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RESUMEN

Objetivo: La presente investigacion tuvo como propdsito comparar la efectividad
antibacteriana de la bromelina y el gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Métodos: Se efectud un estudio cuasi-experimental in vitro, de corte longitudinal y
enfoque explicativo. Se aisl6 la bromelina por el método de precipitacion con etanol al
50%; posteriormente, se prepararon las soluciones a las concentraciones del 1%, 5%
y 10 % de la bromelina con agua destilada estéril. La cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175 fue adquirida del laboratorio GenLab del Peru S.A.C.

Se aplicd el método de disco difusion para la evaluacién de la efectividad
antibacteriana, empleandose 10 repeticiones para cada grupo de estudio. Se utilizo la
técnica observacional para medir los halos de inhibicidn a las 24 y 48 horas, que fueron

registrados en la ficha de observacion y evaluados mediante la escala de Duraffourd.

Resultados: Alas 24 horas, los halos de inhibicion de la bromelina al 5% y 10% fueron
de 15.53 mm = 0.52715 mm y 16.75 mm = 0.83566 mm, respectivamente, frente a
11.75 mm £ 0.35963 mm del gluconato de clorhexidina. A las 48 horas, la bromelina
al 5% y 10% mostré halos de 17.21 mm £ 0.91706 mm y 18.92 mm % 1.24168 mm,
respectivamente, comparado con 11.95 mm * 0.41433 mm del gluconato de

clorhexidina. La capacidad inhibidora de bromelina al 1% fue menos efectiva.

Conclusiéon: La bromelina, en concentraciones del 5% y 10%, demostré una
capacidad superior para inhibir el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175,

superando al gluconato de clorhexidina al 0.12% tanto a las 24 como a las 48 horas.

Palabras clave: Efectividad, Clorhexidina, Streptococcus mutans.



ABSTRACT

Objective: The purpose of this research was to compare the antibacterial
effectiveness of bromelain and 0.12% chlorhexidine gluconate on Streptococcus
mutans ATCC 25175 strains.

Methodology: A quasi-experimental, longitudinal, in vitro study with an explanatory
approach was carried out. Bromelain was isolated by the 50% ethanol precipitation
method; subsequently, solutions at concentrations of 1%, 5% and 10% of bromelain
were prepared with sterile distilled water. The Streptococcus mutans ATCC 25175

strain was acquired from the GenLab del Peru S.A.C. laboratory.

The diffusion disc method was applied to evaluate antibacterial effectiveness, using 10
replicates for each study group. The observational technique was used to measure the
inhibition halos at 24 and 48 hours, which were recorded in the observation card and

evaluated using the Duraffourd scale.

Results: At 24 hours, the inhibition halos of 5% and 10% bromelain were 15.53 mm %
0.52715 mm and 16.75 mm + 0.83566 mm, respectively, versus 11.75 mm + 0.35963
mm for chlorhexidine gluconate. At 48 hours, 5% and 10% bromelain showed halos of
17.21 mm = 0.91706 mm and 18.92 mm £ 1.24168 mm, respectively, compared to
11.95 mm £ 0.41433 mm for chlorhexidine gluconate. The inhibitory capacity of 1%

bromelain was less effective.

Conclusion: Bromelain, at concentrations of 5% and 10%, demonstrated superior
ability to inhibit the growth of Streptococcus mutans ATCC 25175, outperforming
0.12% chlorhexidine gluconate at both 24 and 48 hours.

Key words: Effectiveness, Chlorhexidine, Streptococcus mutans.



INTRODUCCION

La caries dental se produce por multiples factores, es descrita por la OMS como un
proceso patoldgico localizado que se inicia con la pérdida de minerales de los tejidos
duros del diente para posteriormente dar lugar a la caries propiamente dicha, este
proceso se debe a la accion de los acidos que se fermentan por la accion de bacterias

cariogénicas, especialmente el Streptococcus mutans (1).

El Streptococcus mutans es una bacteria que forma parte de la microflora oral de la
cavidad oral en condiciones normales. Sin embargo, tiene un papel principal en el
inicio de la caries dental, aunque no es la unica responsable de su desarrollo, se ha
demostrado que esta bacteria puede modificar el entorno bucal al formar una capa
rica en polimeros extracelulares y con un pH bajo. Esta alteracién crea un ambiente
propicio para que otras bacterias que también producen acidos y pueden prosperar

en ambientes acidos encuentren un lugar favorable para desarrollarse (2).

Existen muchas formas de impedir o limitar la formacion de la placa dental, el
mecanismo mas eficaz es el control mecanico (cepillado y uso de hilo dental) pero en
ocasiones este no es suficiente para llegar a todas las superficies dentarias; por lo
que, es necesario complementarlo con el control quimico a través de sustancias
quimicas, el estandar de oro hoy en dia es la clorhexidina debido a sus propiedades
antibacterianas, la baja toxicidad con la mucosa oral y la sustantividad que posee. Sin
embargo, tiene algunas desventajas como el cambio de coloracién en los dientes o la

disgeusia.(3)

Histéricamente, los remedios naturales en base a plantas han sido utilizados en el
tratamiento de enfermedades dentales. Diversas partes de las plantas se emplean
para abordar problemas como las enfermedades periodontales, la higiene bucal, la
prevencion de caries y trastornos de las mucosas. Segun la OMS, el 80% de la
poblacion perteneciente a los paises en desarrollo utilizan los remedios naturales para
tratar problemas dentales. Es comun en zonas rurales que las personas prefieran las
plantas medicinales debido a su facil acceso, bajo costo y menores efectos

secundarios en comparacion con los medicamentos convencionales (4).

Dentro de estos remedios naturales, se encuentra la pina, que es una fruta que esta

incluida en la dieta de muchas personas, debido a su sabor agradable y dulce;



ademas, de aportar nutrientes. Esta fruta pertenece a la familia Bromeliaceae, un gran
porcentaje de sus componentes como las hojas, tallo, corteza y corona se desechan;
sin embargo, estudios han demostrado que el tallo tiene como componente principal
a la bromelina, enzima proteolitica que causa especial interés en el campo médico por
sus multiples propiedades antinflamatorias, antibacterianas, antioxidantes,

anticancerigenas vy fibrinoliticas (5) (6).

Por consiguiente, la presente investigacion tiene como objetivo evaluar la
comparacion la eficacia antibacteriana de la bromelina sobre cepas de Streptococcus
mutans con el gluconato de clorhexidina al 0.12% y a partir de los resultados obtenidos
recomendar el uso de este principio activo en productos quimicos para la prevencion

de la caries dental.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA

Segun el estudio de la carga mundial de morbilidad del 2019, la caries dental en la
denticién adulta es la mas prevalente en la actualidad. La caries dental en la denticion
permanente afecta a 2000 millones de personas y en dientes deciduos a 514 millones
de nifios (7). Estas cifras son alarmantes, teniendo en cuenta que esta enfermedad es
prevenible y tratable con un diagndstico precoz. A pesar de que se han tomado
medidas preventivas a nivel global, la prevalencia de la caries dental sigue en aumento
a causa de multiples factores; como la urbanizacién, escasez de acceso a una
atencion odontoldgica integral, disponibilidad elevada de alimentos ricos en azucar,

entre otros (8).

El Streptococcus mutans es el agente causal predominante en la formacion de la placa
dental, la que interviene en el desarrollo de la caries. Para poder controlar la placa se
utilizan los métodos mecanicos (cepillado dental), pero en ocasiones este método es
insuficiente debido a multiples factores propios o externos del paciente, por lo que es
necesario complementarlo con métodos quimicos (enjuagues bucales) para un control

bacteriano mas amplio.

Hoy en dia, la clorhexidina es el estandar de oro para el control bacteriano como
enjuague bucal, debido a su amplio espectro y sus muchas propiedades; sin embargo,
esta ha demostrado algunos efectos adversos; ademas, de su elevado precio para la

poblacién en general, por lo que su uso esta limitado.

En los ultimos afios se han propuesto aditivos naturales para obtener productos con
propiedades similares o superiores a la clorhexidina, que ademas tengan menos
efectos negativos en la cavidad oral. Dentro de estos productos se tiene a la
bromelina, una enzima proteolitica que deriva tanto del tallo como del fruto de la planta
de la pina (Ananas camosus), siendo el tallo la parte de mayor concentracion de esta
enzima (6). Una de las razones por lo que la bromelina ha sido estudiada en el campo
de la odontologia es por su accién frente a los patégenos bucales, esta accion
antibacteriana se debe a la presencia de proteasas y flavonoides en su

composicion(5).



Teniendo en cuenta que la bromelina se extrae de un fruto, se espera que esta tenga
mayor biocompatibilidad con la mucosa oral; ademas, de que sus efectos adversos a
su uso continuo sean minimos. Por otro lado, buscamos abordar un desafio de salud
publica de gran relevancia global, como es la caries dental, al estudiar y evaluar la
efectividad antibacteriana de la bromelina, ofreceremos una solucion mas efectiva,
accesible y sostenible en comparacion con los métodos existentes. Ademas,
buscamos impulsar avances significativos en la odontologia preventiva y promover la
salud oral de la poblacién, contribuyendo asi al bienestar general y atenuando la carga

financiera derivada del tratamiento de la caries dental.

Finalmente, con esta investigacidon buscamos resolver problemas ambientales al
reducir los residuos de la pifia (Ananas camosus), promover practicas sostenibles en
la agricultura y la industria, generar beneficios econdmicos para la region Cusco
mediante el impulso laboral y la atraccién de capital, valorizar los recursos locales al
convertir los desechos en productos de valor agregado, y contribuir al desarrollo
sostenible alineandose con los Objetivos de Desarrollo Sostenible propuestos por la

Organizacion de las Naciones Unidas.
1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1. Problema general

¢Cual es la efectividad antibacteriana de la bromelina en comparacion al
gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 251757

1.2.2. Problemas especificos

1. ¢Cual es la efectividad antibacteriana de la bromelina al 1% sobre cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48 horas?

2. ¢Cual es la efectividad antibacteriana de la bromelina al 5% sobre cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48 horas?

3. ¢Cual es la efectividad antibacteriana de la bromelina al 10% sobre
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48 horas?

4. ¢Cual es la efectividad antibacteriana del gluconato de clorhexidina al
0,12% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48
horas?



1.3. OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo general

Evaluar la efectividad antibacteriana de la bromelina en comparacion al

gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Streptococcus mutans

ATCC 25175.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la efectividad antibacteriana de la bromelina al 1% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48 horas.

2. Evaluar la efectividad antibacteriana de la bromelina al 5% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48 horas.

3. Evaluar la efectividad antibacteriana de la bromelina al 10% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48 horas.

4. Determinar la efectividad antibacteriana del gluconato de clorhexidina sobre

cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48 horas.

1.4. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

El uso de remedios naturales para tratar problemas de salud bucodental puede
considerarse una opcion légica en comparacion con los enfoques farmacéuticos. Esto
se debe a que estos remedios naturales suelen estar facilmente disponibles, son mas
econdmicos y tienden a tener menores reacciones secundarias. La evidencia detras
de esta afirmacion es que, en muchos casos, las plantas y sustancias naturales han
demostrado tener propiedades beneficiosas para tratar diversas afecciones orales y
dentales. Ademas, estas alternativas naturales a menudo son mas accesibles y
economicas que los medicamentos tradicionales. Al optar por remedios naturales, se
pretende aprovechar las propiedades terapéuticas de la naturaleza de manera mas

sostenible y menos invasiva.

Ademas, la mencion de "menores reacciones secundarias" sugiere que, en
comparacion con algunos medicamentos farmacéuticos, los remedios naturales

pueden ser mas suaves en términos de posibles reacciones adversas.

El enfoque de esta investigacion esta en la bromelina, agente que se ha utilizado en

varias areas de la odontologia, por la gran variedad de propiedades que posee, por lo



que se busca evaluar su efectividad antibacteriano sobre cepas de Streptococcus
mutans y partiendo de los resultados de estos poder recomendar su uso como

principio activo en agentes orales para la gestion quimica de la placa dental.

1.4.1. Relevancia Social

La inclusién de bromelina como agente antibacteriano no solo ofrece una alternativa
efectiva para el tratamiento de infecciones bacterianas, sino que también contribuye a
minimizar el impacto de la caries dental y a mejorar la calidad de vida de los pacientes.
Ademas, al optar por un principio activo de origen natural, se promueve un enfoque
mas sostenible y responsable con el medio ambiente. Esta combinacion de beneficios
no solo optimiza los resultados clinicos, sino que también genera una experiencia
positiva para el paciente, fortaleciendo la confianza en tratamientos que cuidan tanto

su salud como el entorno en el que viven.

1.4.2. Valor tedrico
La presente investigacion proporcionara evidencia cientifica; debido a que, este

producto aun no ha sido estudiado a gran profundidad como agente antibacteriano.

La investigacion sobre la bromelina es fundamental para generar nuevos
conocimientos que permitan desarrollar farmacos y productos accesibles que la
utilicen como principio activo. Este estudio se centra en evaluar su efectividad
antibacteriana en comparacion con agentes estandar como el gluconato de
clorhexidina, con el objetivo de determinar si la bromelina puede ser una alternativa
viable o incluso superior en la prevencidn de caries. Ademas, se investiga la seguridad
de su uso en la cavidad oral, asi como las concentraciones y tiempos de exposicidon
necesarios para obtener una actividad antibacteriana significativa. Asimismo, se
exploran posibles aplicaciones en productos dentales y se analiza su impacto en la
salud bucal, incluyendo su efecto en la gingivitis y la flora bacteriana oral, ampliando

asi el conocimiento en esta area.
1.4.3. Conveniencia

Este estudio implica el uso de los recientes avances tecnoldgicos; lo cual, facilita el
estudio en condiciones 6ptimas y controladas. Al ser un estudio experimental que
beneficia el campo de la investigacion tecnoldgica, se cuenta con mayor accesibilidad
y permisos en el uso de los laboratorios de las instituciones vinculadas al investigador.
Por otro lado, el estudio de nuevos productos para prevenir el inicio de la caries dental,
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como es el caso de la bromelina, resulta en una inversion justificada, considerando

que esta enfermedad conlleva a altos costos sanitarios por su elevada incidencia.
1.4.4. Implicancias practicas

Al poder corroborar las escasa investigaciones sobre la bromelina como agente
antibacteriano, da pie a poder utilizarla como principio activo en productos

odontoldgicos como enjuagues o pastas dentales, para reducir la incidencia de caries.

Ademas, tratandose de un producto natural este se convierte en una medida
preventiva accesible para toda la sociedad, independientemente de su condicién
socioecondmica. Por otro lado, reduciria significativamente las intervenciones mas

invasivas y costosas en el tratamiento de la caries dental.

1.4.5. Utilidad metodolégica
Propone un nuevo meétodo para disminuir el nUmero de agentes patégenos en la boca,
ademas de incluir un instrumento para evaluar la efectividad de la bromelina, el cual

puede ser utilizado en investigaciones futuras.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1.ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1. Antecedentes internacionales

PEREIRA M. (Rio de Janeiro, 2022) en su estudio titulado “Analisis de la actividad
antibacteriana y antibiofilm de la bromelina en cepas de Pseudomonas aeruginosa 'y
Staphylococcus aureus”; el objetivo fue identificar la posible actividad de la bromelina
frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, patdogenos
oportunistas de alta relevancia clinica, capaces de formar biofiims comunmente
asociados al desarrollo de infecciones crénicas. En este estudio se evaluaron cuarenta
y cuatro cepas de P. aeruginosa y cuarenta y tres cepas de S. aureus aisladas de
heridas cronicas y hemocultivos de origen humano. La actividad antibacteriana de la
bromelina se evalué mediante la prueba de dilucion en agar de Mueller-Hinton para
determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y mediante la realizacién de
curvas de crecimiento. La actividad antibiofilm se analiz6 mediante ensayos de
formacion de biofilm en presencia de bromelina al 1% y mediante la exposicion de
biofilms maduros a bromelina al 1%. Los resultados especificaron que la bromelina no
demostrd actividad antibacteriana contra P. aeruginosa y S. aureus en sus diferentes
concentraciones ensayadas (CMI > 4 mg/mL). No se ha identificado una actividad
potencial antibiofilm de la bromelina contra P. aeruginosa. Sin embargo, la bromelina
mostré una accion antibiofilm significativa contra las cepas de S. aureus en el estudio,
especialmente aquellas aisladas de heridas cronicas, que en su mayoria fueron
resistentes a la meticilina. Se concluyd que la bromelina puede representar una
alternativa prometedora para el control de biopeliculas de S. aureus, particularmente

en el contexto del cuidado de heridas (9).

LIMA C. (Rio de Janeiro, 2016) en su estudio titulado “Evaluacién de la actividad
proteolitica y antimicrobiana de la bromelina en el proceso de adhesién a la estructura
de la dentina”; el objetivo fue evaluar la influencia de la actividad proteolitica de la
bromelina en los procesos de fuerza de union y nanoinfiltracién de los sistemas
adhesivos Adper Single Bond 2 (SB) y Prime Bond 2.1, asi como su efecto

antimicrobiano frente a Streptococcus mutans. Se utilizaron soluciones de bromelina
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al 0,5% y 1% para la desproteinizacion de la dentina, con hipoclorito de sodio al 10%
como control. Se realizaron pruebas en 80 incisivos bovinos y 60 discos de
resina/adhesivo para evaluar la fuerza de adhesion y la nanoinfiltracion. Los
resultados mostraron que la bromelina al 1% mejoré la desproteinizacion y el
rendimiento del sistema adhesivo. Ademas, todas las soluciones de bromelina
redujeron la actividad metabdlica y la produccidn de acido lactico por la biopelicula de
S. mutans. Se concluyé que la bromelina al 1% demostré ser eficaz en la
desproteinizacion y mejora del rendimiento adhesivo, asi como en la reduccién de la

actividad microbiana de S. mutans (10).

PRAVEEN, et al. (2014), en su estudio titulado “Evaluacion in vitro de la eficacia
antibacteriana del extracto de pifia (bromelina) sobre patégenos periodontales”; el
objetivo fue evaluar la eficacia antibacteriana de la bromelina en microorganismos
periodontales aerdbicos y anaerdbicos. Materiales y métodos: La Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) de bromelina se probd en cepas aisladas de Streptococcus
mutans, Enterococcus fecalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans vy
Porphyromonas gingivalis utilizando el método de caldo de dilucion seriado. Los
resultados especificaron que el S. mutans mostré sensibilidad a la concentracién mas
baja de 2 mg/ml en comparaciéon con E. fecalis (31,25 mg/ml), mientras que P.
gingivalis mostro sensibilidad a la concentracion mas baja de 4,15 mg/ml en
comparacion con A. actinomycetemcomitans (16,6 mg/ml). Se concluyé que la
bromelina ejerce un efecto antibacteriano contra potentes patdégenos periodontales;
por lo tanto, puede usarse como agente antibacteriano. Sin embargo, es necesario

realizar mas ensayos para validar este resultado (11).
2.1.2. Antecedentes nacionales

CHAMORRO MR. (Lima, 2023) en su tesis titulada, “Efectividad antibacteriana del
extracto etandlico de Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre el Streptococcus mutans
ATCC 25175. Un estudio in vitro”; el objetivo fue determinar la efectividad
antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre
el Streptococcus mutans ATCC 25175. Se realizaron pruebas comparativas con
concentraciones del extracto etandlico de eucalipto (25%, 50%, 75%, y 100%) y
clorhexidina al 0.12%, a las 24 y 48 horas, mediante el método de Kirby Bauer. Los

resultados mostraron que el extracto al 100% exhibié el mayor halo inhibitorio (21.67
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mm y 20.12 mm), siendo significativamente mayor que la clorhexidina al 0.12% (17.50
mm y 17.04 mm respectivamente), (p<0.05). Se concluyoé que el extracto etandlico de
eucalipto al 100% fue el mas efectivo a las 24 y 48 horas en comparacién a los otros

dos grupos (12).

BELSUZARRI C. y VALDERRAMA D. (Huanuco, 2015) “Efectividad antibacteriana
del extracto etanodlico de Pelargonium x horetorum L.H. Bailey sobre cepas de
Porphyromonas gingivalis”; el objetivo fue evaluar la efectividad antibacteriana in vitro
del extracto etanodlico de Pelargonium x hortorum L. H Bailey en diferentes
concentraciones sobre cepas de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 vy
compararlos con el gluconato de clorhexidina al 0,12%. La metodologia establecio
un enfoque cuantitativo y un disefio experimental in vitro. Se utilizé el método de
difusion en pozo, con 25 muestras de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
incubadas en condiciones anaerébicas a 37°C durante 72 horas. Se empled
Dimetilsuféxido (DMSO) para diluir el extracto, y se incluyd agua destilada como
control negativo. Los halos de inhibicion se midieron a las 72 horas y se registraron.
Se realizd un analisis fitoquimico preliminar mediante el ensayo a la gota. Los
resultados mostraron que el promedio del diametro del halo de inhibicidn del extracto
etandlico de Pelargonium x hortorum a 6,25 mg/ml es de 3,68 mm; a 12,5 mg/ml es
de 5,50 mm; a 25 mg/ml es de 7,18 mm y a 50 mg/ml es 11,44 mm y el gluconato de
Clorhexidina al 0,12% fue 10,32 mm. Se concluyé que el extracto etandlico de
Pelargonium x hortorum a una concentracion de 50 mg/ml mostré una eficacia

antibacteriana superior a la del gluconato de Clorhexidina al 0,12% (13).

DELGADO EM. y TAPIA Y.(Lima, 2021) en su tesis titulada, “Efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa (Tara) frente a Streptococcus
mutans”, el objetivo fue demostrar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa (Tara) frente a Streptococcus mutans. Se utilizd la maceracién
con etanol de 96° para obtener extractos etandlicos al 50%, 75% y 100% de
Caesalpinia spinosa (Tara). Para evaluar el efecto antibacteriano contra Streptococcus
mutans, se empled el método de difusidén en pozo con agar. Los valores promedio de
los extractos etandlicos de Caesalpinia spinosa (Tara) frente a Streptococcus mutans
fueron 23.97mm + 0.05 para el extracto al 50%, 24.74mm + 0.04 para el 75%, y

26.2mm + 0.05 para el 100%. El control negativo mostré un halo de inhibicion de
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6.02mm + 0.08, mientras que el control positivo con clorhexidina al 1% fue de
36.30mm + 0.05. Se evidencio el efecto antibacteriano de los extractos etandlicos al

50%, 75% y 100% de Caesalpinia spinosa (Tara) contra Streptococcus mutans (14).

LOPEZ MV. (Trujillo, 2018) en su tesis titulada, “Efectividad antibacteriana in vitro del
gel de Burm. f. (aloe vera) y extracto hidroetandlico de Matricaria chamomilla
(manzanilla) sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC"; el objetivo fue comparar
la efectividad antibacteriana entre el gel de Aloe vera y el extracto etandlico de
Manzanilla sobre cepas de Streptococcus mutans. La metodologia fue de tipo
cuantitativo, disefio prospectivo, longitudinal, analitico y experimental. Se utilizaron
varias concentraciones de ambos productos, y se aplicaron a las cepas cultivadas en
condiciones especificas. Se midio la sensibilidad bacteriana mediante la técnica de
discos de difusion, los resultados evidenciaron que tanto el gel de Aloe vera al 50%
como el extracto etandlico de Manzanilla al 25% mostraron efectos antibacterianos,
siendo este ultimo mas efectivo con halos de inhibiciéon de 10.2 mm. Se concluyo que
el extracto etandlico de Manzanilla al 25% presentd el mejor efecto antibacteriano

frente a las cepas de Streptococcus mutans (15).
2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. BROMELINA

2.2.1.1. Historia

La bromelina es una enzima que fue descubierta por primera vez en 1891 por Vicente
Marcano, un quimico venezolano. Aunque se iniciaron los estudios para aislar y
analizar esta enzima en 1894, no fue hasta 1957 que se comenz6 a producir
comercialmente. Este proceso se desencadend cuando Heinecke descubrié que el
tallo de la pifia contenia mas bromelina que la fruta en si. Esto resulté en una situacion
interesante, ya que el subproducto de desecho, la bromelina, se volvi6 mas
comercialmente valioso que la propia fruta de la pifia. Desde entonces, la bromelina
se ha utilizado en diversas aplicaciones comerciales debido a sus propiedades

enzimaticas beneficiosas (6) (16).
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2.2.1.2. Estructura y bioquimica

La bromelina es una enzima proteasa obtenida de la pifia (Ananas camosus), aunque
existen otras enzimas proteoliticas en la planta de pifia, como la comosina y la anaina,
la bromelina es la mas investigada. Esta enzima, que pertenece a la familia
Bromeliaceae, descompone las proteinas en aminoacidos y se clasifica como cisteina
proteinasa debido a la presencia de cisteina tiol en su sitio activo (16). Las dos formas
predominantes son la bromelina presente en el tallo (EC 3.4.22.32) de la pifia y la
bromelina del fruto (EC 3.4.22.33) de la misma (17). En la bromelina cruda se
encuentran varias otras enzimas y elementos como endopeptidasas de cisteina,
fosfatasas, peroxidasas, carbohidratos, ribonucleasas, inhibidores de proteasas,
celulasas, glicoproteinas y calcio organicamente unido. Su funcién depende en parte
de una fraccion de sulfhidrilo(16) (18).

2.2.1.3. Propiedades fisicas

La bromelina del tallo mantiene una estructura secundaria constante. Es efectiva en
un rango de pH de 7 a 10, pero su actividad se pierde permanentemente por encima
de un pH 10. A un pH 14, adquiere una forma gelatinosa caracteristica. Ademas, se
ha confirmado su estabilidad a largo plazo cuando se conserva a temperaturas
menores a 20 °C (16) (19).

2.2.1.4. Biodisponibilidad

La bromelina se absorbe de manera eficaz en el organismo, lo que contribuye a su
alta disponibilidad segun un estudio realizado in vitro. Esta se absorbe activamente en
todas las partes del sistema gastrointestinal, con aproximadamente el 40% de la
cantidad total de bromelina absorbida en su forma de alto peso molecular desde el
intestino (19). Estudios realizados por Castell et al. (20) indican que la bromelina tiene

una vida media de 6 a 9 horas.

Se ha observado en estudios in vivo que se pueden consumir casi 12 gramos de

bromelina al dia sin presentar efectos secundarios notables(19) (21).
2.2.1.5. Farmacocinética

El pico maximo de concentracion de bromelina en la sangre se alcanza una hora
después de su administracion oral. Ademas, se ha confirmado que la bromelina

mantiene su actividad proteolitica en la sangre (19). A partir de esto, investigaciones
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mas recientes han revelado que alrededor del 30% de la bromelina permanece estable
en el jugo gastrico artificial después de 4 horas, y aproximadamente el 20%

permanece estable en la sangre artificial durante el mismo periodo(19) (18).
2.2.1.6. Aplicaciones terapéuticas

a. Efectividad antibacteriana

La bromelina tiene propiedades antibacterianas gracias a componentes como
taninos, saponinas y flavonoides. En particular, el flavonoide puede unirse a
proteinas celulares, afectando la membrana de las bacterias. Aunque no se
comprende completamente, se cree que la bromelina ejerce su actividad
antimicrobiana al hidrolizar enlaces peptidicos en la pared celular de la bacteria, lo
que dana la superficie de la célula. Este proceso provoca fugas, hinchazén y
apertura de la célula. Ademas, la bromelina impide el crecimiento bacteriano al
evitar que las bacterias se adhieran a receptores especificos de glicoproteinas en
su superficie (6).
En una investigacion realizada en condiciones controladas, se analizd la
efectividad antibacteriana de la bromelina en comparacion con otras sustancias en
infecciones endodonticas. Se encontré que la bromelina era mas efectiva que el
hidroxido de calcio y comparable a una pasta antibidtica triple. Se observé que la
bromelina tiene un mayor efecto contra bacterias de tincion Gram-positiva que
contra las de tincion Gram-negativa. Ademas, se ha calculado la concentracion
minima inhibitoria de bromelina en patdégenos periodontales, mostrando eficacia
antibacteriana, especialmente contra Streptococcus mutans y Porphyromonas
gingivalis. En general, la bromelina podria ser utilizada como un agente
antibacteriano potente, especialmente en infecciones periodontales (16).

b. Acciéon antiinflamatoria: La bromelina inhibe especificamente la sintesis de
prostaglandinas que desencadenan la inflamacion, actuando de manera indirecta.
Esta modula la formacion de prostaglandinas proinflamatorias al reducir los niveles
de PGE2(prostaglandina E2) y TXA-2 (tromboxano A2), mientras potencia los
mediadores antiinflamatorios y los niveles de PGI-2 (prostaglandina 12). También
influye en moléculas de adhesion en las células inmunitarias, afectando la
migracion de neutrdfilos a los sitios inflamados (6).

c. Quemaduras y cicatrizacion de heridas: La crema de bromelina, que contiene

un 35% de esta enzima en una base lipidica, se utiliza para desbridar tejido
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necrotico, lo que acelera la recuperacion gracias a la presencia de escharasa. Su
aplicacion sigue siendo prioritaria en el tratamiento postoperatorio para aliviar dolor
e inflamacién, ya que mejora el proceso de desbridamiento y favorece una
cicatrizacion mas rapida y efectiva (17) (18) (19).

d. Efecto anticancerigeno: La bromelina ha mostrado efectos anticancerigenos en
estudios in vitro con diversas lineas celulares cancerosas, incluyendo el cancer de
mama, prostata, gastrico, melanoma, carcinoma epidermoide, cancer colorrectal,
ovario, pulmén, pancreas y hepatocelular (6).

e. Potenciacion antibiética: En humanos, la bromelina incrementa los niveles de
antibioticos tanto en la orina como en la sangre. Tras la administracion de
bromelina, se detecta un aumento en los niveles sanguineos y tisulares de
amoxicilina y tetraciclina. Esto resulta en una mayor concentracion del farmaco en
la sangre y los tejidos. Por consiguiente, la bromelina mejora la efectividad de los

antibidticos y reduce los efectos secundarios asociados (17).
2.2.1.7. Aplicaciones en la odontologia

a. Después de cirugia de terceros molares: estudios realizados por Mendes et al.
(22) indicaron que la bromelina tiene un impacto moderado en la disminucion del
dolor en las primeras 24 horas y a lo largo de los 7 dias posteriores a la cirugia, y
también resulté en una reduccion en la cantidad promedio de medicamentos
adicionales necesarios por paciente. Aunque no se encontraron pruebas
concluyentes de que la bromelina fuera efectiva para reducir el trismo y la
hinchazén facial, si tuvo un efecto de moderado a grande en la mejora de varios
aspectos de los estilos de vida durante la primera semana después de la
operacion, incluyendo la alimentacién, la apariencia fisica, el aislamiento social y
la calidad del suenio.

b. Mejora de la capacidad de union de los adhesivos: Antes de aplicar un sistema
adhesivo, Chauhan et al. (23) evaluaron el impacto de la bromelina en la fuerza de
unién al corte, comparandola con hipoclorito de sodio al 5%. Descubrieron que la
bromelina elimina las fibrillas de colageno sin soporte después del grabado acido,
reduciendo las nanofugas y mejorando la fuerza de uniéon. En comparacion con el
efecto desproteinizante obtenido con hipoclorito de sodio al 5%, los resultados

obtenidos con bromelina fueron mayores y estadisticamente significativos.
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c. Eliminacion de caries: La bromelina tiene la capacidad de actuar sobre las redes
de colageno que han sido predegradadas en una lesion cariosa. Su funcion
consiste en suavizar estas redes de colageno, lo cual facilita su eliminacion. En
una investigacion in vitro realizado por Reddy et al., evaluaron la efectividad de la
bromelina como un agente quimio-mecanico para la eliminacion de caries. Los
resultados indicaron que la bromelina tardé aproximadamente 335 segundos en
eliminar la caries, y a partir de ese momento, quedd una cantidad menor de dentina
desmineralizada (16).

d. Agente anti-placa: Segun un estudio de Harmely et al. (2011), la bromelina
derivada del tallo al 5% es util en la pasta dental como agente anti-placa.
Rahmadini (2013) llevd a cabo una investigacion similar utilizando bromelina
extraida directamente de la pifia en la pasta dental, evaluando su eficacia durante
un periodo de 28 dias (17).

2.2.1.8. Métodos de extraccion

Los métodos para obtener extractos pueden dividirse en fisicos y quimicos. Los
métodos fisicos incluyen la homogenizacion, que emplea diversos equipos como
licuadoras o homogeneizadores para triturar el tejido y romper mecanicamente las
células, la sonicacion, que utiliza ultrasonido para agitar las particulas en el liquido y
romper las membranas celulares, y los ciclos de congelado descongelado, que
congelan las células y luego las descongelan para romper sus membranas. En los
meétodos quimicos, como el choque osmético, las células se exponen a una solucion
hipoténica para inflarse y fragmentarse, y los detergentes solubilizan las proteinas y
perturban las interacciones lipidicas y proteicas en las membranas celulares. Por
ultimo, los disolventes organicos(enzimas) pueden degradar la pared celular de

algunas células, que proporciona forma y proteccion (24).
2.2.1.9. Métodos de purificacion

a. Sistema acuoso bifasico (ATPS)
Este sistema implica el uso de dos polimeros distintos, como el polietilenglicol
(PEG) y el dextrano, o un polimero junto con una sal, como el PEG en conjunto
con una sal de fosfato. Este método permite eliminar subproductos no deseados,
como proteinas y pigmentos, que pueden afectar la actividad enzimatica. La

bromelina se prefiere en la fase PEG, mientras que el polifenol oxidasa se
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encuentra en la fase de fosfato de potasio. La recuperacion activa de la enzima es
alta gracias a la modificacion de los sitios activos por parte del PEG (17) (25).
Ultrafiltraciéon

La ultrafiltracion es una técnica de purificacion basada en la filtracidn por
membranas para separar moléculas por tamafio. Requiere membranas con alta
capacidad de separacion, buen flujo y propiedades mecanicas y quimicas éptimas.
Las moléculas mas pequefias pasan a través de la membrana bajo presion,
mientras que las mas grandes quedan atrapadas. Para una separacion mas
precisa, se puede combinar con métodos selectivos como cromatografia o
electroforesis (26).

Sistema micelar inverso

El sistema micelar inverso es una técnica de extraccion liquido-liquido utilizada en
el procesamiento de biomoléculas. Consiste en gotas de fase acuosa separadas
en un disolvente organico mediante tensioactivos en la interfaz. Estos tensioactivos
tienen colas hidrofébicas e hidrofilicas, con la cabeza hidréfila dentro de la micela
y la cola apolar en contacto con el disolvente. EI movimiento de proteinas dentro y
fuera de la micela puede ser controlado mediante ajustes en el pH, la fuerza iénica
de la fase liquida y la concentracién de surfactante (17) (25).

Precipitaciéon

La eficacia del proceso de precipitacion depende de las caracteristicas de la
proteina recombinante y de las propiedades de las proteinas contaminantes.
Puede eliminar hasta el 90% de las proteinas de la célula huésped. Se agrega una
sal, generalmente sulfato de amonio, al extracto en una concentracién que induce
la precipitacién de proteinas (27). También se han utilizado disolventes organicos
como etanol, cetonas, metanol, propanol y otros alcoholes en la precipitacién de
proteinas. El propdsito es determinar la concentracidon 6ptima donde solo
precipitan las impurezas proteicas no deseadas, sin afectar a la proteina obijetivo,
para este fin se necesitan pasos adicionales como centrifugacion y dialisis (28).
Cromatografia

La bromelina se purifica comunmente mediante métodos de cromatografia,
incluyendo filtracion en gel, intercambio i6nico, afinidad y contracorriente de alta
velocidad (HSCCC). La cromatografia de intercambio i6nico es particularmente
relevante, proporcionando una purificacién hasta 10 veces mayor. EI HSCCC

puede producir 3,01 g de bromelina purificada a partir de 5 g de extracto crudo. El
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uso de una membrana de afinidad metalica inmovilizada (IMAM) logra una

purificacion de 15,4 veces con una recuperacion del 94,6% (17).

2.2.2. GLUCONATO DE CLORHEXIDINA

El gluconato de clorhexidina, un compuesto catiénico de la familia de las biguanidas
ha sido empleado como antiséptico de amplio espectro en medicina general desde
1953. Su efectividad antimicrobiana abarca bacterias Gram-positivas, Gram-negativas
y hongos(29). Su actividad antibacteriana de largo alcance y amplio espectro la hace
efectiva en la gestion clinica de la placa dental, asi como en la atenuacion de la
inflamacion y el sangrado gingival. Ademas, estudios in vitro respaldan su eficacia al
disminuir la proliferacion de diversas especies bacterianas asociadas a enfermedades
periodontales, como Porphyromonas gingivalis y Streptococcus mutans, este ultimo

vinculado a la caries dental (30).
2.2.2.1. Efectividad antibacteriana

Los efectos antibacterianos del gluconato de clorhexidina estan relacionados con su
efecto sobre la membrana celular. A concentraciones bajas (0,02%-0,06%), el
gluconato de clorhexidina induce la liberacion de Ca2+y Mg2+ y la pérdida de K desde
la pared celular, generando un efecto bacteriostatico, es decir, inhibe el crecimiento
bacteriano; por otro lado, a concentraciones mas altas (>0,1%), provoca la liberacién
de todos los componentes intracelulares esenciales fuera de la célula, resultando en
una accion bactericida, donde se desencadena la lisis celular y la muerte bacteriana
(31).

2.2.2.2. Mecanismo de accién
La accion de la clorhexidina se divide en cuatro etapas:

1. Adhesién inicial: Teniendo en cuenta que la clorhexidina es una molécula de
carga positiva, ésta se une de manera firme a la superficie de la célula
bacteriana, la cual esta cargada negativamente debido a la presencia de
fosfatos y grupos sulfato (32).

2. Adsorcion especifica: Esta etapa involucra una adsorcion especifica a los
componentes de la célula bacteriana que contienen fosfatos (32).

3. Penetracion y aumento de permeabilidad: La clorhexidina penetra la pared

celular bacteriana mediante difusidon pasiva, lo que resulta en un incremento de
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la permeabilidad de la membrana celular interna. Este proceso resulta en la
liberacion de moléculas de bajo peso molecular y elementos citoplasmaticos,
al mismo tiempo que bloquea la funcion de ciertas enzimas vinculadas a la
membrana citoplasmatica (accidn bacteriostatica) (32).

4. Coagulacion citoplasmatica y precipitacion: En la cuarta etapa, si la
concentracion de clorhexidina se mantiene o aumenta, se produce la
coagulacion citoplasmatica y la precipitacion. Esto ocurre debido a la
produccion de compuestos fosforilados, como el trifosfato de adenosina y
acidos nucleicos, confiriendo asi su accion bactericida (32).

Es importante mencionar que gracias a la capacidad de la clorhexidina de adherencia
a las superficies orales (dientes, mucosas y glicoproteinas salivales) interfiere con la
adhesion bacteriana, dandole la propiedad de la sustantividad que permite su accién

por hasta 12 horas.
2.2.2.3. Aplicaciones clinicas en odontologia

a. Enfermedades periodontales: El gluconato de clorhexidina ha demostrado ser

activa contra microorganismos periodontopatogenos clave, incluyendo
enterobacterias, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y Fusobacterium nucleatum (29).
El colutorio de gluconato de clorhexidina en concentraciones entre el 0,1% vy el
0,2% muestra notables efectos antiinflamatorios y anti-placa en encias y dientes.
El uso diario de un enjuague bucal al 0,2% durante 4 a 6 semanas reduce los
signos clinicos de gingivitis, segun varios estudios. No obstante, el enjuague bucal
al 0,12% es mas efectivo para prevenir la gingivitis en superficies dentales sin placa
(32).

b. Caries: Aunque el enjuague bucal puede ser util para reducir la placa, las
directrices nacionales indican que el cepillado mecanico de dientes y la limpieza
interdental son métodos preferidos para eliminar eficazmente la placa. En este
contexto, cualquier enjuague bucal se considera un complemento y no un sustituto
del cepillado (31).

En relacion con S. mutans, la clorhexidina (CHX) tiene una Concentraciéon Minima
Inhibitoria (CMI) que no supera 1 pg/mL. Los enjuagues bucales con CHX han
demostrado reducir significativamente la presencia de S. mutans, pero esta

eficacia no se observa en los geles de CHX. A pesar de que los enjuagues bucales
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con CHX han mostrado reducciones en S. mutans, esto no se traduce directamente
en beneficios clinicos, como la reduccién de la caries (32).

c. Tratamiento del conducto radicular: el gluconato de clorhexidina al 2% mostro
propiedades bactericidas superiores al hipoclorito de sodio (2,5%) en
Enterococcus faecalis en estudios in vitro, pero después de periodos mas largos,
el hipoclorito de sodio al 2,5% fue mas eficaz. Aunque concentraciones mas altas
(5,25%) son mas efectivas, el gluconato de clorhexidina al 2% es preferido como
irrigante por ser menos toxico (31).

d. Procedimientos post-cirugia oral: En el periodo posoperatorio, su importancia
radica en su capacidad de evitar el desarrollo de placa bacteriana y la
recolonizacién de bacterias en el sitio quirurgico, especialmente en zonas de dificil

limpieza con procedimientos de higiene oral convencionales (29).
2.2.2.4. Efectos adversos

Algunas reacciones adversas comunes incluyen xerostomia (sequedad bucal),
pérdida del gusto (hipogeusia) y decoloracion de la lengua. Ademas, el uso a largo
plazo puede llevar a la formacion de calculos y manchas externas en los dientes. Las
reacciones adversas menos frecuentes abarcan hinchazén de la glandula pardétida,
sensacion anormal en la boca, ardor en la lengua y descamacién de la mucosa oral.
Sin embargo, la tincién dental es la reaccién adversa mas comun que desanima a los

pacientes a utilizar clorhexidina (31) (32).

Por otro lado, el gluconato de clorhexidina puede producir reacciones de
hipersensibilidad, tanto de tipo inmediato (tipo 1) como retardado (tipo 1V). Muchos
pacientes alérgicos a la clorhexidina informan retrospectivamente sobre reacciones
leves previas, como picazon, enrojecimiento e hinchazén localizada después de
procedimientos como extracciones de sangre o acceso intravenoso, 0 una reaccion
urticaria posoperatoria. Las reacciones alérgicas perioperatorias a la clorhexidina
suelen ser graves, con riesgo para la vida, y a menudo se presentan con afectacion

de multiples érganos, llegando en casos raros al paro cardiaco (33).

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un desafio creciente asociado con la
clorhexidina. Hay evidencia reciente que sugiere que la clorhexidina puede volverse
menos efectivo contra ciertos tipos de bacterias, tanto las Gram-negativas como las

Gram-positivas. Esto se debe a que las bacterias experimentan mutaciones o agregan
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material genético, lo que cambia la forma en que la clorhexidina afecta la membrana
celulary las bombas de iones, especialmente cuando se usa en concentraciones bajas
(34).

2.2.3. METODOS PARA EVALUAR LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Hay varios métodos de laboratorio que se pueden emplear para determinar la
sensibilidad de las bacterias a los agentes antimicrobianos en entornos controlados,
aunque su sensibilidad y principios no son uniformes, lo que puede llevar a resultados
influenciados por factores como el método especifico utilizado, los tipos de
microorganismos y la solubilidad de los compuestos en evaluacion. Los métodos
principales para evaluar la efectividad antibacteriana incluyen los de difusion, dilucion
y bioautografia. Especificamente, los métodos de difusion, han sido ampliamente

utilizados para evaluar extractos de plantas con actividad antimicrobiana (35).
a) Método de difusion

Este método se fundamenta en como varia la cantidad de una sustancia requerida
para detener el crecimiento de una cepa bacteriana y el area donde este crecimiento

se inhibe en la superficie de una placa de agar.

El método disco-placa: fundamentado en los estudios de Kirby, Bauer y
colaboradores, es recomendado por el Subcomité de Pruebas de Susceptibilidad
(NCCLS) para determinar la susceptibilidad de las bacterias a los agentes
antibacterianos. Consiste en colocar discos de papel filtro de 6 mm impregnados con
bromelina en una placa de agar inoculada previamente con el microorganismo sobre
el que se desea estudiar. Luego de la incubacion, se observa una zona de inhibicion
alrededor de los discos, que indica la sensibilidad del microorganismo al agente con
actividad antimicrobiana. La concentracion critica del antibiotico se encuentra en la
interfase entre las bacterias inhibidas y las que siguen creciendo. La interpretacion de
los diametros de inhibicion se realiza segun categorias establecidas por el NCCLS:

sensible (S), intermedia (l) o resistente (R)(36).

El inéculo puede prepararse mediante dos técnicas: la suspension directa de colonias
y la fase de crecimiento logaritmico. De estos, unicamente la suspensién directa de
colonias ofrece resultados 6ptimos para organismos particulares. En este método, las

colonias deben tener entre 18 y 24 horas de aislamiento y se suspenden en suero
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fisiolégico o caldo. El indculo se ajusta hasta alcanzar la turbidez estandar de 0.5 de
McFarland, aproximadamente 1.5 X 108 UFC/ml. Estas suspensiones se utilizan en
los 15 minutos posteriores a su preparacion. Los estandares de McFarland, deben

mezclarse mediante agitacion o inversion, segun corresponda (37).
b) Métodos de diluciéon

Los agentes con actividad antibacteriana se evaluan in vitro mediante métodos de
dilucién, donde el microorganismo crece en concentraciones crecientes del
antimicrobiano en caldo o agar. Estos métodos se utilizan para determinar la CMl y la
Concentracion Minima Bactericida (CMB), preparando diluciones en progresion
geométrica y luego inoculando el medio para permitir el crecimiento antes de
determinar la concentracion que inhibe el crecimiento. El subcultivo en medio sin
antimicrobiano permite determinar la actividad bactericida (36).
En la técnica de dilucion en caldo, se usan tubos o microplacas con concentraciones
crecientes de extracto vegetal. El microorganismo se inocula en ellos y se determina
la CMI tras la incubacién. En la dilucién en agar, se siembran cajas con una
concentracion especifica de extracto, se inocula el microorganismo y se incuba
durante 24 horas para verificar su crecimiento. La principal limitacién es la cantidad
de muestra requerida. Los métodos de microdilucion en caldo son preferidos para
multiples muestras, ofreciendo mayor sensibilidad para cantidades pequenas y

permitiendo distinguir entre efectos bactericidas o bacteriostaticos (35).
c) Bioautografia

El ensayo consiste en colocar muestras en placas de cromatografia delgada TLC y
luego invertirlas sobre una placa petri con el microorganismo a evaluar. Tras la
incubacion, se observa el halo de inhibicidon donde esta el compuesto activo. Se puede
usar alguna sal de tetrazolio para visualizar mejor los resultados. Es crucial evitar
solventes acidos o demasiado alcalinos en las placas de TLC, ya que podrian inhibir
el crecimiento bacteriano. Este método puede ser util para purificar sustancias
antibacterianas o realizar un tamizaje fitoquimico preliminar o un fraccionamiento
bioguiado (35).
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2.2.4. MICROFLORA ORAL NORMAL

La microflora oral normal es la poblacién microbiana comensal (bacterias, hongos,
virus, protozoos) que habita en la cavidad oral. Esta contribuye en el mantenimiento
de la homeostasis; es decir, una simbiosis y ausencia de enfermedades de la cavidad
oral (38,39). En condiciones normales la microflora oral esta constituida
principalmente por las especies Streptococcus, Neisseria, Veillonela, Prevotella y
Haemophilus (39) (40).

La cavidad oral tiene la segunda comunidad microbiana mas grande, después de la
microflora intestinal, esto se debe a las condiciones idoneas que brinda a las especies

microbianas; como la humedad, el pH salival y la temperatura (41).
2.2.4.1. Disbiosis de la microflora oral

La disbiosis es el desequilibrio de la relacion huésped-microbio, esto se debe a
cambios a nivel local o sistémico, tales como; la disminucién de la secrecién salival,
el uso de antibidticos, la dieta, la edad, el uso de aparatos ortoddnticos, coronas, entre
otros. Este desequilibrio se traduce en el aumento de la prevalencia de algunas
bacterias o la aparicion de otras especies dafiinas (38). En consecuencia, se producen
enfermedades locales como la caries dental y las enfermedades periodontales
(gingivitis y periodontitis); por otro lado, también se producen enfermedades
sistémicas, como la diabetes, obesidad, artritis reumatoide, enfermedades

intestinales, enfermedades cardiovasculares, etc. (42) (43)
2.2.4.2. Microflora oral y caries dental

Tanto la caries dental como la enfermedad periodontal estan relacionadas con el
microbioma oral (las bacterias y otros microorganismos en la boca) y cémo interactuan
con el cuerpo. En el caso de la caries, la dieta juega un papel importante; mientras
que, en la enfermedad periodontal, es el sistema inmunoldgico el que desempeia un
papel crucial. Es importante destacar que el paso de una condicién de salud bucal a
una enfermedad no se debe necesariamente a la introducciéon de bacterias daninas
desde el exterior, sino mas bien a cambios en la estructura de la comunidad
microbiana en la boca. Estos cambios incluyen la composicién y la cantidad relativa
de diferentes tipos de microorganismos, lo que transforma las comunidades

microbianas en estados patologicos (44).
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Desde 1971, Streptococcus mutans se ha considerado un patdgeno esencial en la
aparicion de la caries dental. Ademas de este, se han aislado muchas otras bacterias
de areas afectadas por caries; por otro lado, se ha descubierto que algunos hongos
también estan vinculados con la caries. Es relevante mencionar que, aunque se ha
informado que diversas especies de Lactobacillus y Bifidobacteria estan fuertemente
asociadas con la progresion de la caries, se ha demostrado que otras especies de
estos géneros actuan como probidticos efectivos para prevenir la caries. Estos
probioticos pueden ejercer su efecto preventivo regulando el desequilibrio en la

microflora causado por el estrés ambiental (45).
2.2.4.3. Género Streptococcus

Los estreptococos son comunes en diversas partes del cuerpo humano, siendo
predominantes en la cavidad oral y el tracto respiratorio superior. Los estreptococos
orales, antes llamados estreptococos viridans debido a su hemdlisis parcial, presentan

desafios en la clasificacion, ya que algunos pueden mostrar otros tipos de hemodlisis.

Inicialmente, los estreptococos orales se dividieron en cuatro grupos: anginosus, mitis,
mutans y salivarius, mientras que los estreptococos aislados fuera de la cavidad oral
se clasificaron en los grupos bovis o piégenos. Sin embargo, un enfoque filogenético
mas robusto llevdé a una nueva clasificacion en ocho grupos: mutans, pyogenic,
salivarius, mitis, sanguinis, anginosus, downei y bovis. En la actualidad, los
estreptococos orales se encuentran en todos los grupos, excepto en los grupos
pidgeno y bovis. El grupo mitis es el mas grande en la cavidad oral, con actualmente

20 especies (46).
2.2.4.4. Streptococcus y placa dental

La placa en la superficie dental se compone principalmente de glucano, fructano y
proteinas, diferenciandose de la saliva en términos de lipidos, calcio, magnesio, fluor
y fésforo. Con un 80% de agua in situ, esta membrana amorfa proporciona un entorno
propicio para la supervivencia bacteriana, determinando la virulencia de la biopelicula.
Sus caracteristicas fisicas y bioquimicas facilitan la adhesién, promueven la cohesion
celular y actuan como fuente de energia. La difusién limitada hacia y desde la
biopelicula concentra nutrientes, pero dificulta la entrada de sustancias externas,

incluyendo antibioticos.
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En el estudio de Kreikemeyer et al. sobre la placa dental en estreptococos, se
descubrieron estructuras filamentosas similares a pilus en las bacterias, vinculadas a
la patogenicidad. Estas estructuras adhesivas desempefian un papel crucial en la
adhesion a células y tejidos del huésped, asi como en la formacion de la placa dental
(47).

2.2.4.5. Streptococcus mutans

El Streptococcus mutans es una bacteria grampositiva, lo que significa que tiene una
membrana externa gruesa en su estructura celular (48). Streptococcus mutans es una
bacteria comensal oral asociada a la caries dental, especialmente en la superficie lisa
de los dientes. Produce enzimas que generan glucanos, esenciales para la formacion
de placa dental, y acidos que contribuyen a la desmineralizacion dental, por lo que se
considera como principal factor etiologico de la caries (49).

Ademas de su papel en la caries dental, Streptococcus mutans, como patégeno
humano, también esta vinculado a la endocarditis bacteriana subaguda, una
inflamacion peligrosa de las valvulas cardiacas. Ciertas cepas de esta bacteria
también se han asociado con otras enfermedades fuera de la boca, como

microhemorragias cerebrales, nefropatia por IgA y aterosclerosis (50).
2.2.4.6. Streptococcus mutans y caries dental

Streptococcus mutans en condiciones homeostaticas contribuye al mantenimiento de
la salud oral; sin embargo, al producirse una disbiosis, este se convierte en el principal
factor etiolégico de la caries dental, esta se adhiere a la superficie del esmalte
produciendo acidos que desmineralizan este tejido dentario, que son los subproductos

de los carbohidratos fermentables que constituyen la dieta del huésped (51).

Streptococcus mutans tiene la capacidad de proliferarse y formar biopeliculas en las
superficies de los dientes (esmalte), esto se debe a su capacidad de metabolizar los
azucares fermentables de la dieta del huésped, principalmente la sacarosa y la
fructosa , que sirven de sustrato a las enzimas (glicosiltransferasas y
fructosiltransferasas) capaces de catalizar la produccion de glucanos y fructanos,
principales responsables de la virulencia al formar una matriz de polisacaridos similar
al pegamento, lo que contribuye a la acumulacién de biopeliculas en las superficies
del esmalte, para posteriormente desmineralizarlo a través de la produccion del acido

lactico (2).
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2.2.4.7. Factores de virulencia de Streptoccocus mutans

Se ha aceptado ampliamente que el potencial cariogénico de Streptococcus mutans

se basa en tres caracteristicas fundamentales (50):

1.

2.3.

Su habilidad para producir grandes cantidades de glucano extracelular a
partir de sacarosa, lo que facilita la colonizacion permanente de las superficies
dentales y la formacién de una matriz polimérica extracelular.

Su capacidad para transportar y metabolizar diversos carbohidratos,
generando acidos organicos (acidogenicidad): S. mutans, como bacteria
del acido lactico, utiliza la glucdlisis para obtener energia y destaca por su
capacidad para metabolizar diversos carbohidratos. Su genoma codifica
sistemas de transporte de azucar y enzimas que permiten catabolizar
eficientemente la sacarosa, un disacarido particularmente cariogénico. La
sacarosa se convierte en un glucano extracelular que favorece la formacién de
biopeliculas, promoviendo la adhesion a las superficies dentales. Las enzimas
glicosiltransferasa (Gtfs) desempenan un papel clave en la creacion de una
matriz acida que contribuye a la desmineralizacion dental y a la prevalencia de
especies acidotolerantes.

Su capacidad para sobrevivir en condiciones de estrés ambiental,
especialmente en entornos de pH bajo (aciduricidad): Streptoccocus
mutans puede reducir rapidamente el pH al fermentar carbohidratos, activando
la Respuesta de Tolerancia al Acido (ATR) para mantener la homeostasis. La
F1FOLa -ATPasa (F-ATPasa) expulsa protones, y se producen adaptaciones en
la membrana y la generacion de moléculas neutralizantes como amoniaco y
CO2 para contrarrestar el estrés acido. La activacion de la fermentacion
malolactica (FML) convierte malato en lactato y CO2, que se utiliza para
neutralizar el citoplasma. Estos mecanismos permiten a Streptoccocus mutans

sobrevivir en condiciones de pH bajo.
DEFINICION DE TERMINOS BASICOS:

Bromelina: enzima proteolitica (proteasa) que cataliza la descomposicién de

las proteinas en aminoacidos, se encuentra en las plantas de pifia (52).

Purificacion: accion de quitar de algo lo que le es extrafio, dejandolo en el ser

y perfeccion que debe tener segun su calidad (53).
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Inmovilizaciéon: método potencial para asegurar la eficiencia de una enzima
sin la disminucion de su actividad con el tiempo o después del

procesamiento(6).

Biodisponibilidad: Grado en que una sustancia o un principio activo alcanza

la circulacion general (53).

Efectividad antibacteriana: capacidad de lograr un efecto deseado a través

de una sustancia o agente para combatir las bacterias.
Bactericida: Que mata o es capaz de matar las bacterias (54).

Bacteriostatico: Que inhibe o puede inhibir la multiplicacién de las bacterias
(54).

Microflora: Conjunto de microorganismos que habitan un ecosistema (54).

Disbiosis: Alteracién o cambio significativo de la homeostasis de la microflora,
asi como conjunto de las respuestas adversas que dicho cambio desencadena

en el organismo del huésped (54).

In vitro: Que sucede o que tiene lugar en un tubo de ensayo, en un medio de

cultivo o en otro ambiente artificial en el laboratorio (54).
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3.1.

CAPITULO Il
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

DISENO DE LA INVESTIGACION
Disefo experimental

Tipo de disefio experimental: cuasiexperimental, porque implica la
manipulacion de una o mas variables independientes (bromelina) para evaluar
el efecto que esta tiene sobre la variable dependiente, ademas de contar con
grupos de control positivo y negativo para aumentar la confiabilidad del estudio;

por otro lado, la seleccion de grupos no fue de manera aleatoria.

De corte longitudinal: porque la recopilacion de datos se realizé mas de una
vez (24 y 48 horas).

Alcance de la investigacion: El estudio tiene un enfoque explicativo, ya que se
analiz¢é las diferencias en las relaciones de causa y efecto entre las soluciones
antibacterianas; la bromelina al 1%, 5% y 10% y el gluconato de clorhexidina al
0.12%, que se emplearon con el propdsito de controlar el crecimiento del
Streptococcus mutans ATCC 25175 (55).

Esquema de disefio:

GE ——— > X4 —— O1
GE—mmmm™ X2 ——» 02

GE——» X3 ——» O3

GC > X4 > O4

GC——— Xs — Os

Donde:

GE: grupo experimental
GC: grupo control

X1: bromelina al 1%

X2: bromelina al 5%
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Xs: bromelina al 10%

Xa: gluconato de clorhexidina al 0.12%

Xs: suero fisioldgico estéril

O: observacion de los halos de los diferentes grupos

3.2 TIPO DE INVESTIGACION
El enfoque de esta investigacion es de tipo cuantitativo; debido a que, es
objetiva y su medicidn se hizo a través de métodos estadisticos (56).
3.3. MUESTRA
3.3.1. Muestra vegetal

Se emplearon los tallos de la especie Ananas camosus (Pifa).

3.3.2. Muestra microbiana
Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
3.3.3. Criterios de seleccion

e Criterios de inclusion de la muestra vegetal

Se incluyeron los tallos de la especie Ananas Camosus (pifia) que estén en
buen estado de conservacion.

e Criterios de exclusion de la muestra vegetal
Se excluyeron los tallos de la especie Ananas Camosus (pifia) que no estén
en buen estado de conservacién (putrefaccion) o contaminadas.

e Criterios de inclusion de la muestra microbiana

Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 que se mantuvieron en un
entorno controlado, asegurando una temperatura y humedad adecuadas,
sin contaminantes presentes.

e Criterios de exclusion de la muestra microbiana

Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 sembradas en placas Petri
con manipulacién inadecuada ocasionando la contaminacion de los medios
de cultivo.

3.3.4. Muestreo

No probabilistico por conveniencia
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3.4.

3.5.

UNIDAD DE ANALISIS
Estuvo constituida por los discos de papel filtro inmersos en las soluciones
antibacterianas estudiadas. De los cuales un grupo pertenecié a la enzima
bromelina, que estuvo dividido en tres grupos segun su concentracion del 1%,
5% y 10%, el segundo grupo estuvo constituido por el gluconato de clorhexidina
al 0.12% y el tercer grupo por el control negativo (suero fisiolégico estéril).
VARIABLES DE ESTUDIO
3.5.1. Identificacion de variables
e Variables estimulo

o Bromelina

o Gluconato de Clorhexidina al 0.12%
e Variable respuesta

o Efectividad antibacteriana sobre cepas de Streptococcus mutans

ATCC 25175.
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3.6. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES
VARIABLES DEFINICION NATURALEZA |INDICADOR TECNICA E ESCALA DE |EXPRESION DEFINICION
CONCEPTUAL INSTRUMENTO [MEDICION FINAL OPERACIONAL
ESTIMULO Concentracion
menor: _ _
Enzima purificada Concentracion [Ficha de Bromelina al 1% [La variable bromelina a
i dp L tall de la bromelina [recoleccion de [Ordinal Concentracion [una concentracion del
a partir el ta’lo o datos media: 1%,5% y 10% con
. N (ggrazon) de la cualitativa Bromelina al 5% |efectividad
Bromelina (Pifa) pifa (Ananas Concentracién |antibacteriana a las 24 y
Camosus) mayor: 48 horas.
Bromelina al
10%
ESTIMULO .
ﬁtri]ltilzs:dpc?cc;ra I La variable Gluconato de
inhibicic pd | clorhexidina al 0.12% se
Gluconato de inhibicion ae . Concentracion [Ficha de Gluconato de  |con efectividad
. recimient cualitativa : . -
clorhexidina al crecimiento del gluconato [recoleccion de [Nominal clorhexidina al  [antibacteriana a las 24 y
0.12% bacteriano de la de clorhexidina [datos 0.12% 48 horas
placa dental '
RESPUESTA -Nula (-)<8
mm.
- Sensible La variable
Capacidad de una Diametro del ];g:;s;:ién de ﬁieifrf '® =*)"9"Istreptococcus mutans
i sustancia para halo de datos Ordinal - Mu éensible ATCC 25175 se medira
Efe'ctlwdafi eliminar inhibicion (mu ysensible _ |directamente y se
antibacteriana sobre microqrganismos cualitativa ++):y1 5-19 mm. expresaré comao:
el Streptococcus  |bacterianos o para Nula
- Sumamente .
mutans ATCC detener su sensible (S.S.= Sensible
25175 crecimiento m_ [Muy sensible

+++): 2 20 mm.

Sumamente sensible
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3.7.

3.8.

3.9.

3.9
Se

HIPOTESIS

Hi: La efectividad antibacteriana de la bromelina al 5% es mayor frente al del
Gluconato de Clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Streptococcus Mutans a

las 48 horas.

Ho: La efectividad antibacteriana de la bromelina al 5% no es mayor frente al
Gluconato de Clorhexidina al 0.12% sobre la cepa de Streptococcus Mutans a

las 48 horas.

TECNICAS E INSTRUMENTOS

3.8.1. Técnicas

En el presente trabajo de investigacion se empled la técnica observacional, la
cual consisti6 en observar y registrar los eventos del procedimiento

microbiolégico (medicion de los halos de inhibicidn).

3.8.2. Instrumento

Se utilizé una ficha de recoleccién de datos (Anexo 2) que fue empleada en una
investigacion previa por Maria del Rosario Chamorro Palacios, por 1o que no

fue necesaria su validacion (12).

Para registrar los datos de los halos de inhibicion en mm, se utilizé un vernier
digital. Las medidas se tomaron a las 24 horas y 48 horas respectivamente, con
la finalidad de evaluar si el efecto antibacteriano de la bromelina era estable o

disminuia al transcurrir el tiempo.

PROCEDIMIENTOS

1. Etapa de procedimientos administrativos

solicitd y obtuvo autorizacion de la Unidad de Investigacion de la Escuela

Profesional de Odontologia de la UNSAAC para realizar el estudio de
investigacion, a través de la aprobacion del proyecto mediante la Resolucion de
Decanatura correspondiente.

Para el procedimiento de la obtencién de la enzima bromelina se solicitd la
autorizacion al encargado del laboratorio de Fitoquimica de la escuela profesional

de

Quimica de la UNSAAC; mientras que, para el procedimiento microbiolégico se
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solicité la autorizacion al laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica para supervision y acceso a las
instalaciones durante el periodo de investigacion necesario (Anexo 3 y 4).

3.9.2. Prueba piloto

Se realizd6 con un total de 3 placas Petri, con el objetivo de ensayar el
procedimiento y corregir cualquier error, para asegurar que el experimento
propiamente dicho se realice correctamente (Anexo 12).

3.9.3. Calibracion

Para garantizar la precisidén y confiabilidad de los resultados en esta investigacion,
la investigadora recibi6 una capacitacion exhaustiva y fue calibrada por un experto
en microbiologia, asegurando asi la correcta ejecucion del procedimiento
microbiolégico en el proyecto (Anexo 6y 7).

Por otro lado, también se recibié capacitacion y se obtuvo supervision en el
correcto aislamiento de la enzima bromelina, por parte de un profesional experto
en el area (Anexo 5).

3.9.4. Procedimientos quimicos

Protocolo para la obtencion de la enzima Bromelina (Anexo 8)

a) Recoleccion de la fruta
Se obtuvo la especie Ananas camosus (Pifia) de un depésito de pifias en la
ciudad del Cusco (Av. Antonio Lorena 318), proveniente de la ciudad de
Quillabamba, ubicada a 1,050 metros sobre el nivel del mar, esta al tener un
clima tropical (14°C-30°C) permite el crecimiento y desarrollo adecuado de
la fruta.

b) Caracteristicas de la materia prima
Para el estudio utilizé el corazén de la fruta como materia prima; debido a
que, segun la literatura revisada, éste tiene una mayor composicion de la
enzima Bromelina y; por lo tanto, una mayor actividad proteolitica.

c) Extraccion y purificaciéon de la enzima Bromelina
El procedimiento se inici6 con la desinfeccion de la fruta con alcohol al 70%,
y posteriormente se procedié con el pelado de la fruta, separando tanto la
cascara y la corona de la fruta. Después se procedié a despulparla para
obtener el corazén de la pifa.

d) Extraccion del extracto crudo de Bromelina: método de
homogenizacion

Una vez obtenido el corazén se procedié a cortar en cubos pequenos,
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posteriormente estos cubos se trituraron en un extractor, el cual permitio
separar la parte solida del corazon para solo obtener el jugo.
Posteriormente, el jugo resultante se centrifugdé a 3500 rpm por 10 minutos
para eliminar cualquier residuo de impurezas(57) .

Purificacion del extracto crudo de bromelina: método de precipitaciéon
Mediante el uso de una probeta, se determiné el volumen del jugo filtrado el
cual fue de 136 mL, paso seguido se agrego etanol al 50%, en una
proporcion 1.2 veces mayor que el volumen del jugo de pifia, el calculo se

realizé de la siguiente manera:

136mLx1.2=163.2mL
163.2mL+136mL=299.2mL

La mezcla obtenida se mantuvo refrigerada en un vaso de precipitacion a
una temperatura de 4°C en el refrigerador durante 7 dias. Tras el periodo de
precipitacion, se colocd el precipitado en tubos de ensayo de 15 ml,
centrifugando a 4500 rpm durante 20 minutos. Se retiré el sobrenadante y
los precipitados, obteniéndose la enzima en dos tubos de ensayo los cuales
contenian 516.1 mg y 656 mg de la enzima respectivamente.

Para mantener sus propiedades hasta el momento de uso se procedié a
liofilizar la enzima. El procedimiento de liofilizacion comenzé congelando la
enzima por 24horas, terminado el proceso se coloco en el liofilizador por 24
horas, obteniéndose la enzima liofilizada en dos tubos de ensayo, los cuales
contenian 68.7mg y 85.8mg respectivamente.

Preparacién de la enzima a diferentes concentraciones

Para la preparacion de la enzima a las diferentes concentraciones, se utilizé
agua destilada estéril (58) (59).

Para obtener la bromelina al 10% se utilizé el primer tubo de ensayo con
68.7mg de la enzima, equivalente a 0.0687g, el cual se calculé con la

siguiente formula:

0.687mL 100%
X 10%
0.687mL x 10% = 0.0687g

100%
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3.9.5.

Entonces, para obtener una concentracion de bromelina al 10% se afadio
0.687mL de agua destilada estéril para la dilucién de la enzima liofilizada.
Para obtener la bromelina al 5%se emple6 el segundo tubo de ensayo con

85.8mg, equivalente a 0.0858g, para lo cual se utilizé la siguiente formula:

1.7mL 100%
X 5%

1.7mL x 5% = 0.085mg
100%

Finalmente, para obtener la concentracién de bromelina al 1%, se utilizd
0.7mL de la solucion al 5% y se afiadié agua destilada estéril hasta alcanzar

la solucidén al 1%, cuyo calculo se realizé de la siguiente manera:

0.7mL x 5= 3.5mL

Por lo tanto, para obtener una solucién al 1% de bromelina, se tuvo que

afiadir 3.5mL de agua destilada estéril.

Procedimientos microbiolégicos

. Obtencién y preparacién de la cepa bacteriana

Las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 se obtuvieron del
laboratorio GenLab S.A.C del Peru, la cual se mantuvo refrigerada a 4°C
hasta el momento de su uso (Anexo 9).

Activacion de cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Para la activacién de la cepa se utilizé el medio de cultivo en Agar sangre,
medio de cultivo enriquecido que favorece el crecimiento de la bacteria en
cuestion, ésta se incub6 a 37°C para permitir la proliferacion de las colonias

jévenes de Streptococcus mutans.

Preparacion del inéculo

Para la preparacion del inoculo se eligieron colonias aisladas
correctamente, luego se transfirieron a un tubo de ensayo de 3ml de agua
destilada estéril, por medio de un asa de siembra se colocaron las colonias

hasta alcanzar la turbidez del estandar 0,5 de la escala de McFarland (60).
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d.

3.9.6.

Inoculacién de las placas Petri

Una vez ajustada la turbidez, se aplicé la suspension bacteriana a cada una
de las placas con Agar sangre (5%). Se utiliz6 un hisopo estéril para
distribuir la cepa bacteriana con la técnica de estriado garantizando asi la
distribucion uniforme del in6culo en la superficie de la placa. Se espero
aproximadamente entre 3 a 5 minutos antes de colocar los discos sobre las
placas (60).

Determinacion de la sensibilidad bacteriana: método de disco difusion

. Procedimiento de inoculacién de discos

Se utilizaron discos de papel filtro con un diametro de 6mm (segun las
normas de la OMS), los cuales fueron esterilizados en autoclave a 121°C
por 15 minutos. Se procedio a colocar 10 discos en 5 placas Petri, para las
concentraciones del 1%, 5%, 10% de la bromelina; asi como, 10 discos para
el gluconato de clorhexidina al 0.12% y; finalmente, 10 discos para el control
negativo (suero fisiologico estéril).

Con la ayuda de una micropipeta se procedié a inocular 15 pl de las
diferentes soluciones en los discos de papel filtro de manera que estuvieron
completamente embebidos, se esperd aproximadamente 1 hora hasta que
los excesos alrededor de los discos se ventilaran.

Posteriormente, se procedié a distribuir los discos uniformemente con una

pinza estéril a una distancia minima de 25mm entre ellos (60).

llustracion: distribucion de los discos de papel filtro

Fuente: elaboracion propia
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b. Incubacién
Este proceso se realizé a una temperatura de 37°C en condiciones de
microanaerobiosis, para lo cual se colocaron las placas inoculadas de
manera invertida en un recipiente hermético utilizando el método de la vela.
3.9.7. Medicion de diametro de los halos de inhibicion de crecimiento

bacteriano

La medicion de los halos de inhibicion se realizé con un vernier digital, el cual
nos permitio medir el diametro que generaron las diferentes soluciones a las 24

y 48 horas.

Para la evaluacion y clasificacion de los resultados se utilizé la escala de

Duraffourd (61); donde, la efectividad antibacteriana se mide de la siguiente

manera:
Nula (-) <8 mm
Sensible (sensible =+) 9-14 mm
Muy sensible (muy sensible = ++) 15-19 mm
Sumamente sensible (S.S.= +++) =20 mm

3.9.8. Eliminacion de los residuos biologicos

Todos los residuos del experimento fueron desechados en los tachos rojos; por
otro lado, los instrumentos utilizados se esterilizaron en autoclave segun

protocolo.

3.10. PLAN DE ANALISIS

Los resultados obtenidos se organizaron y clasificaron en Microsoft Excel segun las
horas y mediciones establecidas para la evaluacion. Luego, estos datos se
introdujeron en el programa SPSS version 25 para su procesamiento y presentacion
a través de tablas que respondian a los objetivos planteados en la siguiente
investigacion. El analisis estadistico se realizé a través de la prueba ANOVA para
determinar si hay diferencias significativas entre las medias de los grupos estudiados
y la prueba de Tukey para identificar qué grupos especificos difieren entre si, para lo

cual se empled un nivel de significancia del 5%.
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3.11. ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION

Para asegurar la calidad del trabajo, tanto en términos teéricos como empiricos, se
siguio la guia para la elaboracion de tesis cuantitativas y el estilo Vancouver para citar
y referenciar, se registro el contenido con atencion a los derechos de autor. Ademas,
se siguieron las normas para el manejo de desechos biologicos respetando los medios

adecuados de eliminacion de residuos contaminados.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

TABLA N° 01

PRUEBA DE NORMALIDAD

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistic Estadistic

0 gl Sig. 0 gl Sig.
Bromelina 1 % ,210 10 ,200" ,929 10 442
Bromelina 5 % 174 10 ,200" ,951 10 ,675
Bromelina 10 % ,218 10 , 197 ,934 10 ,484
Gluconato de ,151 10 ,200" ,954 10 , 715
clorhexidina 0.12 %

*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors
Fuente: Ficha de observacion

INTERPRETACION: En la tabla se observa que el grado de libertad es menor a 50
elementos; por lo que, se utiliza la prueba de normalidad Shapiro-Wilk, donde los
grados de significancia son mayores a 0.05 lo que evidencia una distribucion normal,

por lo cual se utilizé la prueba estadistica ANOVA.
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TABLA N° 02

PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE MEDIAS A LAS 24y 48 HORAS

ANOVA
Halos de inhibicién 24Hrs
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 367,190 3 122,397 412,341 ,000
Dentro de grupos 10,686 36 ,297
Total 377,876 39
Halos de inhibicién 48Hrs
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 574,639 3 191,546 271,494 ,000
Dentro de grupos 25,399 36 , 706
Total 600,038 39

INTERPRETACION: En la tabla se muestra el analisis ANOVA realizado para evaluar
la efectividad antibacteriana de la bromelina al 1%, 5%, 10% y el gluconato de
clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24
horas, donde se muestran resultados significativos. Con una suma de cuadrados entre
grupos de 367.190 y dentro de grupos de 10.686, los grados de libertad
correspondientes son 3 y 36, respectivamente. La media cuadratica entre grupos es
122.397 y dentro de grupos es 0.297, resultando en un valor F de 412.341. El valor p
obtenido es 0.000, indicando una diferencia significativa entre los grupos. Estos
resultados sugieren que las evaluaciones tienen una efectividad antibacteriana

significativamente diferente.

A las 48 horas también se muestran resultados significativos. Con una suma de
cuadrados entre grupos de 574.639 y dentro de grupos de 25.399, los grados de
libertad correspondientes son 3 y 36, respectivamente. La media cuadratica entre
grupos es 191.546 y dentro de grupos es 0.706, resultando en un valor F de 271.494.
El valor p obtenido es 0.000, indicando una diferencia significativa entre los grupos.
Estos resultados sugieren que las evaluaciones tienen una efectividad antibacteriana

significativamente diferente.
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TABLA N° 03

COMPARACION DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA BROMELINA Y
EL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA SOBRE CEPAS DE Streptococcus
mutans ATCC 25175 A LAS 24y 48 HORAS

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Halos de inhibicion 24y 48Hrs

HSD Tukey
Intervalo de confianza
Diferencia al 95%
() Bromelina (J) Bromelina de medias Desv. Limite Limite
24Hrs 24Hrs (1-J) Error Sig. inferior superior
Gluconato de  Bromelina al 2,64000° ,24365 ,000 1,9838 3,2962
clorhexidinaal 1%
0.12% Bromelina al -3,77000° ,24365 ,000 -4,4262  -3,1138
5%
Bromelina al -4,99000° ,24365 ,000 -5,6462 -4,3338
10%
Bromelina al Gluconato de -2,64000° ,24365 ,000 -3,2962 -1,9838
1% clorhexidina al
0,12%
Bromelina al -6,41000° ,24365 ,000 -7,0662 -5,7538
5%
Bromelina al -7,63000° ,24365 ,000 -8,2862 -6,9738
10%
Bromelina al Gluconato de 3,77000° ,24365 ,000 3,1138 4,4262
5% clorhexidina al
0,12%
Bromelina al 6,41000° ,24365 ,000 5,7538 7,0662
1%
Bromelina al -1,22000° ,24365 ,000 -1,8762 -,5638
10%
Bromelina al Gluconato de 4,99000° ,24365 ,000 4,3338 5,6462
10% clorhexidina al
0,12%
Bromelina al 7,63000° ,24365 ,000 6,9738 8,2862
1%
Bromelina al 1,22000" ,24365 ,000 ,5638 1,8762

5%
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Intervalo de

() Bromelina (J) Bromelina de medias Desv. Limite Limite
48Hrs 48Hrs (1-J) Error Sig. inferior  superior

Gluconato de Bromelina al 1% 2,36000" ,37564 ,000 1,3483 3,3717
clorhexidinaal  Bromelina al 5% -5,26000"°  ,37564 ,000 -6,2717 -4,2483

0,12% Bromelina al -6,97000" ,37564 ,000 -7,9817 -5,9583
10%

Bromelina al 1% Gluconato de -2,36000" , 37564 ,000 -3,3717 -1,3483
clorhexidina al
0,12%
Bromelina al 5% -7,62000" ,37564 ,000 -8,6317 -6,6083
Bromelina al -9,33000" ,37564 ,000 -10,3417 -8,3183
10%

Bromelina al 5% Gluconato de 5,26000° ,37564 ,000 4,2483 6,2717
clorhexidina al
0,12%
Bromelina al 1% 7,62000° ,37564 ,000 6,6083 8,6317
Bromelina al -1,71000° ,37564 ,000 -2,7217 -,6983
10%

Bromelina al Gluconato de 6,97000" ,37564 ,000 5,9583 7,9817

10% clorhexidina al
0,12%
Bromelina al 1% 9,33000° ,37564 ,000 8,3183 10,341

7

Bromelina al 5% 1,71000° ,37564 ,000 ,6983 2,7217

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Fuente: Ficha de observacion

INTERPRETACION: En la tabla se muestra el anélisis de las comparaciones mdltiples
mediante el test HSD de Tukey y este revela que todas las diferencias en la efectividad
antibacteriana entre las concentraciones de bromelina (1%, 5%, 10%) y gluconato
clorhexidina al 0.12%, sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 alas 24y
48 horas son estadisticamente significativas, con un valor p de 0.000 en todas las
comparaciones, siendo estos resultados menores al 0.05, esto indica que cada

tratamiento tiene una efectividad significativamente diferente al resto.
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TABLA N° 04
COMPARACION DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA BROMELINA Y

EL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA SOBRE CEPAS DE Streptococcus
mutans ATCC 25175 A LAS 24y 48 HORAS SEGUN SU CONCENTRACION

Halos de inhibicién 24Hrs

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Bromelina 24Hrs N 1 2 3 4
Bromelina al 1% 10 9,1200
Gluconato de 10 11,7600
clorhexidina al 0,12%
Bromelina al 5% 10 15,5300
Bromelina al 10% 10 16,7500
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Halos de inhibiciéon 48Hrs
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Bromelina 48Hrs N 1 2 3 4
Bromelina al 1% 10 9,5900
Gluconato de 10 11,9500
clorhexidina al 0,12%
Bromelina al 5% 10 17,2100
Bromelina al 10% 10 18,9200
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 10.000.

INTERPRETACION: En la tabla se muestra la comparacién de la efectividad
bacteriana de la bromelina y el gluconato de clorhexidina sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, a las 24 horas de acuerdo a las concentraciones
mediante el test HSD Tukey, al realizar la comparacion de la bromelina al 1%, 5%,
10% vy el gluconato de clorhexidina al 0.12% difieren entre si, siendo la bromelina al
1% vy el gluconato de clorhexidina al 0.12% sensibles con halos de 9.12mm vy
11.76mm respectivamente en contraste con la bromelina al 5% y 10% muy sensibles
con halos de 15.53mm y 16.75mm respectivamente, estos resultados indican que la

bromelina tiene efectos antibacterianos sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,
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siendo mas efectiva a concentraciones mas altas, donde se observan halos de
inhibicion méas grandes. La significativa diferencia entre las diferentes concentraciones
sugiere que el efecto bactericida de la bromelina varia segun su concentracion, lo cual
es crucial para determinar su potencial uso en aplicaciones antimicrobianas.

A las 48 horas se observo que el Streptococcus mutans es sensible a la bromelina al
1% vy el gluconato de clorhexidina 0.12% con halos de 9.59mm y 11.95mm
respectivamente; en contraste, a la bromelina al 5% y 10% siendo el Streptococcus
mutans muy sensible con halos de 17.21mm y 18.92mm respectivamente, estos
resultados indican que la bromelina tiene una capacidad mayor para inhibir el

crecimiento de Streptococcus mutans a concentraciones mas altas.
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TABLA N° 05

EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA BROMELINA Y EL GLUCONATO DE
CLORHEXIDINA SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC 25175 A LAS
24y 48 HORAS

A LAS 24 HORAS

Concentracion N  Media Desviacion tipica Escala de DURAFFOURD
Bromelina al 1% 10 9.12 0.28597 Sensible
Bromelina al 5% 10 15.53 0.52715 Muy Sensible
Bromelinaal 10% 10 16.75 0.83566 Muy Sensible
Gluconato de
clorhexidina al 10 11.76 0.35963 Sensible
0,12%

A LAS 48 HORAS
Concentracion N  Media Desviacion tipica Escala de DURAFFOURD
Bromelina al 1% 10 9.59 0.51737 Sensible
Bromelina al 5% 10 17.21 0.91706 Muy Sensible
Bromelinaal 10% 10 18.92 1.24168 Muy Sensible
Gluconato de
clorhexidina al 10 11.95 0.41433 Sensible
0,12%

Fuente: Ficha de observacion

INTERPRETACION: En la tabla se presenta la efectividad antibacteriana de la
bromelina en comparacién con el gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175, evaluada a las 24 y 48 horas.

Al analizar la bromelina al 1%, se observé un halo de inhibicion de 9.12 mm + 0.28597
mm a las 24 horas, incrementando ligeramente a 9.59 mm + 0.51737 mm a las 48

horas., lo cual sugiere una capacidad limitada de inhibicion del crecimiento bacteriano.

Para la bromelina al 5%, se registré un halo de inhibicién de 15.53 mm £ 0.52715 mm
alas 24 horas, el cual aumenté a 17.21 mm £ 0.91706 mm a las 48 horas, destacando

su alta efectividad y una clara mejora con el tiempo.

En cuanto a la bromelina al 10%, los resultados mostraron un halo de inhibicién de
16.75 mm + 0.83566 mm a las 24 horas, que se amplié a 18.92 mm + 1.24168 mm a

las 48 horas, destacando su alta efectividad y una clara mejora con el tiempo.

Por ultimo, el gluconato de clorhexidina al 0.12% mostr6 un halo de inhibiciéon de 11.76
mm = 0.35963 mm a las 24 horas, y de 11.95 mm % 0.41433 mm a las 48 horas,
evidenciando una efectividad constante pero moderada en la inhibicion del crecimiento

bacteriano.
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CAPITULO V
DISCUSION Y COMENTARIOS

5.1. Descripcioén de los hallazgos mas relevantes

En la presente investigacidn, se evaluo la efectividad antibacteriana de la bromelina y
se compard con el gluconato de clorhexidina al 0.12% en inhibir el crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175. Los resultados demostraron que la bromelina es
mas efectiva que el gluconato de clorhexidina en inhibir el crecimiento de estas cepas
bacterianas. Especificamente, se observd que las concentraciones de bromelina del
5% y 10% presentaron halos de inhibicién significativamente mas grandes tanto a las
24 horas (15.53 mm £ 0.52715 mmy 16.75 mm £ 0.83566 mm, respectivamente) como
alas 48 horas (17.21 mm £ 0.91706 mmy 18.92 mm % 1.24168 mm, respectivamente).

5.2. Comparacion critica con la literatura existente

Es importante destacar que, en comparacion con el estudio realizado por LIMA C. (10),
donde se evalué como la bromelina afecta la formacién de biopelicula y la actividad
metabdlica de S. mutans, se observé una reduccién en la produccién de acido lactico
y la actividad metabdlica de la biopelicula. Lima C. utilizé bromelina al 0.5% y 1% para
tratar discos de resina, evaluando la formacion de biopelicula en condiciones
anaerobicas durante 48 horas. Estos hallazgos sugieren que la bromelina tiene un

efecto positivo en la reduccion de la actividad microbiana y la actividad cariogénica.

Por lo tanto, tanto la presente investigacion como el realizado por Lima C., sugieren
que la bromelina podria tener un papel prometedor en la odontologia, aunque su
efectividad varia segun la aplicacion especifica. La bromelina al 1% podria no ser
suficiente para una accién antibacteriana directa robusta, pero su capacidad para
reducir la actividad metabdlica y mejorar la adhesion adhesiva es significativa. En
aplicaciones clinicas, concentraciones mas altas de bromelina (como 5% y 10%)
podrian ser mas efectivas para la inhibicion directa del crecimiento de Streptococcus

mutans.

Por otro lado, en comparacion al estudio realizado por PRAVEEN et al. (11), este se
centra en la determinacién de la CMI mediante microdilucion en caldo, proporcionando

una evaluacion mas detallada de la capacidad antibacteriana de la bromelina contra
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una gama mas amplia de microorganismos, y confirma su efectividad a una

concentracion minima especifica (2 mg/ml) contra S. mutans.

La metodologia de determinacion de CMI proporciona informacién crucial sobre la
concentracion precisa de bromelina necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano,

lo cual es fundamental para el desarrollo de tratamientos antimicrobianos efectivos.

Por lo tanto, mientras que el presente estudio proporciona una vision inmediata de la
capacidad antibacteriana de la bromelina, este ultimo profundiza su actividad a nivel
molecular, destacando su potencial para aplicaciones clinicas mas precisas y

efectivas.

Sin embargo, en el estudio realizado por Pereira M. (9) se evaluaron cuarenta y cuatro
cepas de P. aeruginosa y cuarenta y tres cepas de S. aureus de heridas cronicas y
hemocultivos humanos. Se us6 la prueba de dilucion en agar para determinar la CMI
y curvas de crecimiento, y se analizo la actividad antibiofilm con bromelina al 1%. La
bromelina no mostro actividad antibacteriana contra P. aeruginosay S. aureus (CMI >
4 mg/mL) y no tuvo efecto antibiofilm contra P. aeruginosa. Sin embargo, demostro
una accion antibiofilm significativa contra S. aureus, especialmente en cepas
resistentes a la meticilina de heridas cronicas. La variacion en los resultados con la
investigacion presente se debe varios factores. Por un lado, la especificidad de la
bacteria juega un papel importante, ya que P. aeruginosa (Gram-) y S. aureus (Gram+)
tienen estructuras celulares y mecanismos de resistencia que difieren
significativamente de S. mutans, lo que podria explicar la falta de actividad de la
bromelina contra las primeras. Ademas, el tipo de infeccidn es relevante; la formacion
de biofilms, una caracteristica clave en infecciones crénicas, mostro diferencias en la
efectividad de la bromelina, siendo notable contra biofilms de S. aureus, pero no contra
los de P. aeruginosa, indicando variaciones en la composicion y resistencia de los
biofims. La bromelina segun la literatura revisada es mas efectiva contra
microorganismos Gram +, por lo que es mas efectivo contra S. aureus. Por otro lado,
la efectividad de la bromelina contra S. mutans en la presente investigacion fue
dependiente de la concentracién y el tiempo de exposicion, sugiriendo que la
bromelina puede requerir mayores concentraciones y un tiempo de exposicion mas

prolongado para ser efectiva contra ciertas bacterias.
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En cuanto al estudio realizado por Chamorro MR. (12), se realizaron pruebas
comparativas con extracto etandlico de eucalipto (25%, 50%, 75%, y 100%) y
clorhexidina al 0.12% a las 24 y 48 horas, usando el método de Kirby Bauer sobre
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. El extracto al 100% mostré el mayor
halo inhibitorio (21.67 mm y 20.12 mm), significativamente mayor que la clorhexidina
al 0.12% (17.50 mm y 17.04 mm) (p<0.05). En contraste con la presente investigacion
los halos de inhibicién en cuanto al gluconato de clorhexidina varian, al ser de menor
diametro (11.75 mm y 11.95mm), esto podria deberse a las condiciones
experimentales, dentro de los cuales podemos mencionar la cantidad de la sustancia
impregnada en los discos de papel filtro, 40 pl en el estudio de Chamorro MR. y 15
en el presente estudio. Por otro lado, estos resultados también difieren de los
encontrados en el estudio realizado por Belsuzarri C. Y Valderrama D. (13), donde los
halos de inhibicion para el gluconato de clorhexidina son menores (10,32 mm), esto
puede deberse al tiempo de exposicidn, debido a que en este estudio se recopilaron
los datos una sola vez (72 horas) y ademas se evalud la efectividad antibacteriana
sobre P. gingivalis, que es un microorganismo de estructura y mecanismo de
resistencia distinto al S. mutans. Asimismo, el estudio realizado por Delgado EM. y
Tapia Y. (14), muestra resultados diferentes en cuanto al halo de inhibicion del
gluconato de clorhexidina (36.30mm), la variabilidad de este resultado se puede deber
a la concentracion mayor de la clorhexidina que fue del 1% , mientras que el presente

estudio se utilizd la concentracion del 0.12%.

Si bien es cierto, en la mayoria de las investigaciones donde se proponen nuevos
aditivos naturales con eficacia antibacteriana como es el caso de la presente
investigacion tienen resultados positivos, estos no se traducen directamente a la
practica clinica debido a varios motivos. Primero, estos estudios suelen requerir
validacion en diferentes contextos y poblaciones para establecer la replicabilidad y
robustez de los resultados. Ademas, los aditivos naturales deben cumplir con estrictas
regulaciones que exigen pruebas exhaustivas de seguridad y eficacia antes de su
aprobacion para uso clinico, lo que puede retrasar su incorporacién. También es
crucial comparar su efectividad con tratamientos estandar existentes, evaluando
coste-beneficio y asegurando la estandarizacion de su composicion y concentracion

para una aplicacion clinica confiable. Finalmente, la aceptacién en la comunidad

49



cientifica y clinica requiere acumular evidencia convincente a través de estudios

adicionales y revisiones sistematicas.

Por ultimo, con la presente investigacion se buscaba que la efectividad antibacteriana
de la bromelina fuera superior al gluconato de clorhexidina, en base a la hipotesis de
investigacion planteada y ademas a la literatura existente sobre esta propiedad de la
bromelina, lo cual se corroboro al encontrar que la bromelina, sobre todo a
concentraciones altas (5% y 10%) tiene una efectividad superior al gluconato de

clorhexidina, por lo cual se concluye en la aceptacion de la hipétesis de investigacion.

50



CONCLUSIONES

PRIMERA: La bromelina, especialmente en concentraciones del 5% y 10%, mostrd
mayor capacidad para inhibir el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175 en
comparacion con el gluconato de clorhexidina al 0.12% tanto a las 24 como a las 48
horas. Los halos de inhibicion para la bromelina al 5% y 10% fueron significativamente
mayores que los del gluconato de clorhexidina, sugiriendo que la bromelina es mas
efectiva, especialmente en concentraciones mas altas, y tiene potencial como agente

antibacteriano en tratamientos preventivos de la caries dental.

SEGUNDA: La bromelina al 1% mostr6 una capacidad limitada para inhibir
Streptococcus mutans ATCC 25175, indicando una ligera mejora con el aumento del

tiempo de exposicion.

TERCERA: La bromelina al 5% mostré efectividad en inhibir Streptococcus mutans

ATCC 25175, indicando un aumento en la efectividad con el tiempo de exposicion.

CUARTA: La bromelina al 10% mostré alta efectividad en inhibir Streptococcus
mutans ATCC 25175, indicando un aumento en la efectividad con el tiempo de

exposicion.

QUINTA: El gluconato de clorhexidina al 0.12% mostré una efectividad antibacteriana
constante pero moderada contra Streptococcus mutans ATCC 25175; por lo tanto,
este hallazgo afirma la literatura existente acerca de las propiedades del gluconato de

clorhexidina en la prevencion de la caries dental.
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SUGERENCIAS Y RECOMENDACIONES

PARA EL VICERRECTORADO DE INVESTIGACION DE LA UNSAAC

PRIMERA: Facilitar el acceso a laboratorios bien equipados y con los materiales
necesarios para investigaciones avanzadas sobre la bromelina y su potencial en la
prevencion y tratamiento de enfermedades bucodentales, promoviendo también el uso
compartido de los laboratorios de las Escuelas, lo que permitira un intercambio eficaz

de conocimientos y recursos.

SEGUNDA: Fomentar proyectos de investigacion aplicada que vinculen los
descubrimientos cientificos con posibles aplicaciones clinicas y practicas en

odontologia.
PARA LOS DOCENTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

TERCERA: motivar a los estudiantes a realizar nuevas investigaciones sobre la
bromelina, respaldando proyectos con el potencial de lograr un impacto significativo

en la prevencion de la caries dental.

CUARTA: Proporcionar capacitacion en técnicas de laboratorio especificas para la
investigacion de enzimas, como el caso de la bromelina, y su aplicacion en
odontologia, asegurando que los estudiantes estén bien preparados para realizar sus

proyectos.

QUINTA: Brindar supervision y mentoria constante durante todas las fases del
proyecto de investigacion, ayudando a los estudiantes a realizar estudios adecuados

y a interpretar los resultados correctamente.
PARA LOS ESTUDIANTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

SEXTA: Realizar una revision exhaustiva de la literatura sobre la bromelina y su
potencial en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades bucodentales para

fundamentar soélidamente sus hipotesis y enfoques experimentales.

SEPTIMA: realizar experimentos con controles adecuados y replicaciones suficientes
para obtener resultados fiables y validos; ademas de mantener una documentacion
detallada de todos los procedimientos experimentales, observaciones y resultados
para garantizar la reproducibilidad y la integridad cientifica.
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OCTAVA: Buscar oportunidades para presentar sus hallazgos en conferencias
académicas y considerar la publicacién de sus resultados en revistas cientificas
indexadas con filiacion de la UNSAAC para contribuir al avance del conocimiento en
el campo de la odontologia y visibilidad cientifica en la investigacién de la bromelina

en diferentes areas de la odontologia.
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ANEXO N° 01

MATRIZ DE CONSISTENCIA

PROBLEMA

OBIJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLES

METODOLOGIA

¢Cuales la
efectividad
antibacteriana de la
bromelina en
comparacion al
gluconato de
clorhexidina al
0,12% sobre cepas
de Streptococcus
mutans ATCC
251757

GENERAL:

Evaluar la efectividad antibacteriana
de la bromelina en comparacion al
gluconato de clorhexidina al 0,12%
sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Hi:

La efectividad antibacteriana
de la bromelina al 5% es mayor

frente al del Gluconato de
Clorhexidina al 0.12% sobre
cepas de Streptococcus

Mutans a las 48 horas.

VARIABLES ESTIMULO

e Bromelina
e  Gluconato de
Clorhexidina al 0.12%

ESPECIFICOS:

1.Evaluar la efectividad antibacteriana
de la bromelina al 1% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 a
las 24 y 48 horas.

2.Evaluar la efectividad antibacteriana
de la bromelina al 5% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 a
las 24 y 48 horas.

3.Evaluar la efectividad antibacteriana
de la bromelina al 10% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 a
las 24 y 48 horas.

4.Determinar la efectividad
antibacteriana del gluconato de
clorhexidina sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175 a
las 24 y 48 horas.

Ho:

La efectividad antibacteriana
de la bromelina al 5% no es
mayor frente al Gluconato de
Clorhexidina al 0.12% sobre la
cepa de Streptococcus Mutans
a las 48 horas.

VARIABLE RESPUESTA

e Efectividad
antibacteriana sobre
cepas de
Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Tipo de investigacion:
Experimental
Disefio:

Cuasi-experimental,
longitudinal, in vitro.

Técnica:

Observacion y medicion
de los halos de
inhibicion

Instrumento:
Ficha de observacion

Procesamiento y
andlisis de datos:

Andlisis descriptivo e
inferencial empleando el
software estadistico
SPSS version 25 y
Excel. Para comparar
mas de dos grupos, se
utilizé la prueba
estadistica ANOVA y el
test de Tukey.
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Tiempo de medicion:

ANEXO N° 02
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Halo de inhibiciéon (mm)
Repeticiones Gluconato Control
Bromelina | Bromelina | Bromelina cIorh(:iidina negativo
0, o, o, -
al 1% al 5% al 10% al 0.12% ()
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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ANEXO N° 03

AUTORIZACION DEL USO DE LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES

A

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS, FiSICAS Y MATEMATICAS
Escuela profesional de Quimica

“Afio del Bicentenario, de la consolidacion de nuestra Independencia, y de la
conmemoracién de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

Cusco, 20 de mayo del 2024

: DRA. SIVELY LUZ MERCADO MAMANI
COORDINADORA DE TRABAJOS DE INVESTIGACION DE PRE-GRADO ESCUELA
PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

ASUNTO: Autorizacion para uso de laboratorio

De mi consideracion:
En respuesta a la solicitud presentada, se autoriza a la tesista HILDA HUALLPA CUSIHUALLPA,

bachiller de la Escuela Profesional de Odontologia, el uso del laboratorio de Productos
Naturales P-205, a cargo del Dr. Carlos Alberto Serrano Flores para el aislamiento de la enzima
Bromelina, como parte de procedimiento del trabajo de investigacion titulado
“COMPARACION IN VITRO DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA BROMELINA Y EL
GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12% SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC
25175, CUSCO-2024", durante el tiempo requerido hasta la obtencion de la enzima.

Atentamente,

AN

Dr. Carlos Alberto Serrano Flores
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ANEXO N° 04

AUTORIZACION DEL USO DE LABORATORIO DE TECNOLOGIA

A

FARMACEUTICA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

“Afio del Bicentenario, de la consolidacién de nuestra Independencia, y de la
conmemoracion de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho™

Cusco, 10 de junio del 2024

DRA. SIVELY LUZ MERCADO MAMANI
COORDINADORA DE TRABAJOS DE INVESTIGACION DE PRE-GRADO ESCUELA

PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

ASUNTO: Autorizacién para uso de laboratorio

De mi consideracion:

En respuesta a la solicitud presentada, se autoriza a la tesista HILDA HUALLPA CUSIHUALLPA,
bachiller de la Escuela Profesional de Odontologia, el uso del laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, a cargo del Mgt. Roger
Giancarlo Gutierrez Chavez, para la realizacion del trabajo de investigacion titulado
“COMPARACION IN VITRO DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA BROMELINA Y EL
GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12% SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC
25175, CUSCO-2024".

Atentamente,

(% J
‘x W
{
Dr. Roger Gi b arloﬁutlerrex Chdvez
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ANEXO N° 05
CONSTANCIA DEL AISLAMIENTO DE LA ENZIMA BROMELINA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
Escuela profesional de Farmacia y Bioquimica
Laboratorio de tecnologia farmacéutica

CONSTANCIA DEL AISLAMIENTO DE LA ENZIMA BROMELINA

Yo, Dr. Carlos Alberto Serrano, identificado con C.Q.P. 356, doctor en Ciencias e
Ingenierias Biolégicas, hago CONSTAR que he asesorado y supervisado a la
bachiller Hilda Huallpa Cusihuallpa con DNI N° 74324403, estudiante de la
Escuela Profesional de Odontologia, en el correcto aislamiento de la enzima
bromelina, lo que incluye la obtencién de la fruta, extraccién, purificacién y
liofilizacién de la enzima bromelina ; asi como, la preparacién a las diferentes
concentraciones, del proyecto de tesis intitulado “COMPARACION IN VITRO DE LA
EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA BROMELINA Y EL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA
AL 0.12% SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC 25175, CUSCO-2024”; el cual fue

realizado en los ambiente de Productos Naturales P-205, de la Escuela Profesional
de Quimica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

Asimismo, hago constar de que todo el proceso se realizé dentro de las condiciones
y parametros que requiere la enzima en estudio.

Por lo cual, se expide la presente para los fines pertinentes.

Atentamente,

N

Dr. Carlos Alberto Serrano

C.Q.P.: 356
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ANEXO N° 06

CONSTANCIA DE LA EJECUCION Y SUPERVISION DEL PROYECTO

ph

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
Escuela profesional de Farmacia y Bioqufmica
Laboratorio de tecnologia farmacéutica

CONSTANCIA DE LA REALIZACION DEL PROYECTO

Yo, Blgo. Victor Andres Tapia Puma, identificado con C.B.P. 17354, docente de
la Escuela Profesional de Biologla, hago CONSTAR que he asesorado y
supervisado a la bachiller Hilda Huallpa Cusihuallpa con DNI N° 74324403,
estudiante de la Escuela Profesional de Odontologla, en la correcta ejecucion del
procedimiento microbiolégico que incluye la activacién de la cepa de Streptococcus
mutans, inoculacién de los discos de papel filtro a las diferentes concentraciones,
medicién de los halos de inhibicién a las 24 y 48 horas y la evaluacién de la
efectividad antibacteriana de la enzima bromelina, del proyecto de tesis intitulado
“COMPARACION IN VITRO DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA BROMELINA Y EL
GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12% SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC
25175, CUSCO-2024”; el cual fue realizado en los ambiente de Tecnologlia
Farmacéutica de la Escuela Profesional de Farmacia y bioquimica de la UNSAAC.

Asimismo, hago constar que se ha realizado Ia prueba de calibracion de la
investigadora para la correcta visualizacién y medicién de los halos de inhibicion.

Por lo cual, se expide la presente para los fines pertinentes.

Atentamente,

Victor Andres Tapia Puma
C.B.P. 17354

Hiph
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ANEXO N° 07
PRUEBA DE CALIBRACION DEL INVESTIGADOR

KAPPA DE COHEN

Variable n Calibracién % Kappa *p
Bromelina 10 Interevaluador 100% 1,000 ,000
Gluconato

de 10 Interevaluador 100% 1,000 ,000
Clorhexidina

Escala de Kappa:

« 0-0.2: Infima concordancia

e 0.2-0.4: Escasa concordancia

e 0.4-0.6: Moderada concordancia
e 0.6-0.8: Buena concordancia

e 0.8-1.0: Muy buena concordancia

INTERPRETACION: Dado que los valores de Kappa estan entre 0.8 y 1, se puede
interpretar que existe una muy buena concordancia entre los evaluadores. Esto
implica que ambos evaluadores tienen un alto grado de acuerdo en sus evaluaciones,
lo que sugiere que las observaciones o mediciones realizadas son consistentes y
fiables. Esta muy buena concordancia es un indicativo positivo de la calidad y
reproducibilidad de los datos obtenidos en la presente investigacion, reflejando que
los criterios de evaluaciéon son claros y aplicados de manera uniforme por ambos

evaluadores.
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ANEXO N° 08

FLUJOGRAMA 01: OBTENCION DE LA ENZIMA BROMELINA

Obtencion de la materia prima |——p  Depdsito proveniente de
la ciudad de Quillabamba

Desinfeccion (alcohol 70%)

-

Despulpado y corte del
corazén en cubos

-

Homogenizacion —p Extractor de jugo

-

Centrifugacion de jugo —  Eliminacion de

3500 rpm x 10min. g—
resultante sobrenadante

-

0, o
Precipitacion — Etanol 50/", a 4°C por
7 dias

-

Eliminacion de

4500 rpm x 20min. g Centrifugacion —_—
sobrenadante
Congelado = -17°C por 24 horas
Liofilizacion =—p  24horas

Fuente: Elaboracidén propia
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ANEXO N° 09

CERTIFICADO DE ANALISIS DE STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175

Expiration Date: 2024831

Release Information:

Quality Control Technologist: Jacob A Lohman
Release Date; 2022412

;““*'m Madium:
‘g‘mwmmm*uu SeAP
Microscopic Features Method:
mmumcmmm.mmmmm
.s'&" MALDI-TOF (1) Other Features! Challenges. Results
ached ID System results dooument.

{1) Catalase (3% Hydrogen Pesoxide) negative

Lopmt e

Amanda Kuperus
Direcior of Qualty Control
AUTHORIZED SIGNATURE

&:umﬂuhwmuhmunm.nmammw Thw s martee Saghrped o ey

L e et e ot Vel b
= - bie 16 8 recanprdind e e e
) € CE VP RESTD S PL2ISH R BTSRRI 2 S g oy

(1) Thess tests are scomedtnd ta ISONEC 17005

L3

TESTING CEMT #in33.01

© 2012 Microbiologics, InG. Al Rights Reserved. 200 Cooper Avenue Narth Saint Cloud, MN 56302 Page 1ol DOC 206
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ANEXO N° 010
FOTOGRAFIAS DEL AISLAMIENTO DE LA ENZIMA BROMELINA

Obtencién de la materia Pelado, despulpado de la fruta y obtencion de
prima los corazones de pifa

Corte del corazén en . . ;
cubos pequefios Obtencién del extracto de pifia a través del

extractor de jugo
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Centrifugacion del extracto obtenido a 3500 rpm por 10

minutos.

Determinacion de la
cantidad del extracto
centrifugado

Adicion de etanol al 50%,
1.2 mas que el volumen
del extracto obtenido

Enzima precipitado

después de 7 dias

de refrigeracion a
4°C
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Centrifugacion del
precipitado a 4500 rpm
por 20 minutos

Obtencion de la enzima en dos tubos de
ensayo de 516.1 mg y 656 mg de enzima

Liofilizacion de la enzima por 24 horas, para una mejor
conservacion de sus propiedades.
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Preparacién de la enzima a las concentraciones del 1%, 5% y 10%.
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ANEXO N° 011

FOTOGRAFIAS DEL PROCEDIMIENTO MICROBIOLOGICO

Preparacion del medio de cultivo agar sangre para la activacion e
la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Cultivo de la cepa en dos placas Petri con
Agar Sangre

Incubacién a 37°C
por 48 horas.
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Preparacion del medio de cultivo Agar Sangre 5%

\

E
——
,/?

2
US>
ke <

Homogenizacion por medio de calor y Adicion de 5%
esterilizacion a 121°C por 15 minutos del medio sangre
de cultivo

75




Transferencia de colonias aisladas a un tubo de ensayo con
3mL de agua destilada hasta alcanzar la turbidez estandar
de 0.5 de McFarland.

Aplicacion de la suspension bacteriana por medio de un
hisopo estéril con la técnica de estriado para una
distribucién uniforme
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Inoculacion de
discos con 15ul de
cada solucion

Evaporacion de
los excesos de las
soluciones

Colocacion discos
en las placas con
el medio de
cultivo

Colocacion de las
placas de manera
invertida en un
recipiente hermético

Creacioén del ambiente de microanaerobiosis,

utilizando el método de la vela
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Recipiente cerrado

Incubacion a 37° I ti i
herméticamente ubaci C, por el tiempo requerido

para la medicion de los halos de inhibicion.

Halos de inhibicion de la bromelina al 1%, 5% y 10 % respectivamente
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ANEXO N° 012

INFORME DE PRUEBA PILOTO

Titulo de la
T cls 1l COMPARACION IN VITRO DE LA EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA

BROMELINA'Y EL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12% SOBRE CEPAS DE
Streptococcus mutans ATCC 25175, CUSCO-2024

Informe prueba piloto

1. Propésito: El propdsito de este informe preliminar es evaluar la efectividad

antibacteriana de la Bromelina comparandola con un agente conocido y utilizado
frecuentemente, el Gluconato de Clorhexidina al 0.12%, en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175. Esta bacteria estd comUnmente relacionada
con las caries dentales, y es de gran interés en la investigacion odontoldgica
encontrar tratamientos alternativos efectivos.

OBIJETIVOS:
Objetivo general
Evaluar la efectividad antibacteriana de la bromelina en comparacién al gluconato
de clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Objetivos especificos
1. Evaluar la efectividad antibacteriana de la bromelina al 1% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48 horas.
2. Evaluar la efectividad antibacteriana de la bromelina al 5% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48 horas.
3. Evaluar la efectividad antibacteriana de la bromelina al 10% sobre cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48 horas.
4. Determinar la efectividad antibacteriana del gluconato de clorhexidina
sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 y 48 horas.

METODOLOGIA

3.1. Materiales y métodos
Cepa bacteriana: Streptococcus mutans ATCC 25175.
Agentes evaluados:

e Bromelina a diferentes concentraciones (1%, 5% y 10%).
e Gluconato de Clorhexidina al 0.12%.

Medio de cultivo: Agar Sangre 5%.
Condiciones de incubacion: 37°C, en condiciones de microanaerobiosis.
Tiempos de evaluacion: 24 y 48 horas.
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3.2. Procedimientos

Activacién de la cepa bacteriana de Streptococcus mutans en el medio de
cultivo Agar sangre (5%), posteriormente se incubo a 37°C por 48 horas para
obtener colonias jévenes (Anexo 1) .

Preparacion de suspensiones bacterianas a una densidad 6ptica de 0.5
McFarland.

Inoculacién de placas de agar Mueller-Hinton con 5% de sangre con la
suspensién bacteriana (Anexo 2).

Aplicacidon de discos impregnados con las soluciones de Bromelina a las
diferentes concentraciones (1%, 5% y 10%), Gluconato de Clorhexidina al 0.12%
y el control negativo (suero fisioldgico estéril) (Anexo 3).

Incubacién de las placas a 37°C en una atmésfera de microanaerobiosis
aplicando el método de la vela (Anexo 4).

Medicién de los diametros de los halos de inhibicion (en mm) con un vernier
digital a las 24 y 48 horas (Anexo 5)

Resultados

Resultados a las 24 horas

Halo de inhibicion (mm)
Repeticiones Gluconato | Control
ti
Bromelina | Bromelina | Bromelina cIorhCeiiidina negativo
[\) 0, 0, -
al 1% al 5% al 10% al 0.12% (-)
1 8.5 13.4 17 1" 6
2 8.9 15.8 16.3 11.5 6
3 8.7 16 17 12 6
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Resultados a las 48 horas

Halo de inhibicién (mm)

Repeticiones Gluconato | Control
Bromelina | Bromelina | Bromelina clorhg.)e(idina negativo

o (1) (V) -

al 1% al 5% al 10% al 0.12% ()

1 9.5 16.7 18 11.5 6

2 - - - - -

3 9.6 17.6 18.5 12.2 6

Conclusion

Se concluyd que todos los procedimientos en la primera etapa fueron
Optimos; mientras que, en la lectura de los halos a las 48 horas, la placa 2 se
contamino, impidiendo la lectura de los halos. Por lo que, para la fase
experimental propiamente dicha se deben de tomar las medidas necesarias
para mantener la esterilidad del ambiente y asi impedir la contaminacién de

las placas.

81



ANEXOS

ANEXO 1

Cepa de Streptococcus mutans ATCC
25175

Reactivacion de la cepa bacteriana en
Agar sangre al 5%

ANEXO 2

Distribuciéon de

con la técnica de estriado sobre la
placa Petri

la cepa bacteriana

ANEXO 3

Colocacidon de los discos de
papel filtro embebidos en las
sustancias de estudio
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ANEXO 4

Creacion del medio de anaerobiosis por el Incubacion de las placas Petria 37°C

método de la vela

ANEXO 5

Halos de inhibicion de las Medicidn de los halos de
diferentes sustancias de inhibicion
estudio

Halo de inhibicién a las 48
horas de la bromelina al 5%
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