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Resumen

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano 7z vitro del aceite fijo y extracto etandlico de
Prunus salicifolia (capuli) en 3 concentraciones diferentes, frente a las cepas de Porphyromona
Gingivalis ATCC 33277. Material y Métodos: La prueba de susceptibilidad, se realizo
utilizando la técnica de los discos con agar Mueller Hillton, en sus tres concentraciones al
25%, 50%, 75% de extracto etandlico de Prunus salicifolia (capuli) y la clorhexidina al 0,12%
como controles positivos. Se prepard y se cultivé a 37 °C en microanaerobiosis. Se tomaron
lecturas en cada concentracion después de 72 y 120 horas, el halo de inhibicién se calcul6
con regla milimetrada. Resultados: Las mediciones se lograron y observaron utilizando la
escala de Duraffourd con la cepa de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 en lo que se ve similar
a la clorhexidina al 0,12% presenta sensibilidad hasta el limite de concentracion del 75% de
aceite fijo de Prunus salicifolia. Conclusion: El aceite fijo de Prunus salicifolia tavo una actividad
antibacteriana 7 vitro sobre cepas de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 a una concentracion

del 75%.
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Abstract

Objective: Determine the in vitro antibacterial effect of the fixed oil and etanolic extract of
Prunus salicifolia (capuli) in 3 different concentrations, against the strains of Porphyromona gingivalis
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ATCC 33277. Material and Methods: The susceptibility test, was carried out using the
technique of the Mueller Hillton agar discs, in its three concentrations It was prepared and
cultured at 37 °C in micro anaerobiosis. Readings were taken at each concentration after 72
and 120 hours, the inhibition halo was calculated with a millimeter rule. Results: The
measurements were achieved and observed using the Duraffourd scale with the Porphyromona
gingivalis strain ATCC 33277 in what is similar to chlorhexidine at 0.12% presents sensitivity up
to the concentration limit of 75% of fixed oil of Prunus salicifolia. Conclusion: The fixed oil of
Prunus salicifolia had an antibacterial activity zz vitro on strains of Porphyromona gingivalis ATCC
33277 at a concentration of 75%.

Keywords: capuli ethanolic extract, Porphyromona gingivalis, antibacterial agent

INTRODUCCION

En la actualidad existen investigaciones orientadas con el uso de las plantas medicinales, por sus
excelentes principios activos que presentan y por poseer propiedades curativas y sedativas las cuales
podrian utilizarse en la prevencion de las enfermedades bucodentales, disminuyendo, la formacion
de placa bacteriana; por ejemplo, el aloe vera, tal como sostienen Alarcon Galleguillos y Fernandez
Da Silva ().

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), destaca la importancia de la salud bucal y por
ende del bienestar y calidad de vida del individuo, es por ello que la salud bucal es considerada como
parte de la salud integral, siendo una de las enfermedades bucodentales mas prevalentes la caries
dental, y las enfermedades periodontales, siendo la gingivitis la cual se caracteriza por la existencia de
la bactetia Gram Negativa llamada también Porphyromonas gingivalis ().

Estos problemas pueden iniciarse a edades muy temprana, por lo cual debemos darle la debida
importancia a la orientacién y aplicaciéon de medidas preventivas, para disminuir las afecciones
bucodentales (°).

La Porphyromona gingivalis es una bacteria anaerobia que vive en el area subgingival y juega un papel
importante en la etiologfa y patologfa de las enfermedades orales. Las bacterias que colonizan el area
gingival se nutren de liquido gingival, el cual, contiene proteinas, carbohidratos, minerales y vitaminas
que fomentan el crecimiento de la micro biota del surco (.

En Sudamérica, se estima que mas del 50% de los adultos presentan periodontitis () situacion
reiterada a nivel mundial, en donde las enfermedades orales son las patologias crénicas mas
prevalentes (°) y de relevancia epidemiolégica por su alto impacto individual y social, y elevado costo
de tratamiento (). Dentro de las patologias orales la mas frecuente, con un 70% de prevalencia, esta
la gingivitis asociada a placa bacteriana (%), siendo esta condicion clinica, una enfermedad que precede
a la periodontitis con la consecuente pérdida de insercién de los dientes (). Por lo tanto, los
individuos con inflamacién gingival exhiben mayor frecuencia de pérdida de insercién periodontal,
en comparacion con los que no presentan inflamacion gingival ().

La gingivitis se considera la segunda causa principal de enfermedades orales. Se estima que la
prevalencia de esta enfermedad es muy alta, y mas de las tres cuartas partes de la poblacion la padece,
o tiene un alto riesgo de desarrollarlo ().

La placa bacteriana es el principal factor que predispone a la aparicion de esta enfermedad, pero
también se tiene en cuenta otros factores, como el aumento de ciertas hormonas, habitos de higiene
y factores sistémicos ('?). Algunos autores mencionan la mala higiene, el género y la edad como
factores que contribuyen a la gingivitis (V).

Las plantas medicinales tienen una larga historia de uso, descubiertas por George Ebers en 1827, y
existen mas de 50 000 plantas medicinales. El uso de plantas medicinales parece ser cosa del pasado,
pero lo cierto es que, segun la Organizacién Mundial de la Salud, un gran porcentaje de la poblacién
utiliza diversas plantas medicinales. A pesar de las crecientes investigaciones cientificas sobre las
plantas medicinales, atn se desconocen los principios activos y las cualidades que contiene cada



planta medicinal (**").

No se han realizado estudios 7 vitro sobre la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de
capuli, en el campo de la odontologia, por lo que no existen reportes de estudios secundarios y
resultados nulos. Estos productos naturales podrian representar una nueva opcion preventiva y
terapéutica, estan hechos de materiales naturales por lo que el costo es menor y mas accesible.

El propésito de este estudio fue determinar la actividad antibacteriana 7z vitro de los aceites fijos y
extractos etanolicos de Prunus salicifolia (capuli) contra Porphyromona gingivalis ATCC 33277 a diversas
concentraciones, evaluadas a las 72 y 120 horas.

MATERIAL Y METODOS

La presente investigacion es experimental i vitro, se desarrollé en el laboratorio del centro médico
municipal en el Departamento de Cajamarca. El manejo y disposiciéon de los desechos de los
especimenes de Porphyromona gingivalis ATCC 33277, se realizé estrictamente de acuerdo con lo
establecido en las Guias de Bioseguridad de Laboratorios de Microbiologia y Biomédicas, la
realizacion del estudio contd con cada uno de los permisos respectivos. El estudio fue autorizado
por el Comité de Investigaciéonde la Facultad de Estomatologia de la Universidad Nacional de
Trujillo y ha cumplido con los principios de Declaraciéon de Helsinki de Asociacion Médica
Mundial. (Helsinki, 2020) (*°). La poblacién de estudio, estuvo constituida con cepas de Porphyromona
gingivalis ATCC 33277 sembradas, en placas Petri que contenfan las diferentes concentraciones,
del aceite fijo y extracto etandlico de Prunus salicifolia.

Las cepas de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 se adquirié del laboratorio Microbiologics Gen
Lab T.M. de la ciudad de Lima, esta fue liofilizada en agar Shaedler por 21 dias, luego conservada
adecuadamente en placas Petri; se excluyeron asimismo placas con cepas, que durante el periodo
de incubacién revelaron algun tipo de contaminacién con otros gérmenes.

OBTENCION DEL EXTRACTO DE LA PLANTA Prunus Salicifolia

Para realizar el estudio respectivo se recolectaron 5 kilos de las hojas de capuli, luego se realizo el
lavado sobre una bandeja de aluminio con agua destilada, se agregd gotas de hipoclorito de sodio
al 5%, se realiz6 repetidos enjuagues.

Se cortaron hojas enteras de capuli cada 8 mm, se colocaron ordenadamente sobre papel kraft
estéril, se usé papel entre cada hoja y finalmente se cubrié con papel de aluminio; se colocod en
estufa a 45 °C todos los dias pata secar, se siguieron los protocolos de bioseguridad, se control6 el
papel kraft estéril y se cambié mafana y tarde durante 15 dias, se hizo un proceso de secado de
manera rapida y uniforme en el laboratorio.

Se procedié a preparar el aceite fijo por el método Soxhleth después se procedid a volatilizar
dejandolo en pocillos, se colocé en la esterilizadora por 24 horas a 180°C obteniéndolo y luego se
procedi6 a dividirlo en sus tres concentraciones respectivas al 25%, 50%, 75%.

PROCEDIMIENTO DE TECNICA DE DISCO CON MEDIO DE CULTIVO
MUELLER HILLTON

Para la obtencion del extracto etandlico se realizé por percolacion obteniendo la solucién madre se
utiliz6 alcohol de 70°. Se procedio a realizar las diferentes concentraciones respectivas en las pipetas
utilizando agua destilada. Se colocd en un esterilizador a 180 °C durante 24 horas y se transfirid
rapidamente a un frasco devidrio color azabache estéril.

Con el aceite fijo y preparacion de los extractos etandlicos a varias concentraciones, se procedio a
colocar en las placas Petri con agar Miller Hilton, sembradas con la bacteria Porphyromona Gingivalis
ATCC 33277 y se llevaron a la cabina de doble flujo laminar con hisopos estériles en el cultivo en
las diversas placas conjuntamente con los discos de papel filtro estériles, los cuales fueron
embebidos dentro del aceite fijo de capuli por una hora, luego se transfirieron a placas Petri



preparadas utilizando una aguja estéril, también utilizando 4 placas Petri para cada concentracion
experimental.

Las placas se mantuvieron en la misma posicion durante 5 minutos, se preesterilizaron antes de
colocarlas en la cabina de flujo laminar doble.

Luego usan un tubo de Mac Farland, lo colocan en una gradilla y luego proceden a sembrar
bacterias uniformemente en las placas Petri apropiadas, con micro pipetas y usando un asa de
inoculacién se distribuye de manera homogénea.

Posteriormente utilizando una regla, las placas Petri se dividen en cuatro partes, en cada una se
colocan tres discos.

Se embeben las tres concentraciones en tres lunas de reloj, se realiza el mismo procedimiento tanto
para las concentraciones del aceite fijo como de los extractos etandlicos.

Para la lectura de los halos de inhibicién de cada grupo experimental al 25%, 50%, y 75%) de Prunus

salicifolia (capuli) y controles (positivo y negativo), se utilizara una regla milimetrada (marca
PRISMA) abarcando el diametro del halo.

Se realizara una suspension madre en la colonia de Porphyromona gingivalis, con una turbidez 0,5 del
Standard de Mac Farland, las cuales seran sembradas en placas Petri con un espesor uniforme que
contenfan Agar Muller-Hillton, el medio sera distribuido antisépticamente en tres placas para cada
concentracion.

Se colocaran en una incubadora a 37 °C en donde permaneceran por un tiempo de 72 a 120 horas.
La lectura de las placas se realizard a través del conteo de colonias de la Unidad Formadora de
Colonias (UFC/ml).

Al finalizar en un cooler colocamos las 9 placas, conjuntamente con el tubo Mc Farland, luego lo
sometemos a la incubadora a 37 grados por tres a cinco dias, luego se procede a realizar la medicion
de los halos respectivos.

Todo el procedimiento se llevé a cabo dentro del diametro de 10 cm de la llama de un mechero. La
lectura se tomé después de 120 horas mediante inspeccion visual de cada placa. Esto se hizo
registrando los halos de inhibicién del crecimiento de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 en
milimetros.

Para la prueba de susceptibilidad, y determinar los halos de inhibicién, se utilizé el método de
difusién de los discos de kirby Bauer, los discos de papel filtro estériles estuvieron en las diferentes
concentraciones de extracto etandlico de Prunus salicifolia (25%, 50%, 75%) aproximadamente por
1 hora, luego se procedié a colocarlo los discos en las placas Petri con Agar Mueller Hilton,
sembradas con los cultivos de Porphyromona gingivalis ATCC 33277. Se incluyé como controles
positivos a la clorhexidina al 0,12% y al agua destilada como control negativo con los discos, en
cada placa Petri en micro anaerobiosis se incubaron a 37 °C a las 72 y 120 horas, con la escalade
Duraffourd, para determinar cualitativamente el efecto antibacteriano in vitro se utilizé regla
milimetrada para medir los halos de inhibicién (Duraffourd, 1983) ().

Los resultados se clasifican segin los parametros cualitativos en la Escala de Duraffourd:

a.- Nula (-), para un didmetro inferior a 8 mm.

b.- Sensibilidad limite (sensible = +), para un diametro comprendido entre 8 a 14 mm.
c.- Medio (muy sensible (=++), para un diametro entre 15y 19 m.

d.- Sumamente sensible (+++), para un didmetro supetior a 20 m.

El calculo del numero de pruebas se determiné mediante:

n= (Z a/2+Z)2 2S* /d?

La dimension de la muestra se establecié una consideraciéon de 95% de confiabilidad (Z= 1,96) del
5% (d=0,05),asumiendo que no se conoce la varianza usando.



Sustituyendo se consigue: n= (1,96+0.84) 2(0,64) (d) =8
Por lo tanto, se efectuaron 4 réplicas por cada grupo.

Se anotd en la hoja de datos asociada. El anilisis estadistico de la informacién del efecto inhibitorio,
se realizé mediante la prueba de la media y la prueba de Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk ambas
con nivel de confianza de 95% (p<0,05). Se procesé y utilizé el paquete estadistico SPSS-V.25
para los datos para encontrar una discrepancia explicativa en varias concentraciones de aceites fijos
y extractos etanodlicos y luego los resultados se presentan en tablas y graficos utilizando Kruskall
Wallis.

RESULTADOS

En cuanto a la prueba de susceptibilidad, los resultados mostraron, que si existen diferencias en el
estudio. Segun el criterio de normalidad de Kolmogorov-Smirnov resulté ser menor a 0,05 (p=0,00)
(95% de confiabilidad), se acepto la hipotesis. Se forma una muestra normalmente distribuida de la
poblacién segun la escala de Duraffourd en la tabla 1.

Tabla 1. Pruebas de normalidad

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk
.. Sig. .. Sig.
Estadistico gl (p-valor) Estadistico ¢l (p-valor)

Comparar el efecto antibacteriano

vitro del aceite de Prunus salicifolia 0,46 16 0,000 0,56 16 0,000

(capuli) sobre Porphyromona gingivalis
Comparar el efecto antibacteriano . vitro
del aceite y extracto etandlico de Prunus
salicifolia (capuli) sobre Porphyromona
gingivalis
Crecimiento bacteriano de colonias de
Porphyromona gingivalis ATCC 33277 in
vitro frente al aceite tijo de Prunus 0,46 16 0,000 0,56 16 0,000
salicifolia (capuli), en concentraciones de
25%, 50%, y 75%
Crecimiento bacteriano de colonias de
Porphyromona gingivalis ATCC 33277 in
vitro efectuado en el extracto etandlico
de Prunus salicifolia (capuli)

0,46 16 0,000 0,56 16 0,000

bl b

0,43 16 0,000 0,57 16 0,000

El presente estudio tuvo como propésito determinar el efecto antibacteriano zz vitro del aceite fijo y
extracto etanolico de Prunus salicifolia (capuli) en sus tres concentraciones de 25%, 50 y 75%, se
evaluaron con la técnica de difusién de los discos en medio de cultivo en agar Muller Hilton, en
placas petri, donde se utiliz6 la escala de Durafford para evaluar el crecimiento bacteriano.

Al analisis estadistico de las diferentes concentraciones del aceite fijo y extracto etandlico de Prunus
salicifolia (capuli), frente a la Porphyromona gingivalis en las dos primeras concentraciones de (25% y
50%) presentaron un efecto antibacteriano nulo segin la escala de Durafford, mediante los halos de
inhibicién, con una media de 6mm, para cada concentracioén tanto del aceite fijo como para los
extractos etanodlicos en sus diferentes concentraciones como se ha mencionado anteriormente. Cabe
destacar que en nuestro grupo de control positivo (gluconato de clorhexidina al 0,12%) se observaron



zonas de inhibicién medias mayores a 15,5 mm.

Al comparar las diferentes concentraciones, mediante una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.
Se observo una diferencia estadisticamente significativa p<0,00 entre los grupos en el control
positivo (gluconato de Clorhexidina al 0,12%).

En la tabla 2, al realizar la comparacion de la actividad antibacteriana del extracto etanolico i vitro
de Prunus salicifolia (capuli), al 25%,50% y 75% junto con el aceite fijo a diferentes concentraciones.
El crecimiento de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 alas 72 y 120 horas en la escala de Duraffourd.
es similar tiene una zona de inhibicién promedio con Porphyromona gingivalis tiene un minimo inferior
a 6,00, y en el aceite al 75% un halo de 16,4 mm, en el primer caso se ubica como “Nulo” y en el
segundo como “Sensible”.

Tabla 2. Comparar el efecto antibacteriano 7 vitro del aceite y extracto etandlico de Prunus
salicifolia (capull) sobre Porphyromona gingivalis

Dimensiéon del diametro del halo

Nivel de concentracion del aceite

fijo: N X D.E. p*
25% 4 60 00

50% 4 60 00

75% 4 164 0,2
Kruskall Wallis: 10,51 0,005

Nivel de significancia <0,05

Nivel de concentracién de los
extractos etandlicos al:

25% 4 6,0 00
50% 4 6,0 00
75% 4 6,02 0,2
Kruskall Wallis: 4,40 0,111

Nivel de significancia <0,05

En la tabla 3 vemos el registro del crecimiento bacteriano de Porphyromona gingivalis del aceite fijo en
sus tres concentraciones, la concentracion al 75% obtuvo un 15,8 y que se asemeja con el grupo de
control positivo ya que se obtuvo un 15,5 siendo el grupo control negativo obteniendo un nivel bajo
de 6,0 como se puede verificar en los datos obtenidos.

Tabla 3. Crecimiento bacteriano de colonias de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 in vitro
frente al aceite fijo de Prunus salicifolia (capuli), en concentraciones de 25%, 50%, y 75%

Dimensién del didmetro del halo

Nivel de concentracion del aceite fijo N X D.E. p*
25% 4 6,0 0,0

50% 4 6,0 0,0

75% 4 15,8 0,3

C+ 4 15,5 0,8

C- 4 6,00 0,0
Kruskall Wallis: 10,46 0,005

Nivel de significancia <0,05




También podemos ver los datos obtenidos del crecimiento bacteriano de Porphyromona gingivalis en las
tres concentraciones de los extractos etandlicos como se muestra en la (tabla 4).

Tabla 4. Crecimiento bacteriano de colonias de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 in vitro
efectuado en el extracto etandlico de Prunus salicifolia (capuli), en concentraciones de 25%,
50%, y 75%

Dimension del diametro del halo

Nivel de concentracién del extracto etandlico de Prunus Salicifolia (capuli) N X D,E, p*
25% 4 6,0 00

50% 4 6,0 0,0

75% 4 6,01 0,2

C+ 4 155 0,8

C- 4 6 0,0

Kruskall Wallis: 4,36 0,113

Nivel de significancia <0,05

Los resultados presentan un nivel bajo de 6,0 en sus tres concentraciones, podemos ver reflejado en
el grupo control positivo con un valor de 5,4 mm.

En la figura 1 se ve claramente mediante la representacion grafica que el aceite fijo de 75% alcanza
una concentracion inhibitoria de 16,4 mm por lo que se debe utilizar mayores concentraciones para
obtener resultados satisfactorios,

Nivel de concentracion del aceite fijo

18.0 16,4
16.0

14.0
12.0
10.0
8.0
6.0
4.0
2.0
0.0

Promedio

6,0

25% 50% 75%
Concentracion del aceite fijo

Figura 1. Nivel de concentracién de aceite fijo

Se recomienda realizar estudios con niveles de concentraciones superiores a 75% para tener
resultados mas 6ptimos.

En la figura 2 se observa las tres concentraciones diferentes de los extractos etandlicos, existiendo
entre ellos valores similares que oscilan entre 6,0 y 6,2, por lo tanto, no hay varianza que los distinga
a todos ellos.



Nivel de concentracion de los extractos etanélicos

6.0
6,02
6.0
6.0
6.0

6.0

Promedio

6,0
6.0

6.0

6.0
25% 50% 75%

Concentracién de los extractos etanolicos

Figura 2. Nivel de concentracién de los extractos etandlicos

La concentracién minima inhibitoria se determiné mediante el analisis de la técnica de difusion los
discos en agar, evaluando el crecimiento antibacteriano de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 en las
diferentes concentraciones de aceites fijos y extracto etandlico de Prunus salicifolia (capuli), segin el
porcentaje obtenido en cada concentracion de las diversas sustancias, como lo demuestra nuestro
estudio en las placas Petri preparadas.

Los resultados obtenidos fueron que no se detectd crecimiento antibacteriano a concentraciones de
25% y 50 % como si se obtuvo en el 75% del aceite fijo donde hubo crecimiento bacteriano.

DISCUSION

La gingivitis es la segunda afecciéon odontolégica mas comun. Se estudio la estructura y patogenicidad
de la placa subgingival y se establecio la existencia de millones de especies de bacterias existentes en
la cavidad oral. Una de las especies que tiene mucha relacién con las enfermedades periodontales es
la Porphyromona gingivalis. Asi se determind el efecto antibacteriano de ciertas sustancias sobre el
patégeno especificado, como es el caso de Prunus salicifolia, que mostré un efecto beneficioso en la
presente investigacion.

Existiendo efecto antibacteriano en el aceite fijo y extracto etanolico de capuli en sus diversas
concentraciones, sobre la Porphyromona gingivalis ATCC 33277 mediante la prueba de difusion de
discos.

También se debe tener en cuenta que el tamafo del halo de inhibicién esta influenciado por
varios factores tales como: medio de cultivo en el que se realiza la prueba, la capacidad de
difusibilidad del compuesto, el tiempo de generaciéon del microorganismo, la sensibilidad al
antibiodtico y el tiempo de incubacion, Los principales parametros que verificamos en este estudio
son: seleccién de la planta siguiendo los criterios quimio taxonémicos, las técnicas asimismo han
sido seleccionadas y adecuadas tanto para el aceite fijo, como para el extracto etandlico en sus
diversas concentraciones, ambas adecuadas de acuerdo a su naturaleza, el agar fue el mas
recomendable para poder ver el grado de efectividad antibacteriana entre una y otra sustancia.

Este estudio comparativo aun no se ha realizado es original, por lo que me motivé a realizarlo,
logrando resultados satisfactorios, En algunos antecedentes sefialan y mencionan algo al respecto
por individual de las dos sustancias que tomé para la realizacion de la investigacion.



Prevaleciendo la premisa que tenfa como objetivo principal de probar el grado de la efectividad
antibacteriana de Prunus salicifolia (capuli), del aceite fijo y extracto etandlico en sus diferentes
concentraciones de 25%, 50 % y 75%, las cuales mostraron diferencias significativas en ambos
en las concentraciones del 75%, mas que en las de 25% y 50 % no se observaron diferencias
significativas.

Este estudio sugiere usar concentraciones del 75% o mas en la planta para optimizar los
resultados bacterianos, De manera similar cuando se usa gluconato de clorhexidina al 0,12%, el
efecto informado sera similar ya que lo utilizan como medio de control para bacterias Gram
positivas.

CONCLUSIONES

El aceite fijo de Prunus salicifolia en concentracion al 75% mostré el efecto antibacteriano 7 vitro,
formé halos de inhibicién de media de 1,4 mm, lo situ6 como “Sensible” (+) en la escala
Duraffourd con cepas de Porphyromona Gingivalis ATCC 33277.

Asimismo, en la comparaciéon de aceites fijos con los extractos etandlicos de Prunus salicifolia, se
determiné que el aceite fijo al 75%, al igual que la clorhexidina al 0,12%, demostré un efecto
inhibitorio n vitro, con cepas de Porphyromona gingivalis ATCC 33277, lo cual revelé halos de
inhibicion de media “Sensible”,
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