
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2.2.5.3. Factores virulencia del Streptococcus mutans

e Sintesis de polisacaridos intracelulares®

e Sintesis de polisacéridos extracelulares de tipo glucano insolubles, solubles
y fructanos 1°

e Movilizacion de polisacéridos intracelulares por glucogeno, fosforilaza
extracelulares solubles por dexatranasas y fructanasa

e Poder aciddgeno, acidofilo y aciddrico inicio de crecimiento pH 4.5y corto
efecto post- pH.*°

e Importante capacidad adhesiva por las proteinas parietales que facilitan su
adhesion en superficies duras en ausencia de glucanos y proteinas receptoras
de glucanos.®

e Produccion de bacteriocinas con actividad sobre bacterias Gram positivas
que podrian tener una significacion ecologica, su importancia como factor

selectivo del microbiota.’®

2.2.5.4. Relacion de la caries con el Streptococcus mutans

La caries dental es una enfermedad de extraordinario longevidad en la
historia del ser humano, la caries dental es un proceso infeccioso, localizado y
transmisible que ocasiona la destruccion del tejido dental, y por ello se lleva a
cabo diversas investigaciones que han demostrado la correlacion de S. mutans
con la prevalencia de caries.0 1*

La complejidad de la enfermedad que conocemos como caries se debe
a los multiples factores que estan asociados con la evolucion de una poblacion
bacteriana que pasa de una biopelicula saludable a otra patologia. La formacion
de la biopelicula dental y su sistema de quorum sensing son fundamentales en
la vida bacteriana de S. mutans. La superficie dental es un habitat natural
indispensable para S. mutans y el tropismo por la biopelicula dental se refleja
por su adaptacion a sintetizar glucanos, fijar compuestos y a adaptar su
aciduricidad. EI crecimiento en biopeliculas proporciona las condiciones
Optimas para el funcionamiento del sistema de sefializacién entre las células
estreptococicas para facilitar el intercambio genético y generar factores de

virulencia. Las poblaciones formadoras de biopeliculas pueden alcanzar altas
16
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densidades en areas confinadas como es el caso de valvulas cardiacas, aparatos
prostéticos, criptas amigdalinas, senos nasales, pasajes respiratorios terminales
y lesiones infecciosas de piel, de ahi, su importancia como patégeno

oportunista de la cavidad oral.*?

2.2.6. Sustancias naturales con propiedades medicinales

La fitoterapia es una de las practicas mas antiguas, que consiste en el
uso de plantas naturales o sustancias vegetales que son empleadas en el
tratamiento de una amplia variedad de enfermedades y es considerada
actualmente como medicina alternatuiva.®

Los medicamentos fitoterapicos estan constituidos exclusivamente por
activos de origen vegetal usualmente no definidos quimicamente, formulados
bajo la forma farmacéutica méas adecuada para su administracion, lo que
implica que para la elaboracion de medicamentos Fito-terapéuticos se pueden
emplear principalmente:4
e Drogas vegetales, que generalmente se presentan en forma molida o

pulverizada.

e Productos obtenidos por extraccion.

e En algunos casos particulares, principios activos purificados.

La posibilidad de utilizacion de la fitoterapia en las practicas
terapéuticas, con sustento cientifico, exige acciones multisectoriales que
involucren desde la produccién primaria de plantas medicinales hasta el
establecimiento de los procesos de control de calidad de las materias primas y
medicamentos. Estas actividades necesariamente se necesitara inversiones en la
investigacion,especialmente enfocadas sobre las plantas nativas presentes en
los diversos ecosistemas existentes en la region, a la vez que involucran un
amplio espectrode areas de conocimiento, desde la biologia y la agronomia,
hasta la investigacion tecnoldgica con énfasis en la quimica y las ciencias

farmacéuticas y médicas.'*
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2.2.7. Componente de la Fresa el xilitol

El xilitol es considerado no cariogénico, ya que reduce o previene la
caida del pH. Algunos estudios han demostrado una reduccion de la taza de
produccion de &cidos. También es capaz de incrementar el fluido salival y la
capacidad buffer de la saliva y al mismo tiempo la cantidad de Streptococcus
mutans este compuesto se encuentra en forma natural en las fresas, ciruelas
lechugas, coliflor y hongos.™®

Por otra parte, Lynchy Milgron?®, sefialan que el xilitol puede
acumularse intre celularmente en el Streptococcus mutans lo que inhibe el

crecimiento de bacteria.

2.2.7.1. Historia de la Fragaria (Fresa)

El cultivo en Europa no comenzo hasta el siglo XIV. Las primeras
referencias hablan de plantas silvestres de Fragaria vesca traidas desde sus
habitats naturales a los jardines de la corte francesa. La primera descripcion
botéanica data de 1484, realizada en el Herbario Latino de Mainz, publicado en
Alemania en Espafa, existen referencias a su cultivo desde 1539 Gabriel
Alonso de Herrera dijo que las fresas eran plantas favoritas en pequefios huertos
y jardines, donde crecian exuberantemente muy probable que las especies

cultivadas en Espafia fuesen F. vesca y F. moschata.

Poco después tras la conquista de Chile por pedro de Valdivia los
espafoles conocieron una nueva especie, F. chiloensis que, como su hermana
F.virginiana, presentaba grandes frutos y era conocida y utilizada desde los
albores del segundo milenio por los nativos. Su llegada a Europa se produjo via
Marsella en 1714, de la mano de Francois Frezier, oficial de Luis XIV, quetrajo
consigo 5 plantas vivas traidas desde concepcidn. Desde Paris, la fresa chilena
se distribuy6 a jardines botanicos de Holanda, Inglaterra Bélgica y Alemania
desde donde pronto se recibieron informes negativos por supuestosproblemas
de fertilidad.*®

18
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2.2.7.2. Importancia del cultivo de la Fresa

La fresa es un vegetal del tipo vivaz puede vivir varios afos, sin
embargo, dura dos afios en produccion econdmica, en plantaciones de mayor
edad las plantas se muestran manifiestamente mas débiles, con bajo
rendimiento y frutas de menor calidad debido a una mayor incidencia de plagas
y enfermedades, especialmente las virosis. Se ha convertido en un cultivo
industrial muy importante a nivelmundial, se puede afirmar que la planta posee

las més variadas y complejas posibilidades de manejo, esta condicién la

ha permitido un desarrollo inusitadoen las areas productivas.

La importancia actual que se ha dado en el mundo a la fresa ha hecho
que su cultivo, se extienda a casi toda Europa principalmente en el Reino Unido
Francia, Alemania. Paises Bajos Polonia y Espafia, En América Estados
Unidos, Canada, México, Guatemala. Opiniones gque sostienen que la fresa es
uno de los productos con creciente posibilidad de expansion de consumo
incluso a mercados alejados que pueden ser abastecidos gracias al transporte

aéreo.!
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2.3 Hipotesis

H1: existe efecto antibacteriano de la Fragaria ananassa al 25% y 50% 75% frente

a Streptococcus mutans.

HO: no existe efecto antibacteriano de la Fragaria ananassa al 25% 50% 75% frente

a Streptococcus mutans.

HA: efecto antibacteriano de la Fragaria ananassa en alguna de las concentraciones
frente al Streptococcus mutans

20
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2.4 VVariables

2.4.1 ldentificacién de variables

VARIABLE INDEPENDIENTE: Extracto etanélico de la Fragaria ananassa

VARIABLE DEPENDIENTE: Efecto antibacteriano sobre el Streptococcus

mutans

VARIABLE INTERVINIENTE: Tiempo (24horas, 48 horas, 72 horas) durante
3 dias de periodos de incubacidn.
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EXPRESION
NATURALEZA CE| ESCALA DE INSTRUMENTO Y
DEFINICION FORMA DE FINAL DE LA
VARIABLE CONCEPCTSAL LA VARIABLE MEDICION MOEDICION INDICADOR PROCEDIMIENT VARIAGLE  [PEFINICION
O DE MEDICION OPERACIONAL
La fresa es una fruta 1 L iabl
. a variable
VARIABLE que se p_uede Cualitativa Concentracion independiente
consumir sola, pero del extracto
INDEPENDIENTE L - . 2 quedo expresada
1 también sirvepara la . . etandlico de la Fichas de
Extracto etandlico de .. ordinal directa . L de 1, 2,3
. medicina ya que Fragaria recoleccionde datos 3 Lo
la Fragaria ananassa | . . utilizando como
tiene propiedades ananassa (fresa) s
(fresa) : . indicador la
antibacterianas. 25% -
concentracién del
" extract_o ela
5% fragaria ananassa
(fresa) a
concentraciones de
25%, 50%, 75%,
empleando la
ficha de
recoleccién de
dato.
; La variable
VARIABLE Propiedad de Cualitativa Nula Sensible dependi
eliminar agentes ) ibl ependiente se
DEPENDIENTE - directa Muy sensible 1 i
. . bacterianos, en Sumamente expreso,
Efecto antibacteriano Intervalo ” 2
sobre el este caso el sensible 3 1,2,3,4,
straptococcuns Fichas de recoleccion de utilizando
Streptococcus mutans datos 4 e
mutans como indicador
Si es, nula
sensible, muy
sensible,
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sumamente
sensible,
empleando la
fichas de
recoleccion de
datos.
Es una magnitud . -
fisica con la que . ) 24 h a variable
VARIABLE medimos la Cualitativa directa A8h interviniente se
INTERVINIENTE - ordinal directa expreso a las 24h
tiempo duracion o Fichas de recoleccion de| 72h 4sh 72h por 3
separacion de datos Por 3 dias ' P

acontecimientos
(24horas, 48 horas,
72 horas) durante
3 dias

de periodos de
incubacién.

dias, utilizando
como indicador
directo empleando
la ficha de
recoleccion de
datos.
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CAPITULO 11
DISENO METODOLOGICO

3.1 Tipo de investigacion

El tipo de investigacion de acuerdo con los objetivos planteados en el trabajo

de investigacién corresponde a lo siguiente:

e Experimental in vitro: Se considera este tipo de investigacion
e Por qué en el estudioel investigador manipula de manera intencional la variable
independiente evitandola influencia de variables extrafas en la variable dependiente,

dando asi una validezinterna.

e Prospectivo: Porque la recoleccion de datos se realiza conforme a la ocurrencia delos
hechos vale decir que se recopilaron los datos en cuatro periodos de instalacion.

3.2 Poblacion

La poblacion fueron 25 placas Petri donde se cultivaron la Cepa de
Streptococcus mutans ATTC 35668.

3.3 Muestra

El tipo de muestra es no probabilistico por conveniencia, por lo que se decidiola

utilizacion de 25 placas Petri, en la cual cada placa contara con cinco discos de difusion.

Dichos discos en las placas estaran distribuidos de la siguiente manera:

1. Un disco correspondiente el extracto de fresa al 25%
2. Undisco correspondiente el extracto de fresa al 50%

3. Undisco correspondiente el extracto de fresa 75%
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3.4.1Técnica

Utilizard como técnica la observacion durante los procedimientos
microbioldgicos, en el cual se evaluara el efecto antibacteriano de la (fresa)
Fragaria ananassa mediante la medicién de los halos inhibitorios del

Streptococcus mutans alas 24, 48, 72 horas.

3.4.2 Instrumento

Se utilizarad como instrumento la ficha de recoleccion de datos que seré
elaborada por la investigadora, donde seran registrados los datos que seran
obtenidos, a su vez esta serd validada por juicio de expertos, conocedores del
tema de investigacion en este instrumento seran registrados los resultados del

estudio.Para la interpretacion de los resultados se utilizara la Escala de

Duraffourd.

3.5 Produccion de las fresas

Re florecientes de primavera (brotan en primavera o inicios de junio),

Re florecientes dia largo (brotan durante todo el verano y en méas de una estacion) y
remontantes o de dia neutral (brotan todo el afio) son los tres tipos de fresas producidas
en lllinois. Las fresas de dia neutral y las de primavera son méas pequefias que las de dia

largo.

Las fresas de primavera producen una cosecha en un periodo de 2 a 3 semanas en
primavera. Las fresas de primavera producen flores, frutas y guias. Se clasifican entre
las variedades tempranas, de media estacion y variedades tardias. Las fresas de dia largo

producen flores durante tres periodos y fruta durante la primavera, verano y otofio.

3.5.1 Renovacion

Es una parte importante del cuidado de la fresa. Para asegurar una buena produccion de

fruta, las fresas Re florecientes de primavera, producidas en el sistema de doble hilera,
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continuard siendo productiva durante tres a cuatro afos si se le da mantenimiento. El

primer paso en el proceso de renovacion es cortar el follaje viejo

3.6 Procedimiento para el extracto de la Fresa (Fragaria ananassa)

Se recolecto 2 Kg de frutos de la fresa del Valle Sagrado de la Provincia de
Calca (Region del Cusco) la recoleccion de la fresa se realizé por método

convencional.

- Preparacion de la muestra: Seleccion de la muestra: el material vegetal
recolectado serd transportado al laboratorio donde se seleccionara los frutos sanos y

firmes.

- Lavado de la muestra: luego se procesara a lavar el material vegetal con agua
destilada se colocaran en frascos &mbar de 10 mL y fueron almacenadas a 4°c

hasta su posterior utilizacion.

- Preparacion del extracto etandlico de los frutos de fresa: los frutos
seleccionados se lavaron con agua destilada y luego se homogenizo en una
licuadora durante cinco minutos. Se peso aproximadamente 500 g de la fresa,
luego se macero con 1 litro de etanol al zzz % en un frasco de vidrio ambar. Se
proceso la mezclar el extracto etandlico de fresa mediante agitacion mecanica
durante 15 minutos y luego se almaceno el extracto a temperatura ambiente en
oscuridad durante siete dias agitando cada dia por cinco minutos para favorecer la
extraccion. Transcurriendo el tiempo de maceracion se filtro el liquido al vacio
con papel de filtro Whatman N° 1. Al liquido filtrado se le llamara extracto

etandlico.

A continuacidn, el extracto etanolico se concentr6 en un rotavapor (heidolph
WB 2000) a presion reducida y temperatura controlada, no mayor a 40 °C finalmente
el extracto se colocd en capsulas de vidrio y se lleva a secar a la estufa a 40 °C. Al
producto resultante se le denomina extracto seco a partir de este extracto seco se

prepararan las concentraciones de 25% 50% 75% disueltas en etanol al 70%. Luego
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CaLcinicu }JUI 1t avivil CUIL TTITHnivialia usal iuvu
filtros Millipore de 0.4 umy 0,22 pm, finalmente las concentraciones preparadas del

extracto etandlico de la fresa.
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3.6.1 Procedimiento de la activacion de CEPA

e Activacion de la CEPA ATCC.

Procedimiento para los microorganismos de KWIK-STIK.

e Deje que la bolsa de KWIK-STIK sin abrir se adapte a la temperatura
ambiente.

e Abra la bolsa rasgando a la altura de a muesca y quite la unidad de KWIK-
STIK.

e Retire la porcion de la etiqueta de tira y rasgar y coléquesela a la placa de
cultivo principal.

e No desarme el dispositivo durante la hidratacion.

e Sobre el borde de la mesa de trabajo o la encimera, agriete la ampolla en la
parte superior de KWIK-STIK (justo debajo del menisco del liquido) para
liberar el liquido hidratante.

e Manténgalo vertical y golpee suavemente sobre una superficie dura para
facilitar el flujo del liquido por el mango hasta la parte inferior de la unidad
que contiene el granulo.

e Apriete la parte inferior de la unidad para que el granulo se disuelva en el
liquido hasta lograr una suspension homogeénea.

e De inmediato, sature el hisopo abundantemente con el material hidratado y
transfiéralo al medio con agar correspondiente o utilicen segun el
procedimiento operativo estandar del laboratorio.

e Inocule la placa de cultivo principal girando con suavidad el hisopo sobre un
de la placa.

e Por medio de un asa esterilizada, haga estrias para facilitar el aislamiento de
la colonia.

e Descarte el KWIK-STIK de forma apropiada para desechos de riesgo
bioldgico.

e De inmediato, incube la(s) placa(s) invertida(s) de cultivo principal
inoculadas(s) a temperatura y en condiciones apropiadas para el

microorganismo.
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> Preparacion del Inoculo Streptococcus mutans

Método directo de inoculacion a partir de colonias aisladas

e De una placa con cultivo de Streptococcus mutans (cepa activada) en agar
sangre incubada por 18-24 horas, seleccionar colonias aisladas y preparar una
suspension directa en solucién salina o caldo

e La suspension debe ser inmediatamente ajustada a la escala 0,5 ufc de Mc.
Farland(escala de Mc. Farland: estandar de turbidez de sulfato de bario. La
escala usada para el inoculo de las pruebas de susceptibilidad por método de
disco difusion es 0,5).

e Para realizar este paso correctamente usar una luz apropiada y mirar los tubos
contra una cartilla de fondo blanco con lineas negras como contraste.

e Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inoculo,
sumergir un hisopo estéril en la suspension, rotar el hisopo varias veces
presionando firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del nivel
del liquido para remover el exceso de inoculo.

e Inocular la superficie seca de la placa con agar mueller hinton con un
suplemento de 5% sangre de carnero, estriando con el hisopo en tres

direcciones para asegurar una distribucion uniforme del inoculo (figural).

Figura 1. Direcciones en el sembrado del in6culo sobre la superficie del agar.

e Antes de colocar los discos dejar secar la placa a temperatura ambiente durante

3 a 5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido.
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> Aplicacion de los discos

e Colocar los discos individuales o multidisco sobre la superficie del agar con la
ayuda de una pinza estéril o la punta de una aguja presionando suavemente
sobre cada disco para asegurar un contacto completo con la superficie del agar.

e Distribuir los discos uniformemente, de modo que estén a una distancia minima
de 25 mm uno del otro (el didmetro de los discos segun las normas de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) debe ser de 6mm).

e No deben colocarse mas de 12 discos en una placa de 150mm, ni mas de 6 en
una placa de 100mm de didmetro interno, para evitar la superposicion de las
zonas de inhibicién. Un disco no debe de ser removido una vez que tomo
contacto con la superficie del agar debido a que algunos antibidticos sedifunden

rapidamente.

> Procedimientos e instrumento de recoleccion de datos

- INCUBACION
e Incubar las placas en posicion invertida a 35°C dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de los discos, deben ser incubadas en atmosfera del
5% de COs..
e Después del tiempo recomendado de incubacion examinar cada placa y medir

los didmetros de los halos de inhibicion alrededor de cada disco.

> Lectura de las placas e interpretacion de los resultados

e Medir los diametros de las zonas de inhibicion completa (incluyendo el diametro
del disco) usando un vernier. se debe mantener iluminada la parte posterior de
la placa Petri con una luz reflejada localizada a unos cuantos centimetros sobre
un fondo blanco. Tener la precaucion de observar la placa siguiendo una vertical
directa para evitar una lectura erronea de las marcas de la regla por efecto de
paralelismo. En los medios suplementados con sangre, las zonas son medidas en
la parte superior de la superficie del agar y retirando la tapa. Tener cuidado de

no medir la zona de la hemolisis sino la de inhibicién del crecimiento.
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e El punto final debe tomarse como el area que o muestra un crecimiento obvio,

visible, que puede ser detectada mediante observacion visual, no incluyendo

velo de crecimiento o colonias muy pequefias que pueden ser detectadas solo con

mucha dificultad en el borde de la zona. En estos casos el velo de swarming debe

ser ignorado al momento de medir los halos de inhibicion.

e Los didmetros de inhibicion son interpretados basadndose en escala de
Duraffourd.

e Para la interpretacion de los resultados se tomé como referencia las pautas dadas

por Duraffourd y Lapraz (1983):

Resistente: para un didmetro inferior o igual a 9mm (-)

Sensibilidad limite: para un didmetro entre 10 hasta 11 mm (+)

Sensibilidad media: para un didmetro comprendido entre 12 hasta

19mm (+++)

Sumamente sensible: para un diametro superior o igual a 20mm (+++)

e Las lecturas se realizaran a las 24, 48 'y 72 horas
ANEXO B

CUADRO RESUMEN DE LAS CONDICIONES Y CARACTERISTICAS PARA EL METODO DE KIRBY BAUER

MICROORGANISMO MEDIO INOCULO CONDICIONE S DE TIEMPO DE CEPAS CONTROL
INCUBACION INCUBACION
£ cof ATCC 25022
Enterobacteriaceas Agar Mueler Hinton Método de crecmiento o ¥'C | 186-13h E cof ATCC 35218
Suspensicn drecta de I cokonia|  En aire atmosfench para combinacicnes de b lactam
nhitidores de b -actamasas)
Pseucomonas Senpnosay Metodo de crecmiento © 33’¥°C P. seruginosa ATCC 25022
Acinetobacter sop Agar Mueller Hnton | Suspensicn directa de I3 colonia | En aire stmosfénco 18-18h £ col ATCC 35218 (para combnaciones
g2 bactam nhibidores de b “actamasas
1©-18h Saphylococcus aureus ATCC 25623
Saphylococcus spo Agar Mueller Hinton | Suspension directa de a colona 3B'C 24 hpara axaciing, | £ cofATCC 35218 (para combraciones
En aire atmosfénco | meticlina. nafolina y | de b lactam/ nhibidores de b Jactamasas
vancomicing
Enterocoscus sop Agar Musller Hinton ME20do d2 crecimento o kLo 8-18h Saphyocoocus auress ATCC 2088 |
Suspansion directa d2 I3 colonia | En aire atmosfénico | 24 h para vancomiona
Sreptocoocus preumonaey | Agar Muslier Hmon oon 5% | Suspension directa de I3 colona 3H'C 0-24n Sreotococous preumonee Al 0 4618
otros Streprocoscus sangre de camero 5% CO,
Reemophius nfvenzae ATUC 8287
Heemophius soo 12t madium| Suspension directa de I3 colonia 385°C 16-18h Heemophius nfuenzae ATCC 40786
(HTM™) 5% CO, £ cof ATCC 35218 (para combnacones
d2 blactam nhibideres de b actamasas
Viono cholerse Agar Mueler Hinton Método de crecimiento o 35'C
Suspansion directa de I3 colonia | En are atmosfénco 18-18h £ cof ATCC 25022
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9.1 MNECLUIJUS TTalc

> Equipos:
e Balanza analitica o digital
e Refrigeradora
e Bafio maria
e Incubadora
e Autoclave vertical
e Mechero Bunsen

e Cabina de flujo laminar

> Materiales de laboratorio
e Placas Petri de 15x100 mL.
e Agar base con 5% de sangre de carnero (sangre desfibrinada)

e Tubos de ensayo tapa rosca de 13x100 mm (9 mL)y 16x125 mm (15
mL).

e Matriz 250 y 500 mL.

e Matriz aforada 50 y 100 mL.

e Probetas 100 mL.

e Micropipetas 5-50 pL y 100 — 1000 pL
e Tips.

o Espatula driglasky.

e Asas de siembra.

e Hisopos esteriles.

e Gradilla para tubos de ensayo.

e Pinzas.

e Tween 80.

e Suero fisioldgico.

e Discos de sensibilidad de penicilina.

e Discos de papel filtro watman de filtro medio.
e Guantes.

e Mascarillas descartables.

e Mandil.

e Gorros descartables.

e Lentes de proteccion.
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® ALV

e Hipoclorito de sodio al 10%.

I Cepa ATCC Streptococcus mutans (los microorganismos de LYFO
DISK exigen el uso de tubos estériles y 0,5 mL de liquido estéril , como
caldo tripticasa de soya (Tryptic Soy Broth, TSB), caldo de infusion

cerebro- corazén (Brain Heart Infusion Broth, BHIB), solucién

salina oagua desionizada para hidratar la preparacion liofilizada). Hisopos

estériles o asas bacterioldgicas para transferir la preparacion.

> Materiales para el reporte de resultados

o Vernier calibrado (medicidn de los halos de inhibicion).
e Ficha de recoleccion de datos.

e Camara digital (evidencia del trabajo realizado).

> |nstalaciones

3.7.1 Recursos humanos

Investigador:  Bach. Katherine Loayza Torres.

Asesor . Dr. CD. Cesar Enrique Herrera Menéndez.

3.8 Procesamiento y Analisis de datos

Una vez obtenido los datos de la investigacion se Procedi6
a realizar el anélisis estadistico utilizando SPSS version
22.5 y la hoja de calculo de Microsoft Excel, prueba de
normalidad de Kolmogorov Smirnov, prueba ANOVA
teniendo en cuenta la relacion de las diferentes variables de
acuerdo con el disefio de la investigacion, para ello se hara
cuadros simples y de doble entrada, como también

gréaficos.
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CAPITULO IV
RESULTADOS
4.1 Prueba de Normalidad
Segun la prueba de normalidad de Kolmogorov Smirnov ( n > 30) los datos de la referentes al

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de fragaria ananassa (fresa) presentan
normalidad en su informacion (p > 0.05), evaluado por concetraciones y por lapsos de tiempo.

Pruebas de Normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
concentraciones  Estadistico gl Sig.  Estadistico gl Sig.
25%  inhibicidn ,159 75 ,200 ,901 75 ,210
50% inhibicién ,164 75 ,230 ,925 75 ,230
75%  inhibicién ,192 75 ,210 ,881 75 ,200

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Pruebas de Normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Lectura Estadistico gl Sig.  Estadistico gl Sig.
24 horas inhibicion ,229 75 ,230 ,869 75 ,200
48 horas inhibicion ,208 75 ,210 ,851 75 ,230
72 horas inhibicion ,283 75 ,200 778 75 ,220

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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4.2.1 Evaluacion al 25% de concentracion del extracto etanolico de Fragaria

ananassa (fresa)
Tabla 1.

Fuente de tabla y graficos

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Fragaria ananassa (fresa) al
25% de concentracion sobre el Streptococcus mutans.

Conc;g;/zacién N Media Zii\;fggérn Minimo Méaximo
24 horas 25 8.840 1.248 6.00 12.00
48 horas 25 8.280 1.242 7.00 11.00
72 horas 25 6.200 0.408 6.00 7.00
ANOVA F=44.424 p =0.000

Fuente: Elaboracion propia.

La concentracion al 25% del extracto etandlico de Fragaria ananassa
(fresa) produjo un halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans a las 24
horas de 8.840 £ 1.24 mm, a las 48 horas de 8.280 + 1.24 mm y a las 72 horas
de 6.20£ 0.40 mm.

Al 95% de confiabilidad segun la prueba ANOVA existen diferencias
significativas respecto al halo de inhibicién sobre el Streptococcus mutans
respecto al tiempo de exposicion al 25% de concentracion, (p = 0.000 < 0.05);
por lo que se utilizard la prueba post hoc de Tukey para identificar en que
tiempos existen diferencias significativas respecto a la inhibicion del

Streptococcus mutans.
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Tabla 2.

Fuente de tabla y gréficos

Repositorio Digital

Comparacion respecto al tiempo de exposicion del extracto etanolico de Fragaria

ananassa (fresa) al 25% de concentracion sobre el Streptococcus mutans.

HSD Tukey
Diferencia D
Concentracion 25% de medias esv. p.
Error
(1-J)

48 horas 0.56000 0.29515 0.147
24 horas

72 horas 2,64000" 0.29515 0.000

24 horas -0.56000 0.29515 0.147
48 horas

72 horas 2,08000" 0.29515 0.000

24 horas -2,64000" 0.29515 0.000
72 horas

48 horas -2,08000" 0.29515 0.000

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Segun la prueba de Tukey considerando extracto etanolico de Fragaria

ananassa (fresa) al 25% el halo de inhibicién sobre el Streptococcus mutans es

similar entre las 24 horas y 48 horas (p > 0.05); pero existen diferencias

significativas entre las 24 horas y 72 horas (p < 0.05); por otro lado, también

existen diferencias entre las 48 horas y 72 horas (p < 0.05). Donde el mayor

halo de inhibicidn es a las 24 y 48 horas en el 25%, 50%, 75]% , mientras a las

72 horas el halo de inhibicion del 25%, 50%, 75% de cae de forma notoria.
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Tabla 3.
Fuente de tablas y gréficos

Subconjuntos homogéneos respecto al tiempo de exposicion del extracto etandlicode
Fragaria ananassa (fresa) al 25% de concentracion sobre el Streptococcus mutans.

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
lectura N
1 2
72 horas 25 6.2000
48 horas 25 8.2800
24 horas 25 8.8400

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 25,000.

Considerando, el extracto etanolico de Fragaria ananassa (fresa) al
25%,a las 72 horas el halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans es de
6.2 mm menor que a las 48 horas y 24 horas que presentan halo de inhibicion
similar sobre el Streptococcus mutans.

Figura 2.

Comparacion respecto al tiempo de exposicion del extracto etanolico de Fragaria

ananassa (fresa) al 25% de concentracion sobre el Streptococcus mutans.

9,00
8,50
8,00
750

7,00

Media de Concentracion 25%

850

&00

24 horas 48 horas 72 horas

Lectura
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(fresa).

Tabla 4.

Fuente de tablas y graficos

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Fragaria ananassa (fresa) al

50% de concentracion sobre el Streptococcus mutans.

Concentracion Desv.

50% N Media Desviacion Minimo Méaximo
24 horas 25 9.480 1.295 7.00 12.00
48 horas 25 8.720 1.275 7.00 11.00
72 horas 25 6.440 0.507 6.00 7.00
ANOVA F =52.730 p = 0.000

La concentracion al 50% del extracto etandlico de Fragaria ananassa
(fresa) produjo un halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans a las 24
horas de 9.480 £ 1.29 mm, a las 48 horas de 8.720 + 1.27 mm y a las 72 horas
de 6.44 + 0.50 mm.

Al 95% de confiabilidad segun la prueba ANOVA existen diferencias
significativas respecto al halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans
respecto al tiempo de exposicion al 50% de concentracion, (p = 0.000 < 0.05);
por lo que se utilizard la prueba post hoc de Tukey para identificar en que
tiempos existen diferencias significativas respecto a la inhibicion del
Streptococcus mutans. Donde se puede ver mayor diferencia es a las 72 horas

donde el halo de imbibicion baja abruptamente.
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Iavia J.

Fuente de tablas y gréaficos

Comparacion respecto al tiempo de exposicion del extracto etanolico de Fragaria
ananassa (fresa) al 50% de concentracion sobre el Streptococcus mutans.

HSD Tukey
Diferencia Desv
(1) lectura de medias ' Sig.
Error
(1-J)
48 horas ,76000" 0.30811 0.042
24 horas
72 horas 3,04000" 0.30811 0.000
24 horas -,76000" 0.30811 0.042
48 horas
72 horas 2,28000" 0.30811 0.000
24 horas -3,04000" 0.30811 0.000
72 horas

48 horas -2,28000" 0.30811 0.000

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Segun la prueba de Tukey considerando extracto etandlico de Fragaria
ananassa (fresa) al 50% el halo de inhibicién sobre el Streptococcus mutans es

diferente a las 24 horas, 48 horas y 72 horas (p <0.05).
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Tabla 6.

Fuente de tablas y gréaficos

Subconjuntos homogéneos respecto al tiempo de exposicion del extracto etandlico
de Fragaria ananassa (fresa) al 50% de concentracién sobre el Streptococcus

mutans.
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
lectura N
1 2 3
72 horas 25 6.4400
48 horas 25 8.7200
24 horas 25 9.4800

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
4.2.2.1Utiliza el tamano de la muestra de la media armonica = 25,000.

Considerando, el extracto etandlico de Fragaria ananassa (fresa) al
75%,a las 72 horas el halo de inhibicidn sobre el Streptococcus mutans es de
6.2 mm menor que a las 48 horas de 8.72 mm seguido por la lectura a las 24
horas con 9.48 mm.

Figura 3.

Comparacion respecto al tiempo de exposicion del extracto etandlico de Fragaria

ananassa (fresa) al 50% de concentracion sobre el Streptococcus mutans.

10,00

8,00

Media de Concentracion 50%

7,00

6,00

24 horas 48 horas 72 horas

Lectura
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e concentracion del extracto etanolico de Fragaria

ananassa (fresa)

Tabla 7.
Fuente de tablas y graficos

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Fragaria ananassa (fresa) al

75% de concentracion sobre el Streptococcus mutans.

Concentracién Desv.

75%% N Media Desviacion Minimo Maximo
24 horas 25 15.960 1.859 13.00 19.00
48 horas 25 15.120 1.691 12.00 17.00
72 horas 25 7.680 0.900 6.00 9.00
ANOVA F= p = 0.000

218.576

La concentracion al 75% del extracto etandlico de Fragaria ananassa
(fresa) produjo un halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans a las 24
horas de 15.960 + 1.85 mm, a las 48 horas de 15.120 + 1.69 mmYy a las 72 horas
de 7.68 £ 0.90 mm.

Al 95% de confiabilidad segun la prueba ANOVA existen diferencias
significativas respecto al halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans
respecto al tiempo de exposicion al 75% de concentracion, (p = 0.000 < 0.05);
por lo que se utilizard la prueba post hoc de Tukey para identificar en que
tiempos existen diferencias significativas respecto a la inhibicion del

Streptococcus mutans.
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Tabla 8.

Fuente de tablas y graficos

Comparacion respecto al tiempo de exposicion del extracto etanolico de Fragaria

ananassa (fresa) al 75% de concentracion sobre el Streptococcus mutans.

(1) lectura Diferencia de Desv. Si
medias (1-J) Error g
48 horas 0.84000 0.43594 0.139
24 horas
72 horas 8,28000" 0.43594 0.000
24 horas -0.84000 0.43594 0.139
48 horas
72 horas 7,44000" 0.43594 0.000
24 horas -8,28000" 0.43594 0.000
72 horas
48 horas -7,44000" 0.43594 0.000

Segun la prueba de Tukey considerando extracto etandlico de Fragaria
ananassa (fresa) al 75% el halo de inhibicién sobre el Streptococcus mutans essimilar
entre las 24 horas y 48 horas (p > 0.05); pero existen diferencias significativas entre las
24 horas y 72 horas (p < 0.05); por otro lado, también existen diferencias entre las 48
horas y 72 horas (p < 0.05).

Tabla 9.

Fuente de tablas y gréaficos

Subconjuntos homogéneos respecto al tiempo de exposicion del extracto etandlicode

Fragaria ananassa (fresa) al 75% de concentracion sobre el Streptococcus mutans.

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
lectura N
1 2
72 horas 25 7.6800
48 horas 25 15.1200
24 horas 25 15.9600

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media armoénica = 25,000.
Considerando extracto etanolico de Fragaria ananassa (fresa) al 75%,a las 72
horas el halo de inhibicién sobre el Streptococcus mutans es de 7.68 mm menor que a
las 48 horas y 24 horas que presentan halo de inhibicién similar sobre el Streptococcus
mutans.
42
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Figura 4.

Comparacion respecto al tiempo de exposicidn del extracto etandlico de Fragaria

ananassa (fresa) al 75% de concentracion sobre el Streptococcus mutans.
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12,00

10,00

Media de Concentracion 75%
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500

24 horas 48 horas 72 horas

Lectura

4.2.4 Comparacion y analisis de las concentraciones del extracto etandlico de la

Fragaria ananassa con mayor efecto sobre el Streptococcus mutans.

4.2.4.1 Evaluacién a las 24 horas de exposicion segun las
concentraciones (25%, 50% y 75%) del extracto etandlico de

Fragaria ananassa (fresa)

Tabla 10.

Fuente de tablas y gréaficos

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Fragaria ananassa (fresa)
segun las concentraciones (25%, 50% y 75%) sobre el Streptococcus mutans a las 24

horas de exposicion.

Desv.

24 horas N Media Desviacion Minimo Maximo
25% 25 8.840 1.248 6.00 12.00
50% 25 9.480 1.295 7.00 12.00
5% 25 15.960 1.859 13.00 19.00
ANOVA F =173.943 p = 0.000
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A las 24 horas el halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans
cuando la concentracion del extracto etandlico de Fragaria ananassa (fresa) es
del 25% es de 8,840 = 1.24 mm, cuando la concentracion es del 50% es de
9.480 +1.29 mm y cuando la concentracion es del 75% es de 15.960 + 1.85 mm.

Al 95% de confiabilidad segun la prueba ANOVA existen diferencias
significativas respecto al halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans
segun el porcentaje de concentraciones (25%, 50%, 75%) a las 24 horas de
exposicion (p = 0.000 < 0.05); por lo que se utilizara la prueba post hoc de
Tukey para identificar en que concentracién existen diferencias significativas

respecto a la inhibicién del Streptococcus mutans.

Tabla 11.
Fuente de tablas y gréaficos

Comparacion respecto a la concentracion de del extracto etanolico de Fragaria

ananassa (fresa) a las 24 horas de exposicion sobre el Streptococcus mutans.

HSD Tukey
., Diferencia de .
() concentracién medias (I-J) Desv. Error Sig.
50% -0.64000 0.42237 0.290
25%
75% -7,12000" 0.42237 0.000
25% 0.64000 0.42237 0.290
50%
75% -6,48000" 0.42237 0.000
25% 7,12000" 0.42237 0.000
5%
50% 6,48000" 0.42237 0.000

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Segun la prueba de Tukey cuando la exposicion del extracto etandlico
de Fragaria ananassa (fresa) es a las 24 horas, el halo de inhibicion sobre el
Streptococcus mutans es similar cuando la concentracion es al 25% y al 50% (p
> 0.05), pero hay diferencias cuando la concentracion es del 25% y 75%
también existen diferencias cuando la concentracién es del 50% y del 75% (p<
0.05).
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Tabla 12.

Fuente de tablas y gréaficos

Subconjuntos homogéneos respecto a la concentracion del extracto etandlico de
Fragaria ananassa (fresa) a las 24 horas de exposicion sobre el Streptococcus

mutans.
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa=0.05
concentracion N
1 2
25% 25 8.8400
50% 25 9.4800
75% 25 15.9600

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

4.2.4.2 Utiliza el tamano de la muestra de la media armonica = 25,000.

A las 24 horas de exposicion del extracto etandlico de Fragaria
ananassa (fresa), el halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans es similar
cuando la concentracion es del 25% y del 50%; mientras que al 75% el halo de
inhibicién es mayor con 15.96

Figura 5.

Comparacion respecto a la concentracion de del extracto etandlico de Fragaria

ananassa (fresa) a las 24 horas de exposicion sobre el Streptococcus mutans.
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4.2.4.3 Evaluacion a las 48 horas de exposicion segun las
concentraciones(25%, 50% y 75%) del extracto etandlico de

Fragaria ananassa (fresa)

Tabla 13.
Fuente de tablas y gréaficos

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Fragaria ananassa (fresa)
segun las concentraciones (25%, 50% y 75%) sobre el Streptococcus mutans a las 48

horas de exposicién.

48 horas N Media Degleisa\(l:.ién Minimo Méaximo
25% 25 8.280 1.242 7.00 11.00
50% 25 8.720 1.275 7.00 11.00
5% 25 15.120 1.691 12.00 17.00

ANOVA F=182.295 p = 0.000

A las 48 horas el halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans cuando la
concentracion del extracto etanolico de Fragaria ananassa (fresa) esal 25% es de 8.280
+ 1.24 mm, cuando la concentracion es al 50% es de 8.720 £1.27 mm y cuando la

concentracion es al 75% es de 15.120 + 1.69 mm.

Al 95% de confiabilidad segun la prueba ANOVA existen diferencias
significativas respecto al halo de inhibicién sobre el Streptococcus mutans segun el
porcentaje de concentraciones (25%, 50%, 75%) a las 48 horas de exposicion (p =
0.000 < 0.05); por lo que se utilizara la prueba post hoc de Tukey para identificar en
gue concentracion existen diferencias significativas respecto a la inhibicion del

Streptococcus mutans.
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Tabla 14.

Fuente de tablas y gréaficos

Comparacion respecto a la concentracion de del extracto etandlico de Fragaria

ananassa (fresa) a las 48 horas de exposicion sobre el Streptococcus mutans.

HSD Tukey
(I) concentracion Diferencia de Desv. si
medias (I-J) Error g
50% -0.44000 0.40100 0.519
25%
75% -6,34000" 0.40100 0.000
25% 0.44000 0.40100 0.519
50%
75% -6,40000" 0.40100 0.000
25% 6,84000" 0.40100 0.000
75%
50% 6,40000" 0.40100 0.000

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Segun la prueba de Tukey cuando la exposicion del extracto etandlico de
Fragaria ananassa (fresa) es a las 48 horas, el halo de inhibicion sobre el Streptococcus
mutans es similar cuando la concentracion es al 25% y al 50% (p > 0.05), pero hay
diferencias cuando la concentracion es del 25% y 75% también existen diferencias
cuando la concentracion es del 50% y del 75% (p< 0.05).

Tabla 15.

Fuente de tablas y gréaficos

Subconjuntos homogéneos respecto a la concentracion del extracto etanolico de

Fragaria ananassa (fresa) a las 48 horas de exposicidn sobre el Streptococcus

mutans.
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
concentracion N
1 2
25% 25 8.2800
50% 25 8.7200
75% 25 15.1200

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 25,000
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A las 48 horas de exposicion del extracto etanolico de Fragaria ananassa
(fresa), el halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans es similar cuando la
concentracion es del 25% y del 50%; mientras que al 75% el halo deinhibicion es mayor
con 15.12 mm.

Figura 6.

Comparacion respecto a la concentracién de del extracto etandlico de Fragaria

ananassa (fresa) a las 48 horas de exposicion sobre el Streptococcus mutans.
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4.24.4 Evaluacion a las 72 horas de exposicion segun las
concentraciones(25%, 50% y 75%) del extracto etanolico de
Fragaria ananassa (fresa)
Tabla 16.

Fuente de tablas y gréaficos

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Fragaria ananassa (fresa)

segun las concentraciones (25%, 50% y 75%) sobre el Streptococcus mutans a las 72

horas de exposicion.

72 horas
N Media DeS\{iaci()n Minimo Maximo
estandar
25% 25 6.200 0.408 6.00 7.00
50% 25 6.440 0.507 6.00 7.00
5% 25 7.680 0.900 6.00 9.00
ANOVA F=182.295 p = 0.000
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A las 72 horas el halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans
cuando la concentracion del extracto etandlico de Fragaria ananassa (fresa) es
al 25% es de 6.20 £ 0.40 mm, cuando la concentracion es al 50% es de 6.44 +

0.50 mm y cuando la concentracién es al 75% es de 7.68 + 0.9 mm.

Al 95% de confiabilidad segun la prueba ANOVA existen diferencias
significativas respecto al halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans
segun el porcentaje de concentraciones (25%, 50%, 75%) a las 72 horas de
exposicion (p = 0.000 < 0.05); por lo que se utilizara la prueba post hoc de
Tukey para identificar en que concentracién existen diferencias significativas

respecto a la inhibicion del Streptococcus mutans.

Tabla 17.
Fuente de tablas y gréaficos

Comparacion respecto a la concentracion de del extracto etanolico de Fragaria

ananassa (fresa) a las 72 horas de exposicion sobre el Streptococcus mutans.

HSD Tukey
Diferencia Desy
() concentracién de medias ' Sig.
Error
(1-J)
50% -0.24000 0.18135 0.387
25%
75% -1,48000" 0.18135 0.000
25% 0.24000 0.18135 0.387
50%
75% -1,24000" 0.18135 0.000
25% 1,48000" 0.18135 0.000
75%
50% 1,24000" 0.18135 0.000

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Segun la prueba de Tukey cuando la exposicion del extracto etandlico de
Fragaria ananassa (fresa) es a las 72 horas, el halo de inhibicion sobre el Streptococcus
mutans es similar cuando la concentracion es al 25% y al 50% (p > 0.05), pero hay
diferencias cuando la concentracion es del 25% y 75% también existen diferencias

cuando la concentracion es del 50% Yy del 75% (p< 0.05).
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Tabla 18.
Fuente de tablas y gréaficos
Subconjuntos homogéneos respecto a la concentracion del extracto etandlico de

Fragaria ananassa (fresa) a las 72 horas de exposicion sobre el Streptococcus

mutans.
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
concentracion N 1 2
25% 25 6.2000
50% 25 6.4400
5% 25 7.6800

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 25,000.

A las 72 horas de exposicion del extracto etandlico de Fragaria
ananassa (fresa), el halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans es similar
cuando la concentracion es del 25% y del 50%; mientras que al 75% el halo de
inhibicidn es mayor con 7.68 mm.

Figura 7.

Comparacion respecto a la concentracion de del extracto etanolico de Fragaria

ananassa (fresa) a las 72 horas de exposicion sobre el Streptococcus mutans.
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4.2.5 Resultados respecto al objetivo general

Tabla 19.
Fuente de tablas y graficos

Tabla descriptiva del efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico in vitro de

la Fragaria ananassa sobre el Streptococcus mutans.

Lectura Media DesY|aC|on N
estandar
25% 8.8400 1.24766 25
50% 9.4800 1.29486 25
24 horas
75% 15.9600 1.85921 25
Total 11.4267 3.55715 75
25% 8.2800 1.24231 25
50% 8.7200 1.27541 25
48 horas
75% 15.1200 1.69115 25
Total 10.7067 3.44365 75
25% 6.2000 0.40825 25
50% 6.4400 0.50662 25
72 horas
75% 7.6800 0.90000 25
Total 6.7733 0.90901 75
25% 7.7733 1.53846 75
50% 8.2133 1.68694 75
Total
75% 12.9200 4.04288 75
Total 9.6356 3.54569 225

De latabla descriptiva se observa que el mayor halo de inhibicién sobre
el Streptococcus mutans se da ya a las 24 horas de exposicién con
concentracion del 75% del del extracto etandlico de Fragaria ananassa (fresa),
con 15.96 + 1.859 mm.
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Tabla 20.

Fuente de tablas y gréaficos

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico in vitro de la Fragaria ananassa

sobre el Streptococcus mutans.

Pruebas de efectos Inter sujetos (prueba de
normalidad)

Variable dependiente: inhibicion

_ Tipo 11l de Media _
Origen suma de gl - F Sig.
cuadratica
cuadrados

Modelo corregido 2481,236° 8 310,154 200,052 ,000

., 20889,884 1 20889,884 13474,1 ,000
Interseccion

25

Lectura 941,076 2 470,538 303,500 ,000
concentraciones 1220,862 2 610,431 393,732 ,000
Lectura * 319,298 4 79,824 51,487 ,000
concentraciones
Error 334,880 216 1,550
Total 23706,000 225
Total corregido 2816,116 224

a. R al cuadrado = ,881 (R al cuadrado ajustada = ,877)

Segun la tabla ANOVA al 95% de confiabilidad, existen diferencias
significativas respecto al halo de inhibicidn sobre el Streptococcus mutans, al
considerar las lecturas a las 24 horas, 48 horas y 72 horas, también respecto a
las concentraciones al 25%, 50% Yy 75%; considerar a la lectura y la
concentracion a la vez es un factor que mejora el halo de inhibicidn sobre el

Streptococcus mutans. (p < 0.05).

52

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad 0 . . .
Andina Repositorio Digital

del Cusco

Figura 8.

Comparacion respecto a la lectura y concentracion del extracto etandlico de Fragaria

ananassa (fresa) sobre el Streptococcus mutans.

Medias marginales estimadas de inhibicion a streptococcus mutans
concentraciones

—25%
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16,00
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8,00
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24 horas 48 horas 72 horas
Lectura

p 24 horas Grado de
sensibilidad

25% 8.84 sensible

50% 9.48 sensible

75% 15.96 Muy sensible

p 48 horas Grado de
sensibilidad

25% 8.28 sensible

50% 8.72 sensible

75% 15.12 Muy sensible

p 72 horas Grado de
sensibilidad

25% 6.20 Sin sensibilidad

50% 6.44 Sin sensibilidad

75% 7.68 Sin sensibilidad
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CAPITULO V
DISCUSION

5.1 Hallazgos mas relevantes.
e La fresa presenta alto grado de concentracion de la vitamina C y el xilitol.
e Elextracto de la fresa al presentar alta concentracion de vitamina C se volatiliza
con facilidad
5.2 limitacion de estudio.
e No existe sembrios especificos de la fresa para el uso odontolégico.
e El Colegio Odontolégico del Cusco no promueve el uso del extracto del fruto
(fresa)
¢ No hay consultorios odontolégicos para exclusividad de usos de plantas
naturales.

5.3 Comparacion critica con las literaturas existentes.

e Cando,et. en Ecuador el afio 2017, realizo un estudio y se evidencia que existe un
gradode inhibicion de la cepa Streptococcus mutans en la solucion de té verde
al 10%. Sin embargo, llegan a la Conclusién que el grado de inhibicion del té
verde en concentracion de 20% presenta mayor actividad antibacteriana a
comparacion del 10%. En el presente estudio Segln la prueba de Tukey
considerando extracto etanolico de Fragaria ananassa (fresa) al 25% el halo de
inhibicion sobre el Streptococcus mutans es similar entre las 24 horas y 48
horas; pero existen diferencias significativas entre las 24 horas y 72 horas; por
otro lado, también existen diferencias entre las 48 horas y 72 horas. En nuestro
estudio la concentracion fue del 25%; por lo que podemos afirmar que la mayor
concentracion; establezca diferencia significativa y cuando se aplica el tiempo

este es diferente lo que dio confiabilidad a nuestra investigacion.

e Leodn, et. al. en Trujillo el afio 2018, realizado un estudio intitulado: Efecto
antibacteriano In vitro del extracto etandlico de hojas de Sambucus peruviana
"Sauco"sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Segun el método de
Kirby-Bauer, el diametro promedio del halo de inhibicién fue: 6.1 mm, 8.9 mm

y 15.8 mm para las concentraciones de 25, 50 y 75% respectivamente. El grupo
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de hojas de sauco (Diametro de 43 mm). Segun el método de cuentas viables
mediante las UFC, el resultado obtenido fue: 8.2, 5.0 y 2.5 mm para las
concentraciones de 25, 50 y 75% respectivamente. En el presente estudio Segun
la ANOVA al 95% de confiabilidad, existen diferencias significativas respecto
al halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans, al considerar las lecturas a
las 24 horas, 48 horas y 72 horas, también respecto a las concentraciones al
25%, 50% y 75%; considerar a la lectura y la concentracion a la vez es un factor
que mejora el halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans. Coincidimos

con los datos de ambos estudios por ser similares.

e Saldarriaga, et. al. en Trujillo el afio 2017, realiza una investigacion con el titulo
“Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de Myrciaria dubia (Camu
camu) sobre Streptococcus mutans (ATCC 25175)”. Los extractos se
obtuvieron a partir de la cascara de Myrciaria dubia. Se realizaron dos pruebas,
primero la prueba de susceptibilidad utilizando el método de Kirby-Bauer
(difusion en discos). Para la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI), la concentracion minimainhibitoria fue de 25%, que el
extracto etandlico de Myrciaria dubia, si presentan efecto antibacteriano in
vitro sobre cepas de Streptococcus mutans (ATC 25175), donde nos indica que
todas las concentraciones utilizadas mostraron efecto antibacteriano y que las
medidas de los halos aumentaron a medida que aumenta la concentracion. En
el presente estudio se encontrd que la concentracion al 25% del extracto
etanolico de Fragaria ananassa (fresa) produjo un halo de inhibicion sobre el
Streptococcus mutans a las 24 horas de 8.840 + 1.24 mm, a las 48 horas de
8.280 £ 1.24 mm y a las 72 horas de 6.20 + 0.40 mm. Lo que permite aseverar
que en ambos estudios fue eficaz el efecto antibacteriano sobre la cepa de

estudio.

e Chero, et. al. en Chiclayo el afio 2016 realizaron una investigacién con el titulo
“Efecto antibacteriano in vitro del extracto alcohdlico de Psidium guajava
(guayaba) y Medicago sativa (alfalfa) sobre Streptococcus mutans ATCC
25175”. En el caso del extracto alcohdlico de Medicago sativa la mayor

inhibicién se obtuvo a la concentracionde 9 mg/mL pero dicha inhibicion no fue
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sinérgico entre los extractos alcohdlicos de las hojas de Medicago sativa y
Psidium guajava sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 cuyoshalos de
inhibicidn obtenidos fueron menores al control negativo. En el presente estudio
de la tabla descriptiva se observa que el mayor halo de inhibicién sobre el
Streptococcus mutans se da a las 24 horas de exposicién con concentracion del
75% del extracto etanodlico de Fragaria ananassa (fresa), con 15.96 + 1.859
mm. Posiblemente se deba a la mayor concentracion de nuestro extracto

alcohdlico, por ende ha sido mayor los malos de inhibicion.

e Barreto, et. al. en Trujillo el afio 2016 “efecto antibacteriano in vitro del extracto
etanolico de Fragaria vesca L. sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, el
presenteestudio experimental in vitro, tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacterianodel extracto etandlico de Fragaria vesca L. sobre Streptococcus
mutans ATCC 251757 El andlisis estadistico permitio seleccionar la
concentracion minima bactericida para laconcentracion al 75% de extracto
etanolico de Fragaria vesca L. demostrado que hay susceptibilidad del extracto
etanolico en la concentracion del 75% sobre el crecimiento del Streptococcus
mutans, ya que se obtuvo un halo de inhibicion promedio de 10.5mm, también se
pudo observar que es mayor al control(penicilina) que mostro un halo de inhibicion
de 9.5mm .En el presente estudio Al 95% de confiabilidad segun la prueba
ANOVA existen diferencias significativas respecto al halo de inhibicion sobre
el Streptococcus mutans segun el porcentaje de concentraciones (25%, 50%,
75%) a las 48 horas de exposicion ; por lo que se utilizé la prueba post hoc de
Tukey para identificar en que concentracion existen diferencias significativas
respecto a la inhibicion del Streptococcus mutans. Por lo que los estudios
aparentemente coinciden con productos diferentes sobre el Streptococcus

mutans.

e Carlos, en Cusco - Peru en el afio 2018, realizada una investigacion titulada:
“Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Camellia sinensis (Té
Verde) sobre Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Cusco 2018 dicho estudio
tuvo como Objetivo:Establecer el efecto antibacteriano del extracto etanélico de
Camellia sinensis (Té verde)sobre Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. El

extracto etandlico de Camellia sinensis (té verde) al 100% tuvo una mediana de
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El extracto etandlico de Camellia sinensis (té verde) al 75% tuvo una mediana
de 11,37 mm a las 48 horas, 10,57mm a las 72 horas y 10,01 mm a las 96 horas.
El extracto etandlico de Camellia sinensis (té verde)al 50% tuvo una mediana
de 10,11 mm a las 48 horas, 9,50 mm a las 72 horas y 8,60 mm a las 96 horas.
El extracto etandlico de Camellia sinensis (T¢é verde) al 100%, 75% y 50% tiene
efecto antibacteriano frente a Lactobacillus acidophilus ATCC 4356donde se
desarrolld un halo de inhibicion maximo de 16.94mm. y un minimo de
11.68mm. En el presente estudio, Segun la tabla ANOVA al 95% de
confiabilidad, existen diferencias significativas respecto al halo de inhibicion
sobre el Streptococcus mutans,al considerar las lecturas a las 24 horas, 48 horas
y 72 horas, también respecto a las concentraciones al 25%, 50% y 75%;
considerar a la lectura y la concentracion a la vez es un factor que mejora el
halo de inhibicion sobre el Streptococcus mutans. La diferencia de los halos de
inhibicion, posiblemente se deban a la concentracion del 100% que emple6 en
estudio con extracto etanolico de Camellia sinensis de té verde, en cambio en

nuestro estudio solo se logro la concentracion al 95%.

5.4 implicancias del estudio.
Dentro de las implicancias del estudio se puede mencionar los siguientes:
» Por motivos del covid- 19 no pude realizar los estudios a tiempo.
» Tuve que realizar el extracto de la fresa dos veces por motivo de la pandemia.

» Hubo un retraso de la llegada de la bacteria (streptococcus mutans) a Peru
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CONCLUSIONES

Se determino con el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Fragaria ananassa (fresa) al 75% de concentracion frente al Streptococcus
mutans. El halo de inhibicion a las 24 horas es mas alto 15.96 quiere decir que

es muy sensible segun Duraffourd

Se determino con el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Fragaria ananassa (fresa) al 50% de concentracion frente al Streptococcus
mutans,produjo un halo de inhibicién a las 24 horas de 15.12 quiere decir que es
muy sensible, es mayor a las 48 horas y a las 72 es menor, por lo que existen

diferencias significativas respecto a la inhibicion sobre el Streptococcus mutans.

Se determino con el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Fragaria ananassa (fresa) al 25% de concentracion frente al Streptococcus
mutans, a las24 horas el halo de inhibicion es de 8.84 que quiere decir que es

resistente segun Duraffourd. Es menor el halo de inhibicion a las 48 y 72 horas
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SUGERENCIAS

1.  Se sugiere a la directora de la Escuela Profesional de Estomatologia a incentivar
estudios experimentales “in vitro” para valorar la efectividad de la Fragaria ananassa,

a fin de comprobar si los resultados “in vitro” son similares.

2. Sesugiere a la directora del Laboratorios de Ciencias Basicas a organizar charlas del
uso de los laboratorios, para profundizar los experimentos de la Fragaria ananassa y
del Streptococcus mutans, asi como de otros microorganismos que habitan en la

cavidad bucal.

3. Sesugiere a los Bachilleres de estomatologia, a realizar estudios similares utilizando
otros tipos de extractos, como el etanolico, para evaluar si hay resultados similares.
Buscar el sinergismo con otras sustancias naturales que puedan potencializar el efecto

antibacteriano de nuestro extracto.

4.  Se sugiere a los estudiantes de la Universidad Andina del Cusco de la carrera
profesional de estomatologia realizar investigaciones con el extracto de la fragaria
ananassa a concentraciones a partir del 75% a 95 % ya que al 100% el extracto sale

solido y es dificil de manipular.

5.  Se sugiere a los estudiantes de Metodologia de la Investigacion de la carrera
profesional de estomatologia, realizar investigaciones en las que se use este extracto

como principio activo para la elaboracién de sustancias antisépticas de la cavidad oral.
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