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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion es determinar la eficacia in vitro del extracto de
blueberry en cepas certificadas de Porphyromonas Gingivalis y la hipotesis sostiene
que el Blueberry posee componentes como proantocianidinas, acido clorogénico y
flavonoides, responsables de propiedades antibacterianas; que la Concentracidon
Minima Bactericida es capaz de destruir microorganismos de una muestra inoculada en
condiciones estandarizadas; que la Concentracion Minimalnhibitoria es la menor
concentracion que inhibe el crecimiento visible de un inoculo de bacterias
estandarizadas y que la Clorhexidina al 2% es una sustancia antiséptica de accion
bactericida y fungicida que altera la membrana de la célula microbiana: es probable que
el Extracto de Blueberry a Concentracion MinimaBactericida sea mas eficaz que el
Extracto de Blueberry a Concentracion Minima Inhibitoria, la Clorhexidina al 2% vy el

Control Negativo en la inhibiciéon de Porphyromonas Gingivalis in vitro.

Para el desarrollo de la investigacion se utilizé la técnica de la observacion y andlisis
sistematico, se trabajo con un extracto de blueberry por el método convencional previa
desecacién, homogenizacion y maceracion durante 24 horascon etanol quedando

como resultado final un extracto de blueberry al 50%.

Los resultados mas importantes son:

La cepa certificada de Porphyromonas Gingivalis ATCC 33277 obtenida de laboratorios
Gen Lab, fue reactivada y sembrada en agar sangre, luego llevada a incubacion en

medio de anaerobiosis a 37°C por 48 horas.
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Se determindque la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) fue 20% y la Concentracién

Minima Bactericida (CMB) fue 25% del extracto de blueberry.

El estudio de sensibilidad bacteriana fue realizado por el método Kirby — Bauer, a una
escala 0.5 de Mc Farland y se obtuvo el registro de los halos de inhibicién; siendo
13.73 mm para el 20%, 18.91 mm para el 25%, 15.73 mm para la clorhexidina al 2% y

6 mm para el control negativo.

Finalmente se concluye que la eficacia del extracto de blueberry es al 25% en cepas

certificadas de Porphyromonas Gingivalis.

Palabras Clave: Extracto de Blueberry, Concentracion Minima Inhibitoria (CMI),
Concentracion Minima Bactericida (CMB), Estudio de Sensibilidad, Porphyromonas

Gingivalis.
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ABSTRACT

The objective of this research is to determine the efficacy in vitro extract blueberry in
certified strains of PorphyromonasGingivalis and the hypothesis holds that Blueberry
has components as proanthocyanidins, chlorogenic acid and flavonoids responsible for
antibacterial properties; Minimum Bactericidal Concentration that is capable of
destroying microorganisms inoculated sample under standardized conditions; the
minimum inhibitory concentration is the lowest concentration that inhibited visible growth
of an inoculum of bacteria and standard 2% Chlorhexidine is an antiseptic and fungicide
bactericidal altering the microbial cell membrane:is likely to Blueberry Extract Minimum
Bactericidal Concentration is more effective than a Blueberry Extract minimum inhibitory
concentration, 2% Chlorhexidine and Negative Control in the inhibition of

Porphyromonasgingivalis in vitro.

For the development of the thesis the art of systematic observation was used, worked
with a blueberry extract by the conventional method after drying, homogenization and

maceration for 24 hours with ethanol being the end result of blueberry extract 50%.

The most important results are:

A certified strain of Porphyromonasgingivalis ATCC 33277 Lab Gen obtained from
laboratories was reactivated and sown on blood agar, then carried through incubation in

anaerobiosis at 37 ° C for 48 hours.

It was determined that the minimum inhibitory concentration (MIC) was 20% and

Minimum Bactericidal Concentration (CMB) was 25% in the blueberry extract.
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The study of bacterial sensitivity was performed by the method Kirby - Bauer, on a scale
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of 0.5 McFarland and registration of the zones of inhibition was obtained; being 13.73
mm for 20%, 18.91 mm for the 25%, 15.73 mm for 2% chlorhexidine and 6 mm for the

negative control.

Finally it is concluded that the effectiveness of blueberry extract is certified 25% in

strains of Porphyromonasgingivalis.

Keywords: Blueberry Extract, minimum inhibitory concentration (MIC), Minimum

Bactericidal Concentration (MBC), Sensitivity Study, Porphyromonasgingivalis.
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INTRODUCION

Desde tiempos inmemorables el hombre ha hecho uso de los productos naturales con
fines terapéuticos, adquiridos empiricamente y transmitidos de padres a hijos de
generacion en generacion; debido a que pueden devolver la salud, aliviando el dolor,
controlando enfermedades y mejorando la calidad de vida del hombre. En el presente
siglo, la fitoterapia (ciencia que estudia las propiedades medicinales de las plantas),
sigue sorprendiéndonos por ser una alternativa de tratamiento natural, de facil acceso y
bajo costo para la poblacion, el blueberry posee propiedades medicinales muy
importantes como  antiinflamatorias, antibacterianos, antioxidantes, astringentes,
antisépticas y antidiarreicas , motivo por el cual se decidio realizar el presente trabajo
de investigacion, con la finalidad de comprobar la eficacia de la accion bactericida

sobre PorphyromonasGingivalis in vitro.

La PorphyromonasGingivalis presenta gran importancia en enfermedades
periodontales; considerandose un agente patogeno de la periodontitis por tener un alto
potencial de destruccion tisular gracias a enzimas proteoliticas. Su inhibicion permitiria

la reduccion significativa de enfermedades del periodonto.

Para su mejor organizacion esta investigacion ha sido dividida en tres capitulos:

En el Primer Capitulo se desarrolla el PlanteamientoTedrico que consiste en el

problema, objetivos, marco teorico y la hipdtesis del trabajo de investigacion.

En el Segundo Capitulo se presenta el Planteamiento Operacional que incluye el
tratamiento metodolégico de la técnica instrumentos y materiales, el campo de

verificacion y las estrategias de recoleccion de datos y manejo de resultados.
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En el Tercer Capitulo se dan los Resultados que comprenden la sistematizacion,

analisis de datos, interpretaciones y graficas, la discusion, conclusiones vy

recomendaciones.

Finalmente incluye la bibliografia, consulta informatizada y anexos pertinentes.
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. PLANTEAMIENTO TEORICO

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1. Determinacion del problema
El problema de este trabajo de investigacion se determina teniendo en cuenta
la existencia de diversas bacterias que invaden el medio bucal dentro de ellas
la PorphyromonasGingivalis y diversos estudios que demuestran que el
blueberry posee propiedades antibacterianas por su contenido en
proantocianidinas, acido clorogénico y flavonoides; sumado a un interés
especial por investigar posibles usos agregados que se le puede atribuir al
blueberry y de los que ain no se conoce en su totalidad en la rama de la
odontologia.
Se busca conocer la eficacia producida por la aplicacién de un producto natural
como el blueberry sobre Porphyromonas Gingivalis, la principal responsable de
la enfermedad periodontal; para ayudar a su disminucion, se apela a la lectura
de antecedentes investigativos sobre este producto y su actividad, que en la
actualidad es investigada y dia a dia se descubren nuevos beneficios de este
fruto que esta siendo introducido al mercado peruano en los Ultimos afos.
1.2. Enunciado
“EFICACIA IN VITRO DEL EXTRACTO DE BLUEBERRY EN CEPAS
CERTIFICADAS DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS EN LOS

LABORATORIOS CLINICOS DE LA UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA

MARIA, AREQUIPA 2013”
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1.3. Descripcion

1.3.1. Area de conocimiento
1.3.1.1. Area General: Ciencias de la Salud
1.3.1.2. Area Especifica: Odontologia
1.3.1.3. Especialidad: Periodoncia
1.3.1.4. Linea o Tépico: Microbiologia Oral

1.3.2. Operacionalizacion de variables

VARIABLES INDICADOR SUB INDICADOR

VARIABLE ESTIMULO Concentracion minima

extracto de blueberry inhibitoria (CMI)

Concentracion minima

bactericida (CMB)

VARIABLE RESPUESTA
PorphyromonasGingivalis | Diametro del halo de

inhibicibn en mm
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1.3.3. Interrogantes basicas

1.3.3.1. ¢Cual es la eficacia in vitro de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) del extractode blueberry en
cepas certificadas de Porphyromonas Gingivalis?

1.3.3.2. ¢Cual es la eficacia in vitro de la Concentracion
Minima Bactericida (CMB)del extracto de blueberry en
cepas certificadas Porphyromonas Gingivalis?

1.3.3.3. ¢Cual es la eficacia de la Clorhexidina al 2% como
control positivo de crecimiento bacteriano en el diametro
del halo de inhibiciéon de Porphyromonas Gingivalis?

1.3.3.4. ;Cbomo es el comportamiento del control negativo de
crecimiento bacteriano en el diametro del halo de
inhibicién de Porphyromonas Gingivalis?

1.3.3.5. ¢Qué estimulo anteriormente mencionado es el mas
eficaz en el diametro del halo de Inhibicion de

Porphyromonas Gingivalis?
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1.3.4. Taxonomia de la Investigacion

TIPO DE ESTUDIO
Por la técnica | Por el tipo Por el Por el Por el
ABORDAJE de de dato numero de namero de ambito de DISENO NIVEL
recoleccion medicion de grupos recoleccion
la variable
respuesta
Cuantitativa | Experimental | Prospectiva | Transversal | Comparativa | Laboratorial Cuasi Explicativa
Experimental

1.4. Justificacion

1.4.1. Importancia
El presente trabajo tiene una importancia cientifica ya que aporta con un
conocimiento aun no estudiado en su totalidad que nos brinda nuevas
alternativas para solucionar problemas odontolégicos ademas de aportar una

nueva alternativa de solucion ante las PorphyromonasGingivalis.

1.4.2. Originalidad
La investigacion es auténtica, posee algo nuevo dentro de lo conocido que
permite ampliar nuestra visidon en el conocimiento acerca del blueberry
orientado a odontologia y sus propiedades no tan conocidas de

antibacteriano y antiadherente.
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1.4.3. Viabilidad

Realizar esta investigacién es muy viable porque contamos con los recursos

necesarios tales como el tiempo, los materiales y el financiamiento.

1.4.4. Actualidad
El trabajo tiene una connotacion altamente actual, ya que es un producto
cuyas propiedades estan siendo estudiadas recientemente y en el ambito de
la odontologia las investigaciones recién estan comenzando; asi como la

introduccién de este producto en el mercado peruano es reciente.

1.4.5. Utilidad
Esta investigacion resulta Gtil por permitir demostrar el gran poder
antibacteriano del blueberry permitiendo elaborar ciertas recomendaciones
gue permitan mejorar la calidad de vida de los deméas e iniciar nuevas
investigaciones que puedan explotar las maravillosas propiedades de este

fruto.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM . DE SANTA MARIA
2. OBJETIVOS

2.1.1. Determinar la eficacia in vitro de la Concentracion Minima
Inhibitoria  (CMI) del extracto de blueberry en cepas
certificadas de Porphyromonas Gingivalis.

2.1.2. Determinar la eficacia in vitro de la Concentracion minima
Bactericida (CMB) del extracto de blueberry en cepas
certificadas Porphyromonas Gingivalis.

2.1.3. Determinar es la eficacia de la Clorhexidina al 2% como
control positivo de crecimiento bacteriano en el diametro del
halo de inhibicién de Porphyromonas Gingivalis.

2.1.4. Establecer el comportamiento del control negativo de
crecimiento bacteriano en el didmetro del halo de inhibicion de
Porphyromonas Gingivalis.

2.1.5. Identificar que estimulo anteriormente mencionado es el méas
eficaz en el didmetro del halo de Inhibicion de Porphyromonas

Gingivalis.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE X enTrTion

TESIS UCSM S DE SANTA MARIA

3. MARCO TEORICO
3.1. Marco Conceptual
3.1.1. Arandano
El arandano es un arbusto perteneciente a las familias ericaceas del
géneroVaccinium, recibe el nombre de anavia, raspano o mirtillo. Son plantas

sub-arbustivas que miden entre 20 y 60 cm de altura.®

3.1.1.1. Generalidades y distribucion geogréafica

Es una planta importante desde el punto de vista ecoldgico, no sélo por sus
frutos sino porque ademas protege el suelo de los bosques de la erosiéon y
contribuye a la formacion de humus, se distribuye en la mayor parte de
Europa (Alpes, Apeninos centrales, Pirineos), Asia, América central, EE.UU.
y Canada, entre los bosques de coniferas y en los brezales.EE.UU. es el
principal productor, consumidor, exportador e importador de arandanos del
mundo y junto a Canada abarcan el 90% del area productiva total, seguida
de Chile (que fue el pionero del cultivo del arandano en el hemisferio sur),

Argentina, Nueva Zelanda, Australia y Sudafrica.?

Los principales paises productores europeos son: Francia, Holanda,

Alemania, Polonia y Espafa®.

1 http://www.uclm.es/area/cta/cesia2012/cd/PDFs/4-BIO/BIO-P25T.pdf
2 http:/iwww.inforegion.pe/portada/141409/arandano-la-nueva-estrella-de-la-agro-exportacion-peruana/
3 http:/iwww.uclm.es/area/cta/cesia2012/cd/PDFs/4-BIO/BIO-P25T.pdf
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Los paises que demandan este tipo de frutos son: Japon, Italia, Inglaterra,

Bélgica y Holanda.Canada es el principal proveedor de arandanos
congelados del mundo, pero a diferencia de EE.UU., la produccion

canadiense es mayoritariamente de tipo silvestre.*

Chile y Argentina ofertan en estado fresco a los principales mercados
ubicados en el hemisferio norte (EE.UU., Canada y algunos paises
europeos), cuando éstos se encuentran en su estacion invernal y no pueden

abastecerse con su produccién local.*

3.1.1.2. DescripcionBotanica
Se trata de un arbusto pequefio de 0.2-0.6 metros de altura, cuyo nombre

cientifico es Vaccinium., perteneciente a la familia Ericaceae.”

Las raices de los arandanos tienen un aspecto fibroso y se distribuyen
superficialmente, lo que las vuelve dependientes de una provisidn constante
de humedad. En condiciones naturales las raices estdn asociadas con
hongos micorrizas especificos, con los cuales mantienen una relacién de

mutuo beneficio (simbidtica).

Entre las raices y la parte aérea se encuentra la corona, que tiene la

capacidad de emitir brotes.®

4 http:/lwww.agronegociosperu.org/tema/tem003.htm#.U1cS9IVSNLV
5 http:/lw4.siap.sagarpa.gob.mx/AppEstado/Monografias/Frutales/Blueberry.html
6 http://w4.siap.sagarpa.gob.mx/AppEstado/Monografias/Frutales/Blueberry.html
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La altura del arandano bajo no supera el medio (1/2) metro. En cambio, el

arandano alto en condiciones de cultivo puede alcanzar alturas de hasta 2,5

m.’

Las yemas vegetativas, de las cuales se originan las hojas, y las yemas
fructiferas, que producen las flores, se distribuyen en forma separada a lo

largo de las ramas, a diferencia de otros frutales.®

Las hojas son simples, de forma ovada a lanceolada, y caducas, es decir, las
hojas se pierden durante el receso invernal, adquiriendo una tonalidad rojiza

en el otofio®

Las flores poseen corola blanca o rosada, reuniéndose en racimos, son
péndulas y se abren solitarias en la axila de las hojas. El caliz, poco
marcado, tiene 4 o 5 dientes obtusos. La corola esférica verde pélido deja

sobresalir el estigma®

El fruto es una baya casi esférica, que dependiendo de la especie y cultivar,
puede variar en tamafio de 0,7 a 1,5 cm de didmetro, y en color desde azul
claro hasta negro. La epidermis del fruto est4 cubierta por secreciones
cerosas, que le dan una terminacién muy atractiva, como en el caso de las

ciruelas.®

7 http:/lwww.sierraexportadora.gob.pe/productos/catalogo-de-productos/arandano/
8 http:/iwww.botanical-online.com/medicinalsarandano.htm

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

3.1.1.3. Etimologia
Vaccinium: nombre genérico que se utilizé en latin clasico para un tipo
de baya(probablemente el arandano Vacciniummyrtillus ), pero su Uultima

derivacién es oscura.®

3.1.1.4. Variedades

Existen dos subgéneros:*°

Oxycoccus Vaccinium
Subgénero (los arandanos rojos o Todas las otras especies, con
cranberries): con vastagos no vastagos lefiosos, mas gruesos y
lefiosos, delgados y rastreros y erguidos y flores acampanadas.
flores con pétalos fuertemente

inclinados.
Algunos botéanicos consideran este

subgénero como un género aparte.

e V. erythrocarpum e V. acosta Raeusch.

e V. macrocarpon « V. angustifolium (Aiton) Benth.
e V. microcarpum o V. arboreum Lesch. ex Dunal
e V. OXycoccus e V.asheiJ.M.Reade

9 http://climafrutal.wordpress.com/el-arandano/
10 http://ividaok.com/el-arandano-variedades-propiedades-del-arandano/
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http://es.wikipedia.org/wiki/William_Aiton
http://es.wikipedia.org/wiki/Benth.
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Vacciuium_arboreum&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Lesch.
http://es.wikipedia.org/wiki/Dunal
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Vaccinium_ashei&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/J.M.Reade
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e V. atrococcum (A.Gray) A.Heller

e V. caesium Greene
e V. consanguineum
e V.CORYMBOSUM

e V. melanocarpum

e V. meridionale

e V. myrsinites
o V. myrtilloides
e V. myrtillus

e V. occidentalis
e V.ovatum

e V. pallidum

e V. parvifolium
e V. uliginosum
e V. vitis-idaea

e V. vitis-idaea var. minus
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3.1.1.1. Blueberry
Llamado arandano azul o mora azul, es el fruto del ardndano, una baya
pequefia, de color azul, de ahi la denominacién de "blueberry”. *‘Frutal de
aspecto arbustivo, perteneciente a la familia botanica de las Ericaceas.
Existen distintas especies de arandanos. La mayor extension cubierta por
este frutal corresponde al ardndano bajo, que crece silvestre en regiones frias
de Norteamérica, de donde es originario. El arandano alto y el arandano ojo

de conejo son cultivados comercialmente.

El arandano azul silvestre posee un sabor y textura superiores a pesar de ser

de menor tamafo que los ofrecidos comercialmente.

3.1.1.1.1. Componentes del blueberry
Contenido por 100 gramos de sustancia comestible (valores aproximados
pueden existir ligeras variacionesen funcion del origen y variedad

analizada).

e Agua(g)87.4

e Proteinas (g) 0.3
e Fibras (g) 1.7

e Calorias (kcal) 42
e Vitamina A (Ul) 30

e Vitamina B1 (mg) 0.014

11 hitp:/frespuestanatural.net/tag/arandano-azul/
12 hitp://www.enbuenasmanos.com/articulos/muestra.asp?art=2378
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e Vitamina B2 (mg) 0.0024

e Vitamina B6 (mg) 0.012

e Vitamina C (mg) 12

e Cobre (mg) 0.26

e Fésforo (mg) 10

e Cloro (mg) 4

e Hierro (mg) 0.5

e Calcio (mg) 14

e Taninos: catequicos (5 — 12%)y proantocianidinasoligoméricas

e Flavonoides: astragalina, hiperosido, quercitina e isoquercitina

e Antocianos : ( 0.1-0.5 %): malvidina, cianidina, petunidina y heterosidos de
delfinidina con distintos azucares.

« Acidosfendlicos derivados del acidocinamico: acidoscafeico y clorogenico

e Triterpenos: acidousolico

e Iridoides : asperulosido y onotropeina

e Acidosorganicos (1 %): acidoquinico, malico y citrico

e Pectina (3-7%)

e Acido nicotinico (mg) 0.2

e Acido pantoténico (mg) 12

e Sodio (mg) 2

e Potasio (mg) 72

e Magnesio (mg) 6

e Manganeso (mg) 0.5
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3.1.1.1.2. Propiedades Antibacterianas y Antiadherentes

del Blueberry

Las propiedades antibacterianas y antiadherentes bacterianas que posee el
blueberry se deben a las proantocianidinasoligoméricas, acidoclorogénico y

flavonoides.

Cada uno de ellos tiene un modo de accién diferente en contra de bacterias y

consta de antecedentes importantes que se deben tener en cuenta:

3.1.1.1.2.1. ProantocianidinasOligoméricas

Son polimeros de flavanoles-3, también conocidas como “taninos
condensados, poseen propiedades antibacterianas asi como la propiedad de

inhibir la adhesion de las bacterias.

La actividad anti-adherencia de proantocianidinas en los productos de
ardndano ha sido bien establecida, pero no esta claro en qué medida se
traduce esta actividad anti-adherencia en la prevencion de las infecciones
urinarias. Una Colaboracion Cochrane Review del cuerpo de la literatura
clinica concluyé que "hay una cierta evidencia para recomendar el jugo de
ardndano para la prevenciéon de las infecciones urinarias en mujeres con U
sintométicas. Otra revision de arandano y la prevencion de la IU tienen una

visibn mas escéptica. La revision apoya la lucha contra la adherencia de la
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actividad de un tipo proantocianidinas: "La evidencia sugiere que los restos

proantocianidinas son compuestos antiadherentes potentes” **

Los flavonoides y los polifenoles asociados, y en particular las PACs,
provocan un efecto inhibidor sobre el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH). El posible mecanismo de acciénpuede ser porque inhiben la expresion
de los genes que regulan la unién del virus a receptores celulares en los

linfocitos normales, lo que previene la infeccién.*

Las proantocianidinas tienen capacidad de inhibir la adherencia de la E. Coli a

las células del tejido urinario de la siguiente manera:

e Previniendo la entrada de la E. Coli por medio de una barrera
energPreviniendo la entrada de la E. Coli por medio de una barrera
energética. Las proantocianidinas evitan la adhesio

e Cambiando la forma de la E. Coli de baston a esférica, para evitar su
adherencia.

e Inhibiendo la capacidad secretora de la E. Coli, evitando la colonizacién que

genera la infeccion ("sensingquorum®).*®

3.1.1.1.2.2. Acido clorogénico

Los acidos clorogénicos son compuestos fendlicos que se clasifican dentro de

los fendlicos simples o no flavonoides.*®

Bhttp://centrodeartigos.com/articulos-enciclopedicos/article_82877.html
“http://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:DTHUQRzfCQQJ:www.naturlet.com/naturlet/libros/PA
Cs.pdf+&cd=1&hl=es-419&ct=cInk&gl=pe

15http://www.sexovida.com/colegas/arandanos.htm
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Los estudios han demostrado que el acido clorogénico es eficaz contra varias

bacterias patégenas incluyendo E. coli.*’

Existen investigaciones en las cuales se comprueban la accion antibacteriana
del acidoclorogenico por ejemplo: J. Dueiias, B. Naranjo & P. Araujo
(Departamento de Ciencias de la vida, Escuela Politécnica del Ejército,
Sangolqui, Ecuador. ) realizo una investigacion sobre la Extraccion y
caracterizacion de principios activos de estructura fendlica con propiedades
antioxidantes y antibacterianas, a partir de residuos del procesamiento de
alcachofas.; donde demostré la propiedad antibacteriana en cultivos de

Staphylococcusaureus y Salmonella spp. *

3.1.1.1.2.3. Flavonoides

Es el término genérico con que se identifica a una serie de metabolitos
secundarios de las plantas, son pigmentos naturales presentes en los
vegetales y que protegen al organismo de los dafios producidos por

sustancias o elementos oxidantes.®

Actian como anti fungicos y bactericidas, existen reportes sobre la planta
Scutellaria Baicalenis (Huang-Chin) que registran actividades bacteriostaticas
cuando se utilizan en concentraciones de 2% y bactericidas en

concentraciones del 3.13%; estos estudios datan desde 1982 donde

®http://nutraceuticos2012.blogspot.com/2012/10/acido-clorogenico.html
Yhttps://diabetesstop.wordpress.com/2007/11/25/arandano-azul/
Bhttp://www.espe.edu.ec/portal/files/sitio_congreso_2011/papers/V4.pdf
19http://www.Iineaysalud.com/ique-es/413-los-f|av0noides.htmI
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Investigadores del Hospital de la Administracién de Veteranos de Wadsworth

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

en conjunto con Investigadores de la Universidad de California, estudiaron el
efecto de agentes antimicrobianos; reportando que gracias al contenido de
flavonoides en esta planta se obtuvo propiedades bacteriostaticas vy

bactericidas.

Por otra parte Investigadores de la Universidad de Yonsei en Corea,
estudiaron a un extracto parcialmente purificado de la corteza de la planta
UlmiHanse (olmo) y sus ingredientes activos consistentes en flavonoides,
demostraron que en enfermedad periodontal los tejidos liberan proMMP — 2
yla forma activa de MMP-2, cuando se trata de periodonto patdgeno como
Treponema Lecithinolyticum. Asimismo las proteasas se obtienen de
PorhpyromonasGingivalis y Treponema Denticola; las cuales fueron inhibidas

gracias a estos componentes.

Otras investigaciones sefialan que compuestos fendlicos aislados del te verde
(CamelliaSinesis) contrarrestan los efectos toxicos de metabolitos liberados

por PorphyromonasGingivalis.?°

3.1.1.1.3. Usos Medicinales
3.1.1.1.3.1. Enfermedades de las vias urinarias:
El ardndano tiene capacidad para luchar contra problemas renales por poseer
propiedades depurativas y desintoxicantes, se ha demostrado que el jugo de

ardndano posee propiedades antibacterianas que ayudan en la prevencion de

20http://aapaunam.mx/Revista/REV-A4-V0 L4-OctDic/LosFlavonoidesTratamientolnfecciones.pdf
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cistitis, ademas de prevenir la inflamaciéon de la vejiga y las infecciones de

rifones, préstata, uretra y todo el tracto urinario en general.
El jugo de arandano también es util para la prevencion de calculos del rifién al
acidificar la orina ayudando a expulsar los oxalatos de calcio evitando la

formacion de piedras en el rifién y asi mismo la disolucién de arenilla.?*

3.1.1.1.3.2. Trastornos del aparato digestivo:

Gracias a sus propiedades astringentes, anti vomitivas, antiespasmadicas,
antiinflamatorias y bacteriostaticas detienen el crecimiento de bacterias en el
tracto digestivo ademas de utilizarse para tratamiento de diarreas, vomitos,

inflamaciones intestinales o gastroenteritis.?
3.1.1.1.3.3. Tratamiento de heridas y ulceras:

Los preparados de arandano usados externamente son muy eficaces para
enfermedades de la piel como ulceras de la boca, eczemas 0 acné; gracias a

sus propiedades antiinflamatorias.?®
3.1.1.1.3.4. Anemia:

La vitamina C fortalece el sistema inmunoldgico y favorece la absorcion de
hierro por parte de nuestro organismo ademas de su accion antioxidante; por

lo que es de gran ayuda para prevenir cosas de anemia.™”

2ihttp://www.larioja.org/npRioja/cache/documents/558132_PROPIEDADES_MEDICINALES_DEL_ARANDANO_web.
pdf;jsessionid=A393464393ADAFDOF63F86C8BD687B92.jvm3

22 http://respuestanatural.net/tag/arandano-azul/
23http://www.larioja.org/npRioja/cache/documents/558132_PROPIEDADES_MEDICINALES_DEL_ARANDANO_web.
pdf;jsessionid=A393464393ADAFDOF63F86C8BD687B92.jym3
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3.1.1.1.3.5. Afecciones oculares:

Existen numerosos estudios que demuestran la importancia de estos frutos en
la conservacion de la vista y en la prevenciéon de enfermedades oculares
gracias a su alto contenido de flavonoides antocianinas; de esta manera
ayudan en casos de ceguera nocturna, glaucoma, desprendimiento de retina,

astigmatismo o cataratas.?*

3.1.1.1.3.6. Enfermedades degenerativas:

Siendo una fruta con alto contenido de vitamina C y antioxidantes ayuda a
reducir el riesgo de sufrir enfermedades degenerativas como Alzheimer,
pérdida de memoria o los efectos de envejecimiento al reducir los radicales

libres.®
3.1.1.1.3.7. Enfermedad Periodontal

Debido a su contenido en flavonoides y compuestos fendlicos muestran un
efecto inhibitorio sobre las metaloproteinasas liberadas por el fluido crevicular

y las proteasas de T. denticola y P. Gingivalis.

Cientificos israelies ya demostraron las ventajas del arandano americano en
la prevencion de la enfermedad periodontal incluso utilizandolo como

enjuague bucal.®Estudio realizado tanto in vivo como in vitro, sefialando que

**http://www.larioja.org/npRioja/cache/documents/558132_PROPIEDADES_MEDICINALES
DEL_ARANDANO_web.pdf;jsessionid=A393464393ADAFDOF63F86C8BD687B92.jym3
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reduce la presencia de bacterias orales.?® También la utilizacién de fracciones

de alto peso molecular extraidas de arandano americano inhibiria enzimas

proteoliticas causantes de la enfermedad periodontal.?®
3.1.1.1.4. Produccion de Blueberry en el Peru

El blueberry es muy rentable en el mundo en cuestion de economia, poseen
altas perspectivas de crecimiento en el mercado internacional por sus
caracteristicas nutricionales, en el Peru en el afio 2007 fue introducido el
blueberry y en la actualidad hay sembradas 300 has; pero se puede asegurar
gue en los préoximos afios aumente la cantidad de cultivos debido a los
resultados técnicos y comerciales de los pioneros en produccion de
blueberries; la competencia de produccién y exportacidon es muy dinamica
pero el Pert cuenta con una ventana comercial (agosto — septiembre) donde
en otros paises productores de  blueberries la producciéon baja por
condiciones climatologicas; siendo equivalente la produccion de 5,000 has y a
700 millones de ddélares en exportaciones. De acuerdo a las proyecciones de
siembra, esta superficie sera instalada en 5 afios, convirtiéendose en un
exportados lider de berries(arandanos, frambuesas, fresas) y cherries

(cerezas) en el Hemisferio Sur.?’

Zhttp://apps.elsevier.esiwatermark/ctl_servlet? f=10&pident_articulo=13154072&pident_usuario=0&pcontactid=&pident
_revista=4&ty=68&accion=L&origen=zonadelectura&web=http://zl.elsevier.es&lan=es&fichero=4v29n04a13154072pdf001.
pdf

26 CANIGUERAL, Salvador, revista de fitoterapia “Arandano Americano (vacciniummacrocarpon): conclusiones de la
investigacion y de la evidencia clinica” pag. 18.

27 http:/iwww.inforegion.pe/portada/141409/arandano-la-nueva-estrella-de-la-agro-exportacion-peruana/
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Esta afirmacién se hace en base al comportamiento de los mercados y la

dinamica de los competidores, asi como los resultados que se vienen
obteniendo en las diferentes operaciones privadas, desarrolladas los ultimos
afnos en las regiones de Arequipa, Ica, Lima, Cajamarca, Ancash, La Libertad,

Lambayeque y Piura.*

Las primeras cosechas de arandanos obtenidas en el pais, demostraron que
las plantaciones se desarrollan con altos niveles de productividad, calidad y
costos competitivos; y que ademas se obtienen en la ventana comercial de

mayor interés a nivel mundial (septiembre y octubre).?®

Por otro lado, los resultados también demuestran que los “berries” y
“cherries” prosperan de mejor manera en la sierra que en otras regiones del
pais; dado que las condiciones de suelo y clima de las zonas alto andinas son
ideales para el desarrollo de este tipo de frutales que requieren elevados

niveles de frio, amplio rango térmico y suelos &cidos.?

28 http://agraria.pe/noticias/arandanos-azules-peruanos-tienen-potencial-en-eeuu
29 http://www.agronegociosperu.org/tema/tem003.htm#.U1cS9IVENLY
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Fruto Blueberry2!

3.1.2. Porphyromonas
Este género pertenece a la familia Bacteroidaceae y constituyen un grupo de
pigmentacién negra (BPN) son gramnegativas anaerobias estrictas®, suelen
presentarse en forma de bacilo o cocobacilo; comprende bacterias
asacaroliticas ( no metabolizan hidratos de carbono), usan como fuente de
energia compuestos nitrogenados, las especies de este género relacionada
con la patologia humana son: P. asacharolytica (patologia extraoral forma

parte de la microbiota normal del colon y la vagina), P. gingivalis, P.

%GRANADOS PEREZ, Raquel; VILLAVERDE, Carmen; MicrobiologiaBacteriologiaCaracteristicas y Clasificacion Bacteriana
VirologiaCaracteristicas y TécnicasBioquimicas pag. 58.
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endodontalis y P.catoniae, cuyo habitat natural es la cavidad oral y

excepcionalmente producen procesos patolégicos fuera de ella.®

3.1.2.1. PorphyromonasGingivalis

Es una bacteria periodonto patdgena que se aisla en el surco gingival cuando
hay lesiones periodontales avanzadas, raramente se puede detectar en el
dorso de la lengua, amigdalas y saliva®’; no se le considera parte de la
microbiota normal por el contrario como patégeno exdgeno se le relaciona con
gingivitis, pulpitis, abscesos periodontales y periapicales.*

Para su aislamiento los medios de cultivo deben incluir vitamina k y hemina o
sangre por su dependencia de hierro; las colonias claramente diferenciadas
aparecen tras una incubacion de al menos 48 horas a 36 + 1°C, poseen una
pigmentacion marron oscura 0 negra y no fluorescente baja la luz

ultravioleta.®*

SILIEBANA URENA, José; Microbiologia Oralpéag. 374.
32MOUTON, Christian. CLAUDE, Jean Robert; Bacteriologia Bucodentalpag. 55.
33LIEBANA URENA, José; Microbiologia Oralpég. 376.

34 http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/odontologia/2011_n1/pdffall.pdf
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Micrografia electrénica muestra las vesiculas y fimbrias
Autor: TsuteChen
Fuente: http://en.citizendium.org/wiki/File:P.gingivalis.jpg

3.1.2.1.1. Morfologia y estructura
Las células se presentan bajo la forma de cocobacilo de 0.5 um por 1.2 um,
anaerobio estricto gramnegativo e inmdviles, considerado un comensal en la

cavidad oral.*®

Su pared celular presenta a nivel de la membrana externa las
endotoxinas, son capsulados, no esporulados, sin flagelos y abundantes
fimbrias. A nivel superficial presenta vesiculas que contienen una variedad de
enzimas que juegan un rol importante en su virulencia. Asi también produce

multiples enzimas con capacidad de degradar compuestos proteicos.>®

3SMOUTON, Christian. CLAUDE, Jean Robert; Bacteriologia Bucodental pag. 58

36 http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/odontologia/2011_n1/pdffall.pdf
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3.1.2.1.2. Factores de virulencia

3.1.2.1.2.1. Capsula
De naturaleza polisacarida que permite la subdivisién de la especie en seis

serotipos, tiene una accién antifagocitaria.?®

3.1.2.1.2.2. Membrana externa
Poseen proteinas que se comportan como adhesinas que participan en
fendmenos de adhesion y coagregacién bacteriana y por tanto en la
colonizacion de células epiteliales y fibroblastos y en la formacion y

mantenimiento de la placa subgingival.?®

3.1.2.1.2.3. Fimbrias
Como las proteinas de la membrana externa y con sus mismas
consecuencias se comportan como adhesinas®’ e intervienen en fenémenos
de coagregacion y adhesion a superficies epiteliales y dentales en este ultimo

caso con mediacion de saliva. 2

3.1.2.1.2.4. Proteasas
Produce una amplia gama de enzimas proteoliticas, algunas se asocian a la
membrana externa y otras se liberan al exterior o son transportadas a

distancia por las vesiculas superficiales®, gracias a ellas se obtiene nutrientes

37BROOKS, Geo; Microbiologia Médicapag.37

3BRIVERA RIVERA, Cayetano; GenéticaBacterianaUniversidad Catolica de Santa Mariapag. 30
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a partir de tejidos del hospedador provocando importantes dafos tisulares,

favoreciendo a su multiplicacién. Penetracion y diseminacién.?®
Se comprende que estas proteasas al comportarse como agresinas e
impedinas, desempefian un papel fundamental en el surco gingival para

producir periodontitis.>°

3.1.2.1.2.,5. Otros compuestos proteicos
La superoxidodismutasa permite que las Porphyromonas Gingivalis resistan la
accion oxidante de los radicales superoxido generados en el interior de los
leucocitos polimorfonucleares.
Las exoenzimas que también contribuyen al dafio tisular como hialuronidasa,
fosfatasa alcalina relacionada con la reabsorcion del hueso alveolar.
La exotoxina del tipo epiteliotoxina de gran importancia en el proceso

penetrante de los tejidos.*

3.1.2.1.3. Fisiopatologia
Es considerado un colonizador secundario, comensal del surco gingival que
llega por contagio o transmision por individuos infectados por medio de la
saliva principalmente; su capacidad de adherirse principalmente por sus
fimbrias peritricas tipo Ib, Il asi como por sus vesiculas de membrana,
hemaglutininas, capsula, le permiten dar el primer paso en la colonizacion del
surco, poder adaptarse e invadir las células epiteliales en un periodo

aproximado de 20 minutos, pudiendo replicarse dentro de ellas y diseminarse

39LIEBANA URENA, José; Microbiologia Oral pag. 377-378
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a las células de alrededor. Esta caracteristica de invadir las defensas del

huésped. Asi también su capacidad de degradar diversas proteinas,
componentes del surco gingival, ligamento periodontal y hueso alveolar,
ademas de alterar la respuesta innata y especifica del anfitrién. A todo esto se
suma un factor huésped, que ante la presencia de esta bacteria, activa una
diversidad de respuestas que pueden incrementar el proceso inflamatorio,
presente en el surco, haciendo crénico el proceso de destruccion del

periodonto.*°

3.1.2.1.4. Aislamiento Bacteriano
P. gingivalis es un microorganismo anaerobio estricto que esta
predominantemente en las bolsas periodontales, especificamente en el
biofiimsubgingival y es por eso que la muestra para su aislamiento es a partir
del biofilmsubgingival, que se toma con diferentes instrumentos como curetas,
cintas, conos de papel. “'Siendo el mas utilizado el cono de papel nimero 30
0 40, que se coloca dentro del surco o bolsa periodontal por un periodo de 20
a 60 seg, para luego ser llevado a un medio de transporte como VMGA-III,
BHI, Tioglicolato y luego ser sembrado en medios enriquecidos como agar
sangre suplementado o el medio selectivo agar Columbia antibi6tico e incubar
a 37°c por 7 a 14 dias, en condiciones de anaerobiosis que puede ser jarra,

camara o sobres de anaerobiosis.*?

40 http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/odontologia/2011_n1/pdffall.pdf
41 http:/lwww.tesis.uchile.cl/tesis/uchile/2006/delrio_p/sources/delrio_p.pdf
42MOUTON, Christian. CLAUDE, Jean Robert; Bacteriologia Bucodental pag. 56
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Pasado este tiempo la lectura de las colonias debe reconocer caracteristicas

como tamafio de 1-2 mm, forma redonda, convexa y ser pigmentados de un
color marrén a negro. La coloracion gram debe evidenciar una morfologia

cocobacilar de 0.5 x 1-2 pm y ser negativa. **

3.1.2.1.5. Nutricién
PorphyromonasGingivalis es una especie proteolitica, asacarolitica, anaerobia
estricta, por lo que coloniza sitios en donde la tension de oxigeno es baja,
pero en los cuales hay substratos abundantes en nitrogeno. El ecosistema
subgingival proporciona un medioambiente ideal para esta especie, ya que, el
potencial rédox es bajo (y mas bajo alun en sacos periodontales), y posee
nutrientes enddgenos ricos en péptidos y aminoacidos; tiene un requerimiento
obligado de hierro para crecer. Sinembargo, cuando ocurre una falta de hierro
en el sistema de poros de la bacteria (sideporos, los cuales quelanhemina)
utiliza hemina (hierro protoporfirina 1X). Los niveles de hemina en boca son
variables y el sangramiento, como resultado de la inflamacién gingival,
elevaria su concentracién subgingival, de modo que este puede ser un factor
gue predispone a la acumulacion de esta bacteria. La hemina que se acumula
en la membrana extracelular actia como "basurero" de oxigeno ayudando a

mantener un microambiente anaerobio.**

43ABARCA Katia, GARCIA Patricia, VIAL Pablo; Microbiologia clinica pag. 173

a4 http://www.tesis.uchile.cl/tesis/uchile/2006/delrio_p/sources/delrio_p.pdf
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3.1.3. Medios de Cultivo

Los medios de cultivo son mezclas de elementos nutrientes de distinta
naturaleza que usan los microorganismos para su crecimiento® y se clasifican

segun“®:

CLASIFICACION DE
LOS MEDIOS DE
CULTIVO

| \ CONTENIDO DE
I-ESTADO FISICO PRESENTACION NUTRIENTES
sélidos —| En placa \ Corrientes
Liquidos —| En tubo \ Enrriquecidos

Semi-solidos

UTILIDAD

E

1
Aislamiento Pruebas
primario Bioquimicas

Selectivo

0L
[0k
E

[
il

Diferenciales

Selec/difer

4SCOLLINS, C.H.; LYNE, Patricia; Métodos Microbiolégico. pag.93
46GRANADOS PEREZ, Raquel; VILLAVERDE, Carmen; MicrobiologiaBacteriologiaCaracteristicas y Clasificacion Bacteriana
VirologiaCaracteristicas y TécnicasBioquimicas pag. 15-19.
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El mediode cultivo utilizado para PorphyromonasGingivalis es el agar sangre,

un medio enriquecido denominado de esta manera por ser un medio corriente
al que se le adiciona algun nutriente como sangre con o sin calentamiento,
hidratos de carbono, extracto de levadura u otros factores de enriquecimiento

especificos.*’

3.1.4. Pruebas de Sensibilidad o Susceptibilidad a los

Antimicrobianos

Las pruebas de susceptibilidad nos permiten determinar la resistencia o el
grado de sensibilidad de los microorganismos frente a los diferentes

antimicrobianos.

3.1.4.1. Concentracionminima inhibitoria (CMI)
Se define como la menor concentracion de antimicrobiano que inhibe el

crecimiento visible de un inéculo de bacterias estandarizado.*®

3.1.4.2. Concentracionminima Bactericida (CMB)
Se define como la minima concentracion de antibiético que destruye el

99.9% del indculo de bacterias estandarizadas™*°

4’DELGADO IRRIBAREN, Alberto; Laboratorio de Microbiologiapag.82

48KONEMAN, Elmer; ALLEN, Stephen; Diagnostico Microbioldgico Texto y Atlas a Color pag. 567-568
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3.1.4.3. Tipos de Métodos

Hay varios tipos de métodos, los mas importantes son:

e Dilucién
e Difusion

e Pruebas Especiales

3.1.4.3.1. Método de Dilucién
3.1.4.3.1.1. Dilucién en Agar
Considerado un método de referencia se inocula placas que contienen una
determinada cantidad de antibiético con el microorganismo en estudio y luego
se incuban, luego se observa si el microorganismo crece o no.*°
Determina la CMI en un medio solido que contiene concentraciones

crecientes del antibiotico.*

3.1.4.3.1.2. Dilucién en caldo
Se realiza en una serie de tubos (macrodilucion) 0 microplacas
(microdilucion) contienen concentraciones crecientes de un determinado

antibidtico.>*

49DELGADO IRRIBAREN, Alberto; Laboratorio de Microbiologiapag. 155
SOKONEMAN, Elmer; ALLEN, Stephen; Diagnostico Microbioldgico pag. 577

31 http://campus.usal.es/~micromed/Practicas_odontologia/unidades/labv/LabMicro/Antibiograma
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Se determina la CMI y la CMB; realizando diluciones seriadas del agente
antimicrobiano, después se agrega la suspension bacteriana estandarizada.

El dltimo tubo no recibe

antibiético y sirve de control
de crecimiento. Se incuba a

36°c +1 durante 18 horas.*?

00 50 25 125 835 312 18 Luego son observados a

Concentracidn da antibidbea
ngmbL

simple vista a fin de
Prueba de Suceptibilidad: Mé&todo Dilucion en Caldo

KONEMAN, Elmer "Diagndstico Microbioldgico"” Pag. 581 observar la turbidez. en

aqguellos tubos donde la bacteria se desarrolla y multiplica se observara turbio
y cuando el antibidtico inhibe el crecimiento habra una aclaracién de toda la
masa liquida del tubo; se observa cual es el tltimo tubo que presenta turbidez.
La concentracion de sustancia antimicrobiana siguiente a esta, es la que
corresponde a la CMI*®. La CMB se detecta subcultivando el caldo de los
tubos en placas con el medio de cultivo y observando el desarrollo o no de

colonias, después de incubar 18 horas a 36°c + 1.>

52KONEMAN, Elmer; ALLEN, Stephen; Diagnostico MicrobioldgicoTexto y Atlas a Color pag. 795 - 801

53 DELGADO, Alberto “LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA” pag. 156.
S4KONEMAN, Elmer; ALLEN, Stephen; Diagnostico Microbioldgico pag. 583
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3.1.4.3.1.2.2. Micro dilucién en Caldo

Se puede evaluar multiples antibiéticos en una misma micro placa y la

posibilidad de automatizacién es realizada en micro placas de plastico.*

3.1.4.3.2. Método por Difusién (kirby-bauer)
En este caso el microorganismo es inoculado en la superficie de una placa de
agar y luego se colocan discos impregnados con una concentracion conocida
del antimicrobiano®, puede realizarse por medios cuantitativosclasificando a
los microorganismos en sensible, intermedio y resistente a la sustancia a
evaluar de acuerdo al CommitteeforClinicalLaboratoriesStandards (NCCLS).®
Las placas seran incubadas por 16 — 18 horas a 36°c + 1, durante la
incubacion el antimicrobiano difunde radialmente desde el disco y su
concentracion a medida que se aleja ira disminuyendo a medida que se aleja
del disco, de tal forma que llegara un momento en el que el antimicrobiano
serd incapaz de inhibir al microorganismo y se producirda una zona de

inhibicion.®’

55 http://escuela.med.puc.cl/publ/boletin/laboratorio/Interpretacion.html
S6KONEMAN, Elmer; ALLEN, Stephen; Diagnostico Microbiolégico Texto y Atlas a Color, Editorial Panamericana. Bogota 1999
pég. 797

STABARCA Katia, GARCIA Patricia, VIAL Pablo; Microbiologia clinica; Universidad Catdlica de Chile. Chile. 2001 pag. 187
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Flgura 17-15 Principio de la difussin dal antibideiee en el agar, La concen-
tracivin del antibidico dsminuye a medida gue sumenia la distancia desde ¢l
oo,

KONEMAM, Elmer "Diagnostico Microbiologico”
Pag. 583

3.2. Antecedentes Investigativos
3.2.1. “Una revision sistematica de la evidencia de los arandanos y los
arandanos en la prevencion de infeccion urinaria”, Jepson
RG , Craig JC.
La Biblioteca Cochrane Plus, numero 3, 2008. Oxford, Update

Software Ltd.

En esta revisibn se evalla la eficacia de los productos de arandano y
arandanos en la prevencion de infecciones sintomaticas del tracto urinario
(ITU). Los criterios de seleccion fueron aleatorizados o cuasi-aleatorizados
controlados de arandano o jugo de arandano / productos para la prevencién
de las infecciones urinarias sintomaticas. Una busqueda exhaustiva se realizé

en noviembre de 2006 después de lo cual dos revisores evaluaron de forma
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criterios Cochrane. Los riesgos relativos (RR) se calcularon en su caso, de lo
contrario una sintesis narrativa se llevé a cabo. No se identificaron ensayos
pertinentes de los productos de arandano fueron identificados. Nueve
ensayos de productos de arandano cumplieron los criterios de inclusiéon. En
cuatro de buena calidad ensayos controlados aleatorios (ECA), los productos
de arandano redujeron significativamente la incidencia de infecciones
urinarias sintomaticas en 12 meses (RR general 0,65, IC 95%: 0,46-0,90) en
comparacién con placebo/ control. Cinco ensayos no se incluyeron en los
metanalisis debido a la falta de datos adecuados. Sin embargo, so6lo uno
informd un resultado significativo. Los efectos secundarios fueron comunes, y
las pérdidas de seguimiento / retiro de varios de los ensayos fueron altas (>
40%). Hay algunas pruebas de cuatro ECA de buena calidad que el jugo de
arandano puede reducir el numero de U sintomaticas durante un periodo de
12 meses, sobre todo en mujeres con IU recurrentes. No se sabe si es eficaz

en otros grupos susceptibles.

3.2.2. “Comparacion simultdnea de arandano (vacciniummyrtillus 1.) vy
arandano (vacciniumcorymbosum |) los frutos de su composicién de
antocianinas, actividad antimicrobiana y antioxidante” ,Burdulis
D, A Sarkinas, Jasutiené 1, Stackevicené E, Nikolajevas L,V
Janulis.

Journal Article, Research Support, Non-U.S. Gov't, Comparative

Study. ActaPoloniaePharmaceutica2009.
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El objetivo de este estudio fue investigar y comparar la composicion de
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antocianinas, antimicrobianos y la actividad antioxidante en frutos de
arandano y el arandano y sus pieles. Las investigaciones revelaron que la
mayor cantidad de antocianinas totales se observo en las pieles de las frutas
de las variedades de arandanos. Los resultados, obtenidos mediante analisis
cromatografico, se indica que la cianidina es una antocianidina dominante en
el ardndano y malvidina en muestras de arandanos. Extractos de "Herbert",
"Coville", "Toro" cultivares de arandanos y frutos de arandano revelado
propiedades antimicrobianas. Citrobacterfreundii (ATCC 8090) y
Enterococcusfaecalis (ATCC29212) fueron los mas sensibles entre ocho
bacterias Gram-negativas probadas y Gram-positivas. Las diferencias
significativas entre las bayas y extractos de piel no fueron establecidas. Los
estudios con frutos mostraron que la actividad antioxidante mas potente
posee cultivar ardndano "Berkeley" (82,13 + / - 0,51%). Mientras tanto, la
cantidad de enfriamiento rapido radicales libres en muestras de arandano fue
63,72 + / - 1,11%, respectivamente. La actividad antioxidante mas bajo se
estimé en cultivar ardndanos "Coville". En consecuencia, las fuertes
propiedades antirradicales se estima en arandanos cultivar piel de las frutas
"ama". Muestras de piel de fruta de arandano poseen actividad antirradical

fuerte también (82,69 + / - 0,37%).
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4. HIPOTESIS

Dado que el blueberry posee componentes como proantocianidinas, acido
clorogénico y flavonoides, responsables de propiedades antibacterianas; que la
concentracion minima bactericida es capaz de destruir microorganismos de una
muestra inoculada en condiciones estandarizadas; que la concentracién minima
inhibitoria es la menor concentracion de antimicrobiano que inhibe el crecimiento
visible de un in6culo de bacterias estandarizadas y que la clorhexidina al 2% es
una sustancia antiséptica de accion bactericida y fungicida que altera la
membrana de la célula microbiana:

Es probable que el extracto de blueberry a Concentracibn Minima Bactericida
sea mas eficaz que el extracto de Blueberry a Concentracion Minima Inhibitoria,
gue la Clorhexidina al 2% y que el Control Negativo en la de inhibicién de

PorphyromonaGingivalis in vitro.
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Il PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1. TECNICA, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION
1.1Técnica
1.1.1 Precisién de la técnica
En este trabajo de investigacion se opté por usar la técnica de

observacion microbioldgica laboratorial.

1.1.2 Esquematizacion de la técnica

TABLA DE TECNICAS
VARIABLES INDICADORES TECNICA PROCEDIMIENTO
PorphyromonasGingivalis Diametro del Observacién Medicién
halo de microbiolégica
inhibicion

1.1.3 Descripcion de la técnica
La técnica que se usOen este trabajo de investigacion es la
observacion microbiologica de los Discos de Sensibilidad de las
Placas Petri para determinar la Concentracion minima inhibitoria
(CMI) y la Concentracion minima bactericida (CMB) previa

identificacion de estas concentraciones en tubos con
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Porphyromonas Gingivalis a las que se les aplicara

concentraciones de Extracto de Blueberry para luego realizar la
medicién de estos en discos de Sensibilidad en las placas Petri,
logrando identificar que concentracion es la mas eficaz; teniendo
en consideracion los grupos controles positivo y negativo de

crecimiento bacteriano.

Método de Obtencidén del Extracto de Blueberry

Primero se obtuvo la materia prima de blueberry procedentes del

mercado san camilo.

Se realizé el lavado con agua potable, la desinfeccion fue con
alcohol de 70°; seguidamente se llevé al horno a temperatura
constante de 70°C durante dos dias hasta lograr la desecacion
completa de todos los blueberries; luego se homogenizo y peso
gquedando 92 gr de 500 gr de materia prima de blueberry, los que
se maceraron durante 24horas con etanol; para luego llevarlos al
rotavapor, donde se eliminé el etanol y finalmente a la estufa
esterilizadora para terminar la eliminacion de etanol y desinfeccion

final del producto: extracto de blueberry al 50%.
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Determinacion del Efecto Antibacteriano del Extracto de

Blueberry sobre Porphyromonas Gingivalis

La cepa certificada de Porphyromonas Gingivalis fue reactivada en
caldo tioglicolato y luego sembrada en agar sangre para ser llevada

por 48 horas a la camara de anaerobiosis al 10% de co.

1. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Método:Dilucion en Tubos (Tioglicolato)

Fundamento:

Se basa en la sensibilidad del microorganismo y la exposicion de
diluciones con diferentes concentraciones del bactericida, luego se
determina la concentracion de la droga, que inhibe el crecimiento

bacteriano mediante inspeccion visual. (no presenta turbidez).

Preparacion del Inoculo:

Con una asa de kohle estéril se recogen de 4 a 5 colonias, que han
sido aisladas, se sumergi6 el asa de kohle en 10 ml de caldo
Tioglicolato descargandose todo el material bacteriano y retirar el

asa.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2  DE SANTA MARIA
El resultado de la turbidez del medio debe ser semejante a 0.5 de

la Escala de Mc. Farland. La cual equivale a una concentracion de

108 UFC/m.

Se realizaron concentraciones decrecientes de la suspension
bactericida en diluciones de de 1000 pl, 800 pl, 600 pl, 400 pl, 200
pl, 100 pl, 50 pl, 25 pl; en 8 tubos de ensayo conteniendo 1000 pl
de caldo tioglicolato e inoculo de Porphyromonas Gingivalis con

una micro pipeta a cada tubo de ensayo.

Se incubo a 37°C por 24 horas.

Se observo la turbidez de los tubos para hallar el punto de ruptura

0 quiebre, tubo N° 4.

2. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Método:Dilucidon en Agar Sangre

Fundamento:

Determinar la concentracion mas baja de la sustancia en

investigacion que produce la muerte del 99.9% de bacterias.

Procedimiento

Se sembr6 en placas Petri con agar sangre el contenido de los
tubos con las diferentes concentraciones del extracto de blueberry
y el inoculo, incubdndolas a 37°C por 24 horas en anaerobiosis;

luego se observo el crecimiento bacteriano en las placas Petri
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determinando que no se observé crecimiento en la placa Petri que

contenia al tubo N° 3.

Determinacion de la Sensibilidad Antimicrobiana por medio de

los Halos de Inhibicién

Método:Susceptibilidad de Difusion en Discos (Kirby-Bauer).

Fundamento:

Impregnar un disco en la suspension bactericida, luego tomar
contacto con el medio solido, previamente sembrado. La actividad
de la suspension bactericida se evalia midiendo en mm. El

didmetro del halo formado.

Los agentes antimicrobianos se difunden en el medio solido en
forma radial alrededor del disco e inhiben el desarrollo de

microorganismos en la zona donde su concentracion es optima.

Procedimiento:

Se saturo en un hisopo la suspension bacteriana, luego estriar en
la placa Petri con agar sangre (rotando la placa 60°), logrando un

inoculo uniforme en toda la superficie de la placa Petri.

Colocar los discos de papel filtro impregnados de la CMI, (extracto
de blueberry al 20%), CMB (extracto de blueberry al 25 %),
clorhexidina al 2% (control positivo+) y disco de papel filtro (control

negativo-)
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Incubar a 37°C en anaerobiosis, medir los halos.

1.1.4 Disefio investigativo

1.1.4.1 Tipo

DE SANTA MARIA

Esta investigacion tiene un disefio Cuasi experimental, sin Pre

test y con Post test Unico.

1.1.4.2. Esquema Basico

GE; Extracto de | O3
Blueberry (CMI)

GE; Extracto de | O3
Blueberry (CMB)

GC. Clorhexidina al | O>
2%

GC. 0,
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1.1.4.3. Diagramacion Operativa

Grupo 1 Concentracion
P Minima Inhibitoria
—Grupo Experimental
Grupo 2 Concentracién
~ P Minima Bactericida
Conformacion de
Grupos
Grupo 3 Control Positivo
—  Grupo Control
Grupo 4 Control Negativo
Tratamiento
Experimental
I I
Extracto de Blueberry Extracto de Blueberry - 0
(CMI) (CMB) Clorhexidina al 2%
Grupo Experimental 1 Grupo Experimental 2 Grupo Control Positivo
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)|
Post Test

)|
L Medida del Halo Inhibitorio de Porphyromonas
Gingivalis
|
| | | |

Grupo Grupo Grupo Control Grupo Control
Experimental 1 Experimental 2 Positivo Negativo

COMPARACION

GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO

FASES EXPERIMENTAL | EXPERIMENTAL | CONTROL CONTROL

<=>
<

<=>

2 POSITIVO NEGATIVO

>
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1.2. Instrumentos

1.2.1. Instrumento documental
1.2.1.1. Precision
Ficha de observacién microbioldgica.

1.2.1.2. Estructura del Instrumento

VARIABLES ITEMS | INDICADORES | SUBITEMS
Extracto de Blueberry 1
Concentracion | 1.1
minima
Inhibitoria
(CMI)
1.2
Concentracion
minima
Bactericida
(CMB)
PorphyromonasGingivalis | 2 Diametro  del | 2.1
halo de
inhibicion  en
mm
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1.2.2. Instrumentos Mecéanicos
e Estufa
e Mechero de bunsen
e Autoclave
e Cocina eléctrica
e Micropipetas10, 50, 100 ul
e Rotavapor

e Camara de anaerobiosis

1.2.3. Materiales
1.2.3.1. Materiales de Laboratorio

e Placas Petri
e Tubos de ensayo
e Matraz
e Bagueta
e Asa de kolle
e Hisopos estériles

e Gradilla para tubos de ensayo

1.2.3.2. Materiales biolégicos
e cepa certificada de PorphyromonasGingivalis
e Blueberry
e Agar sangre

e Caldo Tioglicolato
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2. CAMPO DE VERIFICACION

2.2.  Ambito espacial

2.2.1. Ambito General de la investigacion
La investigacion se realiz6 en el departamento de Arequipa,
provincia de Arequipa, en las instalaciones de la Universidad

Catdlica de Santa Maria; ubicada en Urb. San José s/n, distrito de
Arequipa.
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2.2.2. Ambito Especifico de la Investigacion

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

La investigacion tiene por ubicacién especifica los laboratorios de

la Universidad Catdlica de Santa Maria en el pabellén H — 403.

2.3. Temporalidad
La investigacién fue realizada en los meses de diciembre 2013 a febrero
2014.
2.4. Unidades de estudio
2.4.1. Opcion

Grupos

2.4.2. Unidades de andlisis

Discos de Sensibilidad

2.4.3. ldentificacion de los grupos

Grupo 1: Este grupo esta representado por Discos de Sensibilidad
colocados en Placas Petri sembradas con Porphyromonas
Gingivalis bajo la influencia del extracto de blueberry de las cuales

se destacara la Concentracion determinada como CMI.

Grupo 2:Este grupo esta representado Discos de Sensibilidad

colocados en Placas Petri sembradas con Porphyromonas
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Gingivalis bajo la influencia de blueberry de las cuales se

destacara la concentraciéon determinada como CMB.

Grupo 3: Este grupo esta representado por Discos de Sensibilidad
colocados en Placas Petri sembradas con Porphyromonas
Gingivalis bajo la influencia de Clorhexidina al 2% usado como
Control Positivo de crecimiento bacteriano determinado como

Control +.

Grupo 4: Este grupo esta representado por Discos de
Sensibilidad colocados en Placas Petri sembradas con
Porphyromonas Gingivalis usado como Control Negativo de

crecimiento bacteriano determinado como Control - .

2.4.4. Control de los grupos
2.4.4.1. Criterios de inclusién
- Naturaleza de la cepa: Porphyromonas Gingivalis
- Ambiente adecuado para el crecimiento y desarrollo de la
cepa
2.4.4.2. Criterios de exclusion

- Otras cepas
- Contaminacion del ambiente para el crecimiento y desarrollo

de la cepa
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2.4.5. Numero de réplicas
Se asigna las unidades de estudio a cada grupo de manera
aleatoria y para la conformacién del tamafio de grupo se la

siguiente formula: para poblaciones infinitas y tamafo

desconocido:
n= Za?pqg
EE

Za = 1.96 cuando el error a = 0.05

p = Probabilidad de que ocurra el evento (99%).
g= 100-p.

E= Error muestral 6% (1 a 10%).

Aplicando la formula se obtiene: 10.6 por lo que se redondea a 11

n= 11 Discos de Sensibilidad.

2.4.6. Formalizacién de los grupos
GRUPOS NUMERO
Grupo 1 11 Discos de Sensibilidad
Grupo 2 11 Discos de Sensibilidad
Grupo 3 11 Discos de Sensibilidad
Grupo 4 11 Discos de Sensibilidad
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3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION

3.2. Organizacion

e Presentacion de la solicitud de autorizacion al Coordinador de
Laboratorios y Gabinetespara uso de los laboratorios pertinentes para
el desarrollo de la investigacion

e Compra de cepas de microrganismo en estudio (Porphyromonas
Gingivalis)

e Elaboracion del extracto de blueberry por el método convencional

e Formalizacion de los grupos

e Ejecucion del estudio laboratorial

e Recolecciéon de datos

3.3. Recursos
3.3.1. Recursos Humanos
e Investigador : FlordelizLideny Pastor Aguilar

e Asesor: Dr. Victor Colque Valladares
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3.3.2. Recursos Fisicos

Representado por las disponibilidades infraestructurales de:

e Laboratorios clinicos de la Universidad Catélica de
santa Maria
e Biblioteca de la Universidad Catolica de santa Maria

e Internet

3.3.3. Recursos Economicos
El presente trabajo de investigacion fue autofinanciado por la
investigadora tanto para la recoleccion de datos y otras acciones

investigativas.

3.3.4. Recursos Institucionales

Laboratorio clinico de la Universidad Catolica de Santa Maria

3.4. Prueba Piloto
La Prueba Piloto fue de tipo incluyente, validada con dos unidades de
analisis, que representan el 5% del total de unidades; se procedid a
sembrar Porphyromonas Gingivalis en dos placas Petri con agar sangre a
las que se les agrego el extracto de blueberry impregnado en dos discos
de sensibilidad, uno para cada Placa Petri; luego fueron incubados a 37°C

en anaerobiosis.
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El resultado obtenido de esta prueba piloto fue un halo de Inhibicién de 25

mm.
De esta manera se garantiza la validez y confiabilidad del instrumento asi

como de los datos que se recogieron.

4, ESTRATEGIA PARA MANEJAR LOS RESULTADOS

4.2. Plan de sistematizacion
El procesamiento se realizé en cuadros estadisticos y computarizados de

acuerdo a las siguientes operaciones:

4.2.1. Clasificacion
Una vez obtenida la muestra, los datos fueron ordenados en una
matriz de registro y control

4.2.2. Recuento
Los datos clasificados se contabilizaron manualmente empleando
matrices de conteo

4.2.3. Graficacion
A fin de que las graficas expresen claramente toda la informacion
contenida en los cuadros el tipo de grafico que masparece

adecuarse es “diagrama de barra simple”.

4.2.4. Plan de Tabulacion

Se utilizé tablas de doble entrada para la tabulacion de datos
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4.3. Plan de Estudio de los Datos
4.3.1. Metodologia de la Interpretacién
Se apel6 a la jerarquizacion de datos y apreciacion critica.
4.3.2. Andlisis de Datos
Se empled un analisis cuantitativo, cuyo tratamiento estadistico se

sintetiza en el siguiente cuadro:

VARIABLE CARACTER ESCALA ESTADISTICA | PRUEBA
INVESTIGATIVA ESTADISTICO | DE DESCRIPTIVA
MEDICION
Cepas Cuantitativa De Raz6n | Medida de
Certificadas de tendencia ANOVA
Porphyromonas central: Moda
Gingivalis. Desviacion TUKEY
tipica o]
estandar
Rango
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4.3.3. Modalidades Interpretativas
Se optd por una interpretacion subsiguiente a cada cuadro y una

discusion global de los datos.

4.3.4. Operaciones para la Interpretacion de
Cuadros
Fueron formuladas en respuestas a interrogantes basicas,

objetivos e hipoétesis del plan de investigacion.

4.3.5. Niveles de Interpretacion

Interpretacion general y analdgica.

44. Plan de Conclusiones

Las conclusiones fueronformuladas por indicadores respondiendo a las

interrogantes, objetivos e hipotesis del plan de investigacion.

45. Plan de Recomendaciones

Estas asumieron la forma de simples sugerencias las cuales fueron
orientadas basicamente al ejercicio de la profesion y a enriquecer la linea

investigativa.
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CAPITULCQ Il

RESULTADOS
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SISTEMATIZACION Y ESTUDIO DE LOS DATOS

TABLA N°. 1

EFICACIA IN VITRO DE LA CONTENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) DEL
EXTRACTO DE BLUEBERRY AL 20% EN EL DIAMETRO DEL HALO INHIBITORIO

DE CEPAS CERTIFICADAS DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS

DIAMETRO DEL HALO INHIBITORIO
EXTRACTO
DE Z/mm S 0 e . R N®
BLUEBERRY
AL 20% 13.73 1.19 15-11 4 11
(CMI)

FUENTE: Elaboracion Personal

LEYENDA:
X = Media
S = DesviacionEstandar

X max =Valor Maximo

X min. =Valor Minimo

R = Rango

N° = Numero de muestra

La tabla N°. 1, muestra que el diametro de inhibicion bacteriana del extracto de

blueberry al 20% fue de 13.73 mm y se obtuvo un diametro minimo de 11.00 mm y un

didmetro maximo de 15.00 mm.
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GRAFICO N°1

EFICACIA IN VITRO DE LA CONTENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)
DEL EXTRACTO DE BLUEBERRY AL 20% EN EL DIAMETRO DEL HALO
INHIBITORIO DE CEPAS CERTIFICADAS DE PORPHYROMONAS
GINGIVALIS

16

14

12
10 -
B Didmetro Minimo de Inhibicion
B Didmetro de Inhibicién (media)
6 - = Didmetro Maximo de Inhibicién
4 -
2 -
o .

Diametro de Inhibicion

Milimetros
[0l
1

FUENTE: Elaboracion Personal
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TABLA N°. 2

EFICACIA IN VITRO DE LA CONTENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB) DEL
EXTRACTO DE BLUEBERRY AL 25% EN EL DIAMETRO DEL HALO INHIBITORIO

DE CEPAS CERTIFICADAS DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS

DIAMETRO DEL HALO INHIBITORIO
EXTRACTO
DE Zlmm S X N4 R N®
BLUEBERRY
AL 25% 18.91 0.83 20 - 17 3 11
(CMB)

FUENTE: Elaboracion Personal

La tabla N°. 2, muestra que el diametro de inhibicion bacteriana del extracto de
blueberry al 25% fue de 18.91 mm y se obtuvo un didmetro minimo de 17.00 mm y un

didmetro méaximo de 20.00 mm.
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GRAFICO N°2
EFICACIA IN VITRO DE LA CONTENTRACION MINIMA
BACTERICIDA (CMB) DEL EXTRACTO DE BLUEBERRY AL 25% EN
EL DIAMETRO DEL HALO INHIBITORIO DE CEPAS
CERTIFICADAS DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS
20,5
20
19,5
19
«»n 18,5
% H Diametro Minimo de Inhibicién
:g 18 H Didmetro de Inhibicién (media)
= 17,5 u Diametro Maximo de Inhibicion
17
16,5 -
16 -
15,5 -
Diametro de Inhibicion

FUENTE: Elaboracion Personal
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TABLA N°. 3

EFICACIA IN VITRO DE LA CLORHEXIDINA AL 2% EN EL DIAMETRO DEL HALO

INHIBITORIO DE CEPAS CERTIFICADAS DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS

DIAMETRO DEL HALO INHIBITORIO

CLORHEXIDINA

AL 2% f/mm S X max. — X min. R N0

15.73 1.01 17-15 2 11

FUENTE: Elaboracion Personal

La tabla N°. 3, muestra que el diametro de inhibiciébn bacteriana del grupo control
positivo (clorhexidina al 2%) fue de 15.73 mm y se obtuvo un diametro minimo de 15.00

mm y un diametro maximo de 17.00 mm.
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GRAFICO N°3
EFICACIA IN VITRO DE LA CLORHEXIDINA AL 2% EN EL
DIAMETRO DEL HALO INHIBITORIO DE CEPAS CERTIFICADAS
DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS
17,5
17
16,5
8 16 L - e
.3 H Diametro Minimo de Inhibicién
:!_é ® Didmetro de Inhibicién (media)
S 15,5
i Diametro Maximo de Inhibicidn
15
14,5 -
14 -
Diametro de Inhibicion

FUENTE: Elaboracion Personal
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TABLA N°. 4

COMPORTAMIENTO DEL CONTROL NEGATIVO EN EL DIAMETRO DEL HALO

INHIBITORIO DE CEPAS CERTIFICADAS DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS

DIAMETRO DEL HALO INHIBITORIO

CONTROL

NEGATIVO x/mm S X max. — X min. R N°

FUENTE: Elaboracion Personal

La tabla N°. 4, muestra que el diametro de inhibicion bacteriana del Control Negativo

fue de 6 mm y se obtuvo un diametro minimo de 6 mm y un diametro maximo de 6mm.
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GRAFICO N° 4
COMPORTAMIENTO DEL CONTROL NEGATIVO EN EL
DIAMETRO DEL HALO INHIBITORIO DE CEPAS CERTIFICADAS
DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS

7

6

5 _
4 -
E i Didmetro Minimo de Inhibiciéon
= 3 # Diametro de Inhibicién (media)

5 | i Didmetro Maximo de Inhibicidn

1 _

0 .

Diametro de Inhibicion

FUENTE: Elaboracion Personal
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TABLA N°5

EFICACIA IN VITRO DEL EXTRACTO DE BLUEBERRY A CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA (CMI) DEL 20%, A CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB) DEL 25%,
DE LA CLORHEXIDINA AL 2% Y DEL CONTROL NEGATIVO EN EL DIAMETRO DEL HALO

INHIBITORIO DE CEPAS CERTIFICADAS DE PORPHYROMONA GINGIVALIS

HALO INHIBITORIO
EXTRACTO DE EXTRACTO DE CLORHEXIDINA AL CONTROL
BLUEBERRY AL BLUEBERRY AL 2% NEGATIVO
20% 25%
X1 X2 X3 Xa
13.73 18.91 15.73 6
FUENTE: Elaboracion Personal
FUENTES SUMA GL MEDIA F VALOR o
DE DE CUADRATICA DE P.
VARIABILIAD CUADRADOS
Inter-grupos 995,364 3 331,788 424,380 | 0,000239
Intra-grupos 31,273 40 782 0.05
Total 1026,636 43
Subconjunto para alfa = .05
CONTROL | EXTRACTOQ DE | CLORHEXIDINA EXTRACTO DE
NEGATIVO | BLUEBERRY AL 2% BLUEBERRY AL 25%
AL 20%
N
11
H 6,0000 13,7273 15,7273 18,9091
11
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La tabla N°.5, muestra que el diametro del halo inhibitorio del extracto de blueberry al

20% fue de 13.73 mm; del extracto de blueberry al 25% fue de 18.91 mm, de la

clorhexidina al 2% fue de 15.73 mm y del control positivo fue 6 mm.

Asi mismo segun el andlisis de varianza de un factor de variabilidad (F=424.38), se
muestra que el diametro del halo inhibitorio en los cuatro grupos presento diferencias
estadisticas significativas (P<0.05). Es decir que al menos un promedio de los cuatro

grupos es diferente de los demas.

Y la prueba de Tukey nos demuestra la eficacia que poseen los estimulos en el
diametro del halo inhibitorio de cepas certificadas de PorphyromonasGingivalis, siendo
el mas eficaz el extracto de blueberryal 25%, seguido por la clorhexidina al 2%, el

extracto de blueberry al 20% y finalmente el control negativo.
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GRAFICO N° 4

EFICACIA IN VITRO DEL EXTRACTO DE BLUEBERRY A CONCENTRACION
MINIMA INHIBITORIA (CMI) DEL 20%, A CONCENTRACION MINIMA
BACTERICIDA (CMB) DEL 25%, DE LA CLORHEXIDINA AL 2% Y DEL
CONTROL NEGATIVO EN EL DIAMETRO DEL HALO INHIBITORIO DE CEPAS
CERTIFICADAS DE PO

H Control Negativo
3 H Extracto de Blueberry al 20%
6 u Clorhexidina al 2%
4 M Extracto de Blueberry al 25%
: j
O .

Diametro del Halo Inhibitorio

N
o

[Eny
o)

[uny
(e}
|

[Eny
»

[uny
N

Milimetros
[E=Y
o

FUENTE: Elaboracién Personal
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DISCUSION

En este trabajo de investigacion se comprobd la eficacia del Extracto de Blueberry
al 25% en el didametro del halo inhibitorio de cepas certificadas de
PorphyromonasGingivalis; con un diametro de disco de sensibilidad de 18.91 mm,
seguido por la Clorhexidina al 2% con un diametro de disco de sensibilidad de
15.73 mm, el Extracto de Blueberry al 20% con un diametro de disco de sensibilidad
de 13.73 mm y el Control Negativo con un diametro de disco de sensibilidad de 6

mm.

Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por JepsonRGyCraig JC que
llegaron a la conclusion que el jugo de arandano puede reducir el nimero de
infecciones urinarias sintomaticas provocadas por EscherichiaColi (bacilo gram
negativo) durante un periodo de 12 meses, lo que demuestra el gran poder

antibacteriano que posee el arandano en bacterias gram negativas.

Igualmente los de Burdulis D,A Sarkinas, Jasutiené |, Stackevicené
E , Nikolajevas L,V Janulis quienes concluyeron que las propiedades
antimicrobianas estan el en fruto , antocianinas y antioxidantes en sus pieles, por
otro lado realizaron pruebas con bacterias gram negativas y gram positivas
determinando que de ocho bacterias probadas Citrobacterfreundii
yEnterococcusfaecalis fueron las mas sensibles a los ardndanos; de tal forma

gueda comprobada la capacidad antibacteriana del arandano.
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El Extracto de Blueberry al 25% es mas eficaz por presentar una mayor

concentracion de blueberry y por el diametro que posee su halo de inhibicién que
nos indica una potencia mayor en comparacién a los diametros de los halos
inhibitorios de cepas certificadas de PorphyromonasGingivalis

Finalmente se determiné que PorhpyromonasGingivalis también es sensible al
blueberry gracias a sus propiedades antibacterianas que serian las responsables de

la eficacia del extracto de blueberry.
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CONCLUSIONES

PRIMERA:

El extracto de blueberry a Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), es decir al 20%
produjo un diametro promedio del halo inhibitorio de PorphyromonasGingivalis de 13.73

mm.

SEGUNDA:

El extracto de blueberry a Concentracion minima Bactericida (CMB), es decir al 25%
produjo un didmetro promedio del halo inhibitorio de PorphyromonasGingivalis de 18.91

mm.

TERCERA:

La Clorhexidina al 2% produjo un diametro del halo de inhibitorio de

PorphyromonasGingivalis de 15.73 mm.

CUARTA:

El crecimiento bacteriano en el control negativo presento un halo promedio de

inhibicion para la cepa antes mencionada de 6 mm.
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QUINTA:

La Concentracién minima Bactericida (CMB), es decir el extracto de blueberry al 25%
es mas eficaz que el extracto de blueberry al 20%, la clorhexidina al 2% y el control
negativo en el diametro del halo inhibitorio de cepas certificadas de

PorphyromonasGingivalis.

SEXTA

Consecuentemente, la hipétesis nula se rechaza, por ende la hipétesis alterna de la

investigacion se acepta con un nivel de significacion de 0.05.
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RECOMENDACIONES

PRIMERA:

Se recomienda a futuros tesistas realizar mas investigaciones del mecanismo de accion
del extracto de blueberry sobre las diferentes especies patdégenas como Prevotella
Intermedia y Actinomyces, con la finalidad de utilizarlo como una alternativa terapéutica

en el area de periodoncia.

SEGUNDA:

Se recomienda a los odontologos la utilizacion del extracto de blueberry como materia
prima para elaborar productos que puedan ayudar a disminuir Porphyromonas

Gingivalis y de esta manera reducir enfermedades periodontales.

TERCERA:

Se sugiere realizar investigaciones del extracto de blueberry para su utilizacion en
endodoncia comao irrigante, ya que posee componentes de gran utilidad para este

ambito.

CUARTA:

Se sugiere realizar investigaciones del extracto de blueberrypara su utilizacion en
cariologia como desinfectante por sus propiedades antibacterianas de gran utilidad

para este fin.
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MODELO DEL INSTRUMENTO

FICHA DE OBSERVACION LABORATORIAL

Ficha No:

Numero de Placa Petri:

Diametro del halo de Inhibicién

de la Concentracion Minima Inhibitoria:

Diametro del halo de Inhibicién

de la Concentracion Minima Bactericida:

Diametro del halo de Inhibicién

de la Clorhexidina al 2%:

Diametro de Halo de

Inhibicién del control negativo:

Observaciones
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MATRIZ DE REGISTRO Y CONTROL

EFICACIA IN VITRO DEL EXTRACTO DE BLUEBERRY EN CEPAS CERTIFICADAS
DE PORHPYROMONAS GINGIVALIS EN LOS LABORATORIOS CLINICAS DE LA

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA, AREQUIPA 2013

MUESTRAS |CMB/mm | CMI/mm | CONTROL | CONTROL-/
+/ mm mm
1 19 13 15 6
2 18 11 15 6
3 20 14 17 6
4 17 15 15 6
5 20 15 17 6
6 19 15 17 6
7 19 13 17 6
8 19 13 15 6
9 19 14 15 6
10 19 14 15 6
11 19 14 15 6

LEYENDA:

CMB: Concentracion Minima Bactericida
CMI: Concentracion Minima Inhibitoria
CONTROL +: Control Positivo
CONTROL - : Control Negativo
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PREPARACION DE LOS TUBOS DE ENSAYO

UNIDADES DE TUBO | TUBO | TUBO | TUBO | TUBO | TUBO | TUBO | TUBO | UNIDADES

ESTUDIO N° 1 N° 2 N° 3 N° 4 N°5 N° 6 N° 7 N° 8

EXTRACTO DE | 1000 | 800 |600 |[400 |200 |100 |50 25 pl

BLUEBERRY

INOCULO + 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | pl
CALDO

TIOGLICOLATO
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FIG. N° 2 MATERIA PRIMA DE BLUEBERRY]
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FIG. N°4 GELIFICACION DEL AGAR SANGRE AL PROMEDIAR LOS 10 MINUTOS

DE PREPARACION DEL MEDIO
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FIG. N°5 CALDO TIOGLICOLATO

FIG. N°6 CEPA CERTIFICADA DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS, DEBIDAMENTE

SELLADA Y REGISTRADA
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FIG. N°7 CEPA ATCC 33277
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FIG. N°9 REPLICACION DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS ATTC

FIG. N°10 PORPHYROMONAS GINGIVALIS
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FIG. N°11 INOCULACION DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS PARA DETERMINAR

CMI'Y CMB

FIG. N° 12 IDENTIFICACION DE LA CMI Y CMB
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FIG. N° 13 PREPARACION DE LOS DISCOS DE DIFUSION SOBRE AGAR SANGRE

FIG. N° 14 PRESENCIA DE HALOS DE INHIBICION DE LAS MUESTRAS EN AGAR

SANGRE
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CONTROL + CONTROL -

FIG. N°15 HALOS DE INHIBICION DE CMB, CMI, CONTROL + (CLORHEXIDINA AL

2%) Y CONTROL NEGATIVO

FIG. N°16 CAMARA DE ANAEROBIOSIS A 37°C AL 10% DE CO,
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD O SUSCEPTIBILIDAD A LOS

ANTIMICROBIANOS

Para conocer la sensibilidad que pueda existir de una determinada bacteria a los
antimicrobianos; se debe conocer la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la

Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Existen varios métodos para encontrar estas Concentraciones, sin embargo se opt6 por
las mas sencillas y de facil manejo que segun KONEMAN, Elmer en Diagnostico

Microbiolégicopag.612-616, menciona:

PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD EN CALDO DE MACRODILUCION PARA DE

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)
Introduccién

La prueba de Microdilucibn es una adaptacion de la prueba macroscopica de
referencia, puede probarse con facilidad gran nimero de aislamientos contra multiples
drogas de modo que el procedimiento esta bien adaptado al uso de rutina. Esta prueba

suministra informacion cuantitativa.
Principio

Los aislamientos bacterianos son expuestos a una serie de diluciones de cada agente
antimicrobiano, después de lo cual se determina la concentracion de la droga que

inhibe el crecimiento mediante inspeccién visual (CMI).
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Medios y Reactivos

e Caldo nutriente

e 0.5 estandar de Mc Farland para ajustar la Turbidez del inoculo

e Tubos de microtitulacion que contengan antibiéticos en caldo

e Inoculadores de asas multiples: asas de alambre o puntas de plastico
descartables

e MicropipetaEppendorf o similar

e Espejo de lectura y plantilla para la visualizacién de los puntos finales. Puede
hacerse andlisis flurométrico o fotométrico si se demuestra equivalente a la

inspeccidn visual.
Procedimiento
Preparacion del Inéculo

Deben seleccionarse 4 a 6 colonias de apariencia similar, se ajusta la turbidez del caldo
de cultivo con crecimiento activo de 0.5 estandar de Mc Farland. Cada receptéaculo de

esta manera contiene aproximadamente 5 x 10°> UFC/ ml.
Inoculacion de Tubos

Se inocula la suspension bacteriana dentro de los 15 minutos de ajustada la densidad

del in6culo con determinado antimicrobiano.
Incubacion

Se incuba los tubos de acuerdo a la temperatura requerida por las bacterias de estudio

y durante 16 — 24 horas.
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Interpretacion

La CMI es la menor concentracion de un antibiético que inhibe el crecimiento de un
aislamiento. Puede determinarse mediante la visualizacion sin ayuda instrumental,
comparando el crecimiento en los receptaculos que contienen antibiético, el
receptaculo que no contiene turbidez representa aquel que no presento crecimiento
bacteriano por lo que se toma en cuenta para la determinacion de la CMI que

correspondera a la concentracion de sustancia antimicrobiana siguiente a esta.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

Introduccién

La concentracion minima bactericida (CMB), de un antibidtico es la concentracion que
destruye por lo menos el 99.9% de un inoculo bacteriano normatizado.
Principio

Unos pocos antibiéticos inhiben el crecimiento bacteriano sin destruir a los
microorganismos, pero la mayor parte de los antibidticos ejercen actividad letal. La
concentracion de la droga que inhibe el crecimiento esta muy proxima a la

concentracion que produce la muerte de bacterias.

Materiales y Reactivos

e Placas de agar nutriente, como agar sangre para subcultivar
e Inoculadores de asas multiples: asas de alambre o puntas de plastico

descartables
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Procedimiento

Una vez obtenida la CMI, se procede a encontrar la CMB, partiendo de las diluciones
seriadas ya estandarizadas y que presentan el antibidtico en determinadas
concentraciones usados para la determinacion de la CMI, estas son subcultivadas en

las placas de agar nutriente y se incuba durante 24 horas.

Interpretacion

Se observa las colonias bacterianas presentes en cada placa, la CMB es la
concentracion minima de antibiotico que produce la destruccion de 99.9% por lo tanto,
cualquier concentracion de antibiotico que produzca menos de 45 colonias después de

ser subcultivada es considerada bactericida.

PRUEBA DE SUCEPTIBILIDAD DE DIFUSION EN DISCOS (KIRBY — BAUER)

Introduccidén

La determinacion de una prueba normatizada para la difusion en discos no solo ha
permitido controles mas exactos de calidad, sino también una comparacion valida de

resultados entre los diferentes laboratorios

Principio

Tan pronto como el disco impregnado en antibiético se pone en contacto con la

superficie humeda de agar, el agua es absorbida por el papel filtro y el
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antibiéticodifunde al medio que lo rodea. El promedio de extraccion del antibiético del

REPOSITORIO DE
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disco es mayor que su difusion hacia el medio, de modo que la concentracion
inmediatamente adyacente al disco puede exceder a la del disco mismo. Sin embargo a
medida que aumenta la distancia del disco, se produce una reduccion logaritmica de la
concentracion del antibiotico. El punto en el cual se alcanza la masa celular critica
aparece como un circulo marginado bien marcado de crecimiento bacteriano, con el

centro del disco formado en el centro del circulo.

Medios y Reactivos

e Placas de agar
e Discos
e Calibres, reglas o plantillas

¢ Inoculadores: asa asas de alambre o puntas de plastico descartables

Procedimiento

Se prepara una suspension estandar de las bacterias, ajustando a 05. Estandar de Mc
Farland. Con un asa estéril se agrega 0.001 ml de una suspension bacteriana, que sera
mezclada en el agar sembrado invirtiendo suavemente y se extiende en toda la
superficie de una placa Petri, se dejan las placas 3 a 5 minutos antes de colocar los
discos con antibidticos. Considerar discos controles de crecimiento bacteriano para

mayor fidelidad en los resultados.

Se colocan los discos impregnados con el antibiético adecuado sobre la superficie del

agar mediante una pinza o dispensador multidisco.
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Se presiona con suavidad los discos sobre el agar para permitir un contacto uniforme,

porque parte de la droga difunde casi inmediatamente. Los discos deben tener una
distribucién pareja sobre el agar, de modo que estan separados por no menos de 24

mm de centro a centro.

Se invierten las placas y se colocan a temperatura requerida por la bacteria de estudio

en incubadora por 16 a 18 horas.

Interpretacion

Se mide cuidadosamente la zona de inhibicion completa alrededor del disco, mediante
calibres deslizantes, reglas o plantillas con aproximacion al milimetro; el diametro del

disco esta incluido es esta medicion.

Todas las mediciones se toman visualmente mirando el fondo de la placa de Petri con

luz reflejada contra un fondo negro.
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PASTOR AGUILAR, FLORDELIZ LIDENY

Arequipa, 2013-12-16

Pase a los Asistentes de Laboratorio:
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Se autoriza el uso del LABORATORIO H-403, para gue el Sr(a)(ta)(s) FLORDELIZ
LIDENY PASTOR AGUILAR, alumno{a)(s) del Programa Profesional de
ODONTOLOGIA, pueda ejecutar el trabajo de investigacion titulado “"EFICACIA IN
VITRO DEL EXTRACTO DE BLUEBERRY EN CEPAS CERTIFICADAS DE
PORPHY ROMOMNAS GINGIVALIS EN LOS LABORATORIOS CLINICOS DE LA
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA, previa coordinacion de horano.

Atentamente,

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

=

--------------------

Q.F. FERNANDO TORRES VELA
Crardinador f2) de Labaratorips ¥ Gabinates
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	El objetivo de este estudio fue investigar y comparar la composición de antocianinas, antimicrobianos y la actividad antioxidante en frutos de arándano y el arándano y sus pieles. Las investigaciones revelaron que la mayor cantidad de antocianinas tot...

