Resumen

Obijetivo. Determinar in vitro el efecto inhibitorio del jugo de
Cranberry (sp. Vaccinium Macrocarpon) sobre micro-
organismos encontrados en saliva de nifios. Material y
métodos. 80 muestras salivales de nifios entre 6 y 9 afios de
edad, ambos sexos, de una escuela urbana del estado de
Tlaxcala fueron sembradas para su cultivo, aislado e identi-
ficacién por género y especie por duplicado en medios
especificos sobre cajas de Petri a 37 °C por 24hr. Pozos con
extracto de Cranberry se colocaron dentro de los medios de
cultivo para observar el halo de inhibicién creado. Las cepas
resistentes se identificaron mediante la tincién de Gram.
Resultados. De los 80 especimenes expuestos, 77 (96.25%)
mostraron sensibilidad y 3 (3.75%) presentaron resistencia.
El halo inhibitorio fue de 19.27mm (sd=6.08). Los microor-
ganismos predominantes fueron el Streptococcus mutans,
Enterococcus fecalis y el Streptococcus salivarius. De un total
de 168 microorganismos aislados el 97% (N=163), mostra-
ron una alta sensibilidad y solo un 2% (N=5) mostraron
resistencia entre ellos el Klebsiella rhinoscleromatis. Con-
clusiones. El extracto de jugo de ardndano americano
(Vaccinium macrocarpon) mostré sensibilidad en la mayoria
de los microorganismos encontrados en la saliva de nifos.
La resistencia de los microorganismos aislados fue minima.
Gracias a sus propiedades el jugo de ardndano tiene
efectos promisorios como agente anticaries efectivo y
seguro.

Abstract

Purpose. The aim of this in vitro study was to determine
the inhibiting effect of Cranberry juice (Vaccinium
macrocarpon) on microorganisms found in saliva sam-
ples of children. Methods. 80 saliva samples of children
between 6 and 9 yo, both sex, of an urban primary school
in Tlaxcala, were cultivated in specific media (37° C for 24
hr) isolated and identified by species and gender. 5mm
holes with Cranberry juice were set into the cultures to
observe the inhibiting halo effect. Resistant stubs were
identified by Gram dye. Results. A total of 80 samples
were obtained, 77 samples (96.25%) showed sensibility
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to Cranberry juice and 3 samples (3.75%) showed resis-
tance. The inhibition halo has a ratio of 19.27 mm(sd=
6.08). Predominant microorganisms were Streptococcus
mutans, Enterococcus fecalis and Streptococcus saliva-
rius. From 168 isolated microorganisms, 97% (N=163)
showed high sensibility and 2% (N=5) were resistant, vg.
Klebsiella rhinoscleromatis. Conclusions. American
Cranberry juice (Vaccinium macrocarpon) showed high
sensibility on saliva microorganisms found in children.
Resistance of isolated microorganisms was very low. Be-
cause of its properties Cranberry juice is a promise anti-
caries agent, safe and effective.
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Introduccion

En la actualidad existen una amplia variedad de frutos muy apre-
ciados por su potencial terapéutico atribuido al contenido de
componentes conocidos como fitoquimicos bioactivos."” Dichos
compuestos de origen natural han despertado un creciente inte-
rés debido a que son una rica fuente de sustancias bioactivas y
estructuralmente complejas con propiedades antimicrobianas
que podrian ser Utiles en el desarrollo de terapias anficaries
alternativas o coadyuvantes.**®

Un ejemplo son los polifenoles, sustancias con propiedades
benéficas para la salud, incluyendo la actividad antimicro-
biana."* Al ser la dieta, uno de los multiples factores que definen
la salud oral, la investigacién se ha centrado en productos natu-
rales, y frutos como el Ardndano Americano o Cranberry que
han recibido especial atencién debido a sus contenidos Unicos
de polifenoles.®

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas
con actividad antioxidante.” Existen 15 tipos principales y entre
ellos, los flavonoides contienen la mayor variedad de compues-
tos con actividad farmacolégica.”'® La estructura bésica de un
flavonoide (figura 1b), consta de dos anillos aromdticos unidos
por tres dtomos de carbono, formando un anillo heterociclico.'
Una subclase de los flavonoides son los flavan-3-ol (figurale),
semejantes a los flavonoides en su estructura, pero no tienen el
grupo cetona en el carbono C4."*® El flavan-3-ol, se polimeriza
formando proantocianidinas o "taninos condensados” con peso
molecular variado (figura 2).""

b Easic structure of flavanoids e Flavan-3-of

Figura 1.b.

Estructura bésica del flavonoide.
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Cuando los monémeros se unen entre si por un enlace simple en
el anillo B, los oligémeros formados se denominan proantocia-
nidinas de tipo B y si estédn unidos por enlaces dobles, se deno-
minan proantocianidinas de tipo A. Las proantocianidinas de
tipo A son el principio activo responsable de las actividades
biolégicas atribuidas al Cranberry. "

El Ardndano americano o Cranberry de fruto grande (Vacci-
nium macrocarpon) pertenece a la familia Erica ceaey del género
Vaccinium. Ha sido usado por tribus norteamericanas como me-
dicina para curar heridas y contra el envenenamiento.'"'? El
Cranberry americano contiene cuatro grupos fenélicos que in-
cluyen dcidos fendlicos, antocianinas, flavonoles, flavan-3-ol y
proantocianidinas oligomericas tipo A (figura 2).”

De acuerdo a estos datos, es posible que el Cranberry tenga
la posibilidad de ser empleado en la terapia odontolégica
preventiva; no obstante no existen estudios orales “in vitro” espe-
cificos y suficientes respecto al grado de sensibilidad sobre los
microorganismos encontrados en la cavidad bucal y por consi-
guiente su funcién como agente inhibidor y/o bactericida.

Obijetivos. 1.-Determinar “in vitro” el efecto inhibitorio del ex-
tracto del jugo de Ardndano (Vaccinium macrocarpon), sobre
microorganismos encontrados en saliva de nifios, mediante la
formacién del un halo inhibitorio. 2.-Aislar las bacterias encon-
tradas en las muestras salivales sobre medios especificos e iden-
tificar aquellos microorganismos sensibles y resistentes al extrac-
to de Ardndano.

Material y método

El disefo del estudio fue prospectivo, transversal, descriptivo y
experimental, aprobado por el comité de investigacion de la
Facultad de Odontologia de la UATxy comprendié tres etapas, la
primera consistié en una prueba piloto con 20 muestras salivales
de nifios entre 6 y 9 afios de edad asistentes a la Clinica de
Estomatologia Pedidtrica de la UATx, siguiendo el esquema de
trabajo que se detalla a continuacién. Lo segunda etapa
consistié en la toma de 80 muestras de 1ml de saliva de nifios, de
ambos sexos de una escuela urbana de la ciudad de Tlaxcala,
integrada por seleccion homogénea. Las muestras fueron refri-
geradas a -70°C por 24 horas, posteriormente sembradas en
cajas Petri con un medio de cultivo especifico (Agar sangre de
carnero) e incubadas a 37°C por 24 horas. Dentro de caja se
colocé con punta estéril, un pozo que contenia el extracto de jugo
de Aréndano. Las muestras se incubaron nuevamente a 37°C
por 24 horas y después observadas para medir milimétrica-
mente el halo de inhibicién creado alrededor de los pozos. La
tercera etapa consistié en la realizacién de la tincién de Gram y
aislado de las bacterias encontradas en las muestras salivales
sobre medios de cultivo diferenciales: Agar McConkey, Agar sal y
manitol y Agar Mitis Salivarius. Al final realizaron las pruebas
bioquimicas necesarias para la identificacién de los microorga-
nismos. Los datos se analizaron mediante estadistica descriptiva.
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Resultados

Los resultados de los halos inhibitorios observados se presentan
en la gréfica 1, la mayoria de los microorganismos mostraron
ser sensibles al jugo de ardndano. Los halos de inhibicién (Figuras
3y 4) se observaron en un rango de 0 hasta 35mm con una me-
dia de 19.27mm (Grdfica 1). Se aislaron un total de 14 especies
de microorganismos (N=168) (Gréfica 2), el 91.07% (N=153)
Gram positivos y 8.92% (N=15) Gram negativos, destacando el
Streptococcus mutans, Enterococcus fecalis y Streptococcus sali-
varius (Figura 5).
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Figura 3.

Halo inhibitorio notorio en pozos con jugo de ardndano.

2013

Figura 4.

Comparacién de los halos de inhibicién. Los pozos superiores
(experimental) con jugo de ardndano; pozo inferior (control)
con solucién salina.

Distribucién de frecuencias por tipo de
Microorganismo aislado.
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Figura 5.
Principales microorganismos identificados en las muestras.
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Microorganismos como el Streptococcus saliva-

Porcentajes de Sensiblidad y Resistencia de los microorganismos aislados

rius, Staphylococcus aureus, Streptococcus Beta
hemoliticos no A no B, Streptococcus mitis,

Pseudomona aeruginosa, Klebsiella neumonae,
entre otros, mostraron ser 100% sensibles al ju-
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Discusion

Diversos estudios in vivo e in vitro han demostrado la capacidad
de los polifenoles para interferir selectivamente con los rasgos
especificos de virulencia del Streptococcus mutans, impidiendo la
adherencia a las superficies dentales, inhibiendo la actividad de
la glucosiltranferasa (GTF) y fructosiltranferasa (FTF).*”*

El efecto inhibitorio del jugo de ardndano americano de la
especie Vaccinium macrocarpon sobre microorganismos en sali-
va de nifos fue comprobado. Koo H (2010) refiere que el arén-
dano es el Unico fruto con un alto contenido de polifenoles y a su
vez flanonoles donde se encuentran las proantocianidinas con
enlaces tipo A, responsables de la actividad inhibitoria sobre la
adherencia bacteriana.” La mayoria de los estudios y ensayos
clinicos (Rahbar y col 2010, Castillo y cols 2007) respaldan los
efectos benéficos del ardndano en la salud del tracto urinario e
intestinal impidiendo infecciones asi como evitando la adheren-
cia de bacterias sobre las células uroepiteliales y epiteliales gés-
tricas; es por esto que se eligié dicho fruto para comprobar su
efecto sobre la microbiologia oral.''

Las bacterias pueden expresar diferentes tipos de adherencia
en funcién de las condiciones de cultivo; las proantocianidinas
impiden la adherencia de bacterias como el E. coli, Helicobacter
pylori, S. aureus, Enterobacterias y Klebsiella.' Parte de los obje-

articulo original

tivos de este estudio fue aislar los microorganismos de la saliva
en nifos y se observé la presencia del E. coli la cual fue 87.5%
sensible al jugo de ardndano, contra un 12.5% resistente. Mien-
tras que el S. aureus y K. pneumoniae mostraron ser sensibles en
un 100%, concordando con los reportes de Rahbary cols.

Las propiedades antiadhesivas del ardndano fueron demos-
tradas por Yoo y cols (2011) especificamente contra el S. mutans
cariogénico.' En nuestro estudio el 97% del S. mutans mostré ser
sensible. Otros reportes, mencionan el efecto inhibitorio de la
porcién fendlica del ardndano sobre bacterias cariogénicas co-
mo S. sobrinus y mutans disminuyendo su hidrofobicidad, factor
importante en la adherencia sobre la superficie dental.”"® El
biofilm formado por dichas bacterias es inhibido en presencia de
la fraccién polifendlica. En nuestro estudio no se identificé al S.
sobrinus.

Weiss y cols (2004) aislaron constituyentes del alto peso mo-
lecular denominados Material no Dializable (MND), los cuales
redujeron el conteo de S. mutans™. Labrecque y cols (2006),
usando sensidiscos observaron que estos MND pueden inhibir la
formacién del biofilm y adherencia de Porphyromonas gingiva-
lis, Treponema denticola y Forsythia nerella, responsables de la
destruccion del tejido periodontal junto con ofras bacterias Gram
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negativas.” Estas inhiben la actividad proteolitica de origen
bacteriano y tisular asi como la produccién de citoquinas.'”?'

Se ha observado que el efecto inhibitorio y anti-adherente
sobre el biofilm oral, tiene relacién directa con la concentraciéon
(Sethi y Godiva 2011). Por su parte, Boded y Yamanaka (2007),
informan que la fraccién MND puede limitar la multiplicacion de
especies anaerobias como Porphyromonas gingivalis, Forsythia
nerella y Treponema denticola, propias de la zona subgingival y
bolsas periodontales.”

Koo y cols (2010) describieron los componentes bioactivos
especificos del extracto de cranberry, principalmente las flavonas
y las proantocianidinas. Los reportes del efecto inhibidor coinci-
den con los resultados de nuestro estudio. Ain no estd claro el
mecanismo exacto por el que las proantocianidinas interrumpen
la produccién dcida y la tolerancia &cida en presencia del
Streptococcus mutans, un rasgo importante de la virulencia.”**
Las proantocianidinas inferaccionan directamente con la
membrana bacteriana alterédndola y afectando la glucolisis.”****
Por otra parte, los polifenoles interfieren selectivamente con los
rasgos especificos de virulencia del S mutans, imipidiendo su
adhernecia a las superficie dental e inhibiendo la actividad de la
glucosiltranferasa (GTF) y fructosiltransferasa (FTF).?**

Conclusiones

El objetivo de este estudio fue buscar agentes viables y seguros
para la prevencién de la caries dental; las proantocianidinas de
los polifenoles contenidos en el jugo de ardndano, prometen ser
uno de estos compuestos potencialmente seguros. Si bien, las
pruebas microbiolégicas no son Unicas para instaurar un proto-
colo definitivo, deben realizarse estudios clinicos controlados
para determinar con mayor certeza la eficacia de un agente tera-
péutico.

El extracto de jugo de ardndano americano (Vaccinium
macrocarpon) mostré actividad antimicrobiana contra bacterias
de saliva en nifios. El efecto inhibitorio fue especifico contra bac-
terias como Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis y
Streptococcus salivarius. La resistencia de los microorgranismos
aislados al jugo de ardndano fue minima.
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