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RESUMEN

El presente estudio de tipo experimental aborda el area de la prevencion en salud oral.
Especificamente determina el efecto de la aplicacion de concentrado de Cranberry
(Vaccinium Macrocarpon) sobre la capacidad de adherencia del Streptococcus mutans a
las paredes de tubos de ensayo. Método: Se aplicd Cranberry en concentraciones de
100%, 75%, 50%, 25%, a los tubos con caldo de cultivo tripticasa con 1% de sacarosa
que a su vez fueron inoculados con Streptococcus mutans, previamente aislado desde
muestras de pacientes de la clinica odontoldgica de la Universidad Del Desarrollo en
agar mitis salivarius con 20% de sacarosa. Posteriormente al cultivo de los tubos con el
Cranberry por 24horas se aplico cristal violeta al1% y se midi6 el grado de adherencia
de bacterias a la superficie interna de estos tubos de ensayo. Resultados: Se observé que
existe diferencia en los grados de tincion segun concentraciones aplicadas, pudiéndose
apreciar para la concentracion de 100% (M.=1.00), 75% (M=1.00) seguido por 50%
(Me=3.00) y 25% (M,=3.00). Mediante el analisis de Kruskal-Wallis se obtuvo; X*=
15.779, df= 5, p=0,008, lo que arrojo que la aplicacidn de concentrado de Cranberry es
significativa frente al control negativo. Segun la prueba de DUNN, existen diferencias
significativas entre cada concentracion por separado. Por lo tanto Los resultados
mostraron que el Cranberry (Vaccinium Macrocarpon), tiene efecto sobre la adherencia
del Streptococcus mutans, dependiendo de la concentracion aplicada. Debido al efecto
del concentrado de Cranberry sobre la capacidad de adherencia del Streptococcus
mutans, se presenta a este fruto como una alternativa natural a potenciar en el area de la

prevencion de las infecciones de la cavidad oral.
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INTRODUCCION

En Chile, la caries dental es considerada uno de los principales problemas de Salud
Plblica, debido a su alta prevalencia y severidad. Segin el Ministerio de Salud
(MINSAL), un 84.7% de la poblacion entre 6 y 8 afios presenta evidencias clinicas de
caries y un 84.3% de la poblacién de 12 afios (Urbina, T., Caro, J.P. & Vicent, M.
1999). Sin embargo, en la poblacién adulta, la prevalencia de caries puede llegar
hastal00% (Gamonal, 1996). El objetivo de este estudio fue determinar de manera in
Vitro si es que el concentrado de Cranberry, (Vaccinium Macrocarpon) tiene efecto
antiadherente sobre el Streptococcus mutans que forma parte de la flora normal de la
cavidad oral y es pilar de la placa bacteriana, productora de la caries dental. Esta
bacteria ademas de poseer los mecanismos clasicos para adherirse (carga eléctrica
negativa, fimbrias, acido lipoteicoico y glicocalix) también posee polimeros
extracelulares, que aumentan su adherencia a la superficie donde se ubica. Dichos
polimeros son conocidos con el nombre de dextranos y glucanos, los cuales son
sintetizados por el complejo de enzimas glucosiltransferasas, (Jin X., YuLing Z., Yuan
L., JiYao L., YuQing H. & XueDong Z. 2007). De estos, el de mayor importancia es el
dextrano, por su estructura quimica, que posee enlaces 1-3, dando una estructura en
forma de cadena, insoluble en la cavidad bucal y que otorga la capacidad de adherencia
a las superficies lisas de las piezas dentarias, (Salazar, L. A, Medina F., Donoso F.;
Barrientos L. & Sanhueza A. 2009). El interés por comprobar la influencia que tendria

el concentrado del Cranberry sobre la capacidad de adherencia del streptococcus



mutans, se fundamenta sobre la presencia de proantocianidinas, una categoria muy
especifica de flavonoides (polifenoles), los que se consideran inhibidores de la
adherencia bacteriana, esto porque reducen la hidrofobicidad del Streptococcus mutans,
(Koo H., Duarte S., Murata R.M. & Scott-Anne K. 2010), ademas el Cranberry dentro
de su estructura contiene taninos que inhiben la sintesis de dextranos. Todo con el
objetivo de atacar el problema de la formacion de placa y especificamente produccion
de caries dirigiendo los efectos hacia el mas poderoso factor de virulencia del
Streptococcus mutans, que radica en su capacidad de adherencia.

Este estudio aborda un tema escasamente documentado por lo que los resultados
obtenidos constituyen un aporte al &mbito de la prevenciéon en odontologia. Ademas
por el hecho de tratarse de un producto natural se amplia la posibilidad de utilizarlo
como medio colaborador en el combate de placa bacteriana y la formacion de caries.
Esto podria producirse a traves de su incorporacién en pastas dentales o produciendo
colutorios en base al Cranberry, ademas de obtener fuentes alternativas y mas
econdémicas de agentes que disminuyan la carga bacteriana en boca, estimulando e
incentivando a aumentar el consumo de elementos con contenidos de Cranberry.

Como objetivos especificos se logré determinar la adherencia del Streptococcus mutans
a superficies de tubos de ensayo segun concentraciones de Cranberry aplicadas y por
otra parte se comparé la adherencia del Streptococcus mutans a los tubos de ensayo

luego de la aplicacion de diferentes concentraciones de Cranberry.



MARCO TEORICO

La placa bacteriana ha sido implicada como el principal factor etioldgico en la caries
dental y de enfermedades periodontales. (Jagtap & Karkera, 2000).

En la placa dental cohabitan gran cantidad de microorganismos con diferentes
propiedades que les permiten coexistir, madurar y establecerse. (Steinberg D., Feldman
M., ltzhak O. & Ervin |. 2004). Entre estos microorganismos encontramos al
Streptococcus mutans, una es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa que se
encuentra normalmente en la cavidad bucal humana, formando parte de la placa
bacteriana o biofilm dental. Se asocia al inicio y desarrollo de la caries dental. Es
acidofilo debido a que vive en medio con pH bajo, acidogénico por metabolizar los
azUcares a acidos y acidurico por sintetizar acidos a pesar de encontrarse en un medio
de tales condiciones. Metaboliza la sacarosa para producir polisacaridos extracelulares,
como glucocalix, (sustancia laxa que facilita su adhesion a las caras libres de las piezas
dentarias) e intracelulares (metabolismo energético), (Gregoire S., Singh A.P., Vorsa N.
& Koo H. 2007). En estado de salud, un recuento de estas bacterias en boca sera de
menos de 100.000 UFC. Su capacidad de adherencia es su principal factor de virulencia.
Estas bacterias son capaces de provocar la pérdida de minerales y posterior formacién
de una cavidad debido al desequilibrio idnico en el proceso de desmineralizacion de los
tejidos duros del diente, resultante del metabolismo de carbohidratos por parte de estas
bacterias, dando origen a la caries dental. Chile se caracteriza por tener una alta

prevalencia de caries, tanto a nivel adulto como infantil, contando con una prevalencia
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de un 84.7% de la poblacion entre 6 y 8 afios presenta evidencias clinicas de caries y un
84.3% de la poblacion de 12 afios (Urbina, 1999).

Actualmente existe amplio conocimiento del desarrollo y evolucion del proceso carioso,
concluyendo que se trata basicamente de un proceso multifactorial, indicAndose al
Streptococcus mutans como el principal microorganismo involucrado en la formacion
de la caries.

Asi mismo existe una serie de medidas preventivas para el control de la placa dental y
dia a dia se incrementan los estudios relacionados con las sustancias naturales, también
Ilamadas fitoterapias, que complementan eficazmente el tratamiento convencional de
patologias que afectan a los seres humanos y en algunos casos hasta reemplazan
(Moromi Nakata et al, 2007). Siendo utilizados en esta area elementos como la
manzanilla, el aloe vera, té verde, etc.

En el estudio de sustancias con propiedades antibacterianas y antiadherentes,
encontramos al Cranberry, propiedades que se atribuyen a su alto contenido de
polifenoles. (Ervin 1., Weiss, D.M.D., Lev-Dor R., Kashman J., Goldhar J., M.D.,
Sharon N. & Ofek 1. 1998)

El cranberry es un pequefio fruto rojo perteneciente al mismo género del arandano azul,
blueberry, tradicionalmente el cranberry era recolectado y consumido por los indios de
America. Historicamente, los frutos de Cranberry y sus hojas han sido utilizados en el
tratamiento de trastornos urinarios, (Navindra P. 2008). Mas recientemente, el
Cranberry ha sido usado para prevenir infecciones de la cavidad oral, a raiz de esto ya

se estudian sus propiedades antibacterianas y antiadherentes.



La actividad bioldgica del Cranberry es mas bien el resultado de la compleja mezcla de
flavonoides en lugar de un solo compuesto activo. En efecto el Cranberry contiene
proantocianidinas, una categoria muy especifica de flavonoides (polifenoles), los que se
consideran inhibidores de la adherencia bacteriana, esto porque reducen la
hidrofobicidad del Streptococcus mutans, ademas el Cranberry dentro de su estructura
contiene taninos que inhiben la sintesis del dextranos. Estas proantocianidinas (también
llamadas “taninos condensados”), que también se encuentran en menor concentracion
en el té y el chocolate son sustancias que como todos los polifenoles, poseen efectos
antioxidantes sobre las células del organismo, ademas del efecto antiadherente,
anteriormente mencionado.

En el presente estudio se determinara in Vitro el efecto de diferentes concentraciones de
concentrado de cranberry sobre la adherencia del Streptococcus mutans a la superficie
interna de tubos de vidrio.

Este estudio se fundamenta sobre la necesidad de obtener fuentes alternativas y mas
econdémicas de agentes que disminuyan la carga bacteriana en boca, estimulando el
consumo de elementos con contenidos de Cranberry y por ende disminuir el riesgo

cariogénico en los pacientes.



HIPOTESIS DEL PROYECTO
El concentrado de Cranberry, tiene efecto sobre la capacidad de adherencia del

Streptococcus mutans, in Vitro.



OBJETIVOS
General:
Evaluar el efecto del concentrado de Cranberry sobre la adherencia del Streptococcus

mutans, in Vitro.

Especificos:

Determinar la adherencia del Streptococcus mutans a superficies de tubos de ensayo
seguin concentraciones de Cranberry aplicadas.

Comparar la adherencia del Streptococcus mutans a diferentes concentraciones de

Cranberry.



MATERIALES Y METODOS

El disefio de la investigacion considerara un estudio cuantitativo de tipo experimental.

Cepas:

Se utiliz6 cepas de Streptococcus mutans obtenidos del cepario del laboratorio de
microbiologia de la Universidad del Desarrollo Concepcion. Las que fueron cultivadas
en las siguientes condiciones Se prepar6 27g de caldo mitis salivarius, selectivo para
Streptococcus mutans méas 5.4g de sacarosa en 300 ml de agua destilada en un Matraz
Erlenmeyer autoclaveable, una vez realizada la mezcla con bagueta se utiliz6 un tapén
de algoddn hidrofobo maés papel craft el cual fue sellado con un indicador de autoclave.
Posterior a este procedimiento se autoclavo el caldo en este procedimiento dura
aproximadamente 1 hora a una temperatura de 120°C.

Preparacion de inoculo bacteriano:

Se tomaron las bacterias de cepario de la Universidad del Desarrollo Concepcién por
arrastre con un asa estéril, y se traspasaron a un tubo con 3 ml de suero fisiologico
estéril, se ajustd la suspension por comparacion visual hasta llegar a la misma turbidez
del estandar de 0.5 de la escala de Mc. Farland (La que se prepard con 0.5 ml de 1% de
cloruro de Bario a 99,5ml de 1% de &cido sulfurico, estos se agitaron para mantener en
suspension), lo que es un indice que estamos frente a una concentracién de 1x 108 UFC
por ml, se debi6 agitar muy bien el estandar de turbidez antes de proceder a la

comparacion, con esto se logro estandarizar la muestra bacteriana ( 1 x 108 ) y se



trabajé con una concentracion idéntica de esta en todos los cultivos, se aplico a cada
tubo con caldo mitis salivarius con 20% de sacarosa 100 uL del caldo bacteriano.

El disefio de la investigacion considerara un estudio cuantitativo de tipo experimental.
Se estudio los efectos de diferentes concentraciones Cranberry (Vaccinium
Macrocarpon), sobre la adherencia de Streptococcus mutans a la superficie interna de
tubos de ensayo.

Para evaluar estos efectos se aislaron previamente, cepas obtenidas del cepario existente
en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Del Desarrollo, en tubos con caldo
mitis salivarius con 20% de sacarosa y cultivadas en jarra GasPak en condicion de
microaerobiosis por 48horas a una temperatura de 37°C, (Cooper H., Mondaca M. A. &
Herrera R. 1988).

Se procedio a filtrar al vacio el concentrado de Cranberry obtenido y producido por
Bayas Del Sur S.A, para eliminar cualquier sedimento que pudiese ensuciar las
muestras. Luego se realizaron diluciones del concentrado obtenido, ya filtrado
afiadiendo paulatinamente, agua destilada estéril hasta obtener concentraciones de 75%,
50% y 25%.

Se requirio de 18 tubos de ensayo de vidrio de borosilicato con tapa rosca. En
condiciones estériles, se acondicionaron tubos con 10 mL de caldo de cultivo tripticasa
enriquecido con 1% de sacarosa, el cual se utilizd como medio de cultivo para la
realizacion del ensayo propiamente tal, como control positivo se utiliz6 Lauril sulfato
de sodio, como sustancia antiadherente y como control negativo se contdé con agua

destilada. Contando con un control negativo y uno positivo en cada bateria.



Posteriormente se inoculé cada tubo con 1000ul de la bacteria previamente aislada y
estandarizada segun Mc Farland al 0.5 y 1000ul de concentrado de Cranberry, en
concentraciones previamente obtenidas, de 100%, 75%, 50%, 25% respectivamente, se
realizé el control positivo al cual se le afiadid 1000ul de lauril sulfato de sodio, como
agente antiadherente y un control negativo al cual se le agregd 1000l de agua destilada
estéril para no afectar la adherencia de las bacterias a las paredes internas del tubo de
ensayo.

El procedimiento fue realizado en triplicado por lo cual se cont6 con tres tubos por
concentracion. Todos los tubos fueron cultivados en jarras GasPak en condiciones de
microaerobiosis por 24 horas a 37°C. (Cooper H. et. al. 1988, p.23) en posicion
inclinada.

Posterior a las 24h de cultivo los tubos de ensayo en cuestion fueron agitados en Vortex
V1 plus, por 5s (Murshison H., Larrimore S. & Curtis R. 1985), esto para desprender las
bacterias no adheridas al vidrio, el sobrenadante fue eliminado en recipientes especiales
para deshechos biolégicos.

Para cuantificar la adherencia se procedié a tefiir cada tubo con cristal violeta al 1% y a
lavar los tubos con agua destilada para eliminar los excesos de tincion.

Luego se clasificaron los tubos segun el grado de adherencia a la superficie de vidrio
asignandoles valores de entre 0 y +4, asi se considerard: 4, capa gruesa de células
confluentes en las paredes y en el fondo del tubo; 3, capa fina de células confluentes en
las paredes y en el fondo del tubo; 2, capa fina de células confluentes adheridas al tubo;

1, muy pocas células adheridas al fondo del tubo; y 0, no hay tincion (adherencia)
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visible. Previo a esto se realizé un entrenamiento visual con el fin de cuantificar y

clasificar adecuadamente los tubos segun adherencia bacteriana a sus paredes internas.
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RESULTADOS
La realizacion del experimento muestra luego de la tincion, que el concentrado de
Cranberry tiene efecto antiadherente sobre las paredes internas de tubos de ensayo.
Ademas, todas las concentraciones de Cranberry investigadas (25, 50, 75 y 100%)
produjeron inhibicion en la adherencia del streptococcus mutans, en diferentes
magnitudes (figura 1). El mayor efecto antiadherente se observo en las concentraciones
de 75 y 100%. Se analizaron los resultados y se obtuvo las medianas de los grupos de
estudio que mostraban para el control negativo (M.=4.00), para la concentracién de
25% (M¢=3.00), 50% (M.=3.00), 75% (M.=1.00), seguido por la concentracion de 100%

(Me=1.00) y para el control positivo (M=0.00), (figura 1.).
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Figura 1. La gréafica muestra las medianas de los grados de adherencia obtenidos en

cada grupo de muestras segun la concentracion de Cranberry aplicada.

En base a estos resultados se optd por realizar analisis no paramétricos, usando la
prueba de Kruskal-Wallis para k muestras independientes, para comprobar si existian
diferencias entre los 6 grupos estudiados, lo cual arrojé significancia en los resultados
(p=0.008). Ademas se determin6é mediante la prueba estadistica de DUNN que existen
diferencias significativas entre los grupos estudiados, es decir, entre una concentracion
y otra siempre hay variacion en los resultados por lo que no se obtendran los mismos
niveles de adherencia aplicando Cranberry al 25, 50, 75, o 100% y comparando los

grados de adherencia obtenidos, entre si.
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DISCUSION
Luego del andlisis de datos se determind que existen diferencias significativas entre las
aplicacion de concentrado de Cranberry a tubos de ensayo con cultivo de S. mutans y el
control negativo.
Los resultados obtenidos del estudio que fueron mencionados (Figura 1) seran aportes
que nos permiten ampliar el campo de andlisis, incidiendo ain méas favorablemente en
la efectividad de las proantocianidinas (PAT), presentes en elevadas concentraciones en
el Cranberry, frente a los fendmenos de adhesion y a la supervivencia de
macromoléculas de interés biolégico determinada en periodos de corto tiempo y
posiblemente a la disminucion de la actividad del sistema GTFs. (Koo H. Et al. 2010).
Los resultados del presente trabajo mostraron una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) en la reduccion de adherencia con relacion al control negativo.
La investigacion cientifica actual sugiere que el Cranberry (Vaccinium macrocarpon)
puede proporcionar grandes beneficios a nuestra salud en otras partes del cuerpo.
Mientras que la investigacion esta todavia en desarrollo, es interesante considerar la
importancia del Cranberry, (Vaccinium macrocarpon) como una herramienta
prometedora en la lucha natural contra las bacterias que atacan el organismo humano ya

que es un producto natural y su consumo no produce efectos adversos en el organismo.
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CONCLUSIONES
La prueba de Kruscal-Wallis, con un p=0.008, demuestra que los resultados del estudio
son estadisticamente significativos, por lo cual se prueba que el concentrado de
Cranberry afecta la capacidad de adherencia del Streptococcus mutans. Con estos
resultados se posiciona al Cranberry como agente antiplaca, con potencial para ser
utilizado y en la lucha contra la estabilizacion de la placa bacteriana y la formacién de
caries. Aun hace falta mayor investigacion en el area, con el objetivo de posicionar al
Cranberry (Vaccinium Macrocarpon), como una alternativa indiscutible y de origen

natural, en el area de la prevencion en salud oral.
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