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RESUMEN

Arcilla Chacco contiene Montmorillonita y Bentonita, que liberan radicales libres y
alteran la estructura de algunas especies bacterianas a través de la absorcion electrostatica
a sus superficies, seguida de desactivacion por ruptura de la membrana celular. La
presente investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto inhibitorio de la arcilla
Chacco en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis. Con esta finalidad utilizamos el
método deductivo y la observacion, se trata de un estudio experimental in vitro, de tipo
cuantitativo, nivel explicativo, de corte transversal y la técnica aplicada fue la observacion
estructurada. La muestra de estudio estuvo conformada por placas Petri que albergaban
Porphyromonas gingivalis en su medio de cultivo, cada grupo, control y experimental,
estuvo formado por 12 repeticiones, se utilizaron dos cepas diferentes de Porphyromona
gingivalis, una procedente de pacientes con periodontitis (cepa nativa) y la otra de
cultivos estandarizados (CEPA ATCC® 33277TM) (cepa estandarizada), ambas fueron
expuestas a diferentes concentraciones de dos variedades de arcilla Chacco, ricas en
Bentonita, lllita y Montmorillonita, procedentes de dos provincias (Azangaro y Acora), a
concentraciones de 100mg/ml, 75mg/ml, 50mg/ml, 25mg/mly 12,5mg/ml, se aplicaron
dos técnicas microbioldgicas para evaluar el crecimiento bacteriano, dilucion en Agar y
discos de sensibilidad Kirby Bauer con pozos. Se considero clorhexidina al 0,12% como
control positivo y suero fisioldgico como control negativo. Los resultados sugieren que
la arcilla Chacco de Azangaro y Acora, tienen un efecto inhibitorio positivo y
estadisticamente significativo, segun las pruebas estadisticas de ANOVA y Tukey
(p<0,00), asi también se obtuvo un efecto inhibitorio mas marcado cuando se aplicd
arcilla Chacco procedente de Acora en comparacion al de Azangaro. Se concluye que, al

realizar el aislamiento de Porphyromonas gingivalis, ésta es sensible para arcilla Chacco.

Palabras claves: Arcilla Chacco, Bentonita, Montmorillonita, Periodontitis, Enfermedad

periodontal, Porphyromonas gingivalis.
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ABSTRACT

Chacco clay contains Montmorillonite and Bentonite, which release free radicals and alter
the structure of some bacterial species through electrostatic adsorption to their surfaces,
followed by deactivation by rupture of the cell membrane. The present investigation was
aimed at determining the inhibitory effect of Chacco clay on the growth of
Porphyromonas gingivalis. For this purpose, we used the deductive method and
observation; it is an experimental in vitro study, quantitative, explanatory level, cross-
sectional, and the technique applied was structured observation. The study sample
consisted of Petri dishes containing Porphyromonas gingivalis in its culture medium,
each group, control and experimental, consisted of 12 replicates, two different strains of
Porphyromona gingivalis were used, one from patients with periodontitis (native strain)
and the other from standardized cultures (CEPA ATCC® 33277TM) (standardized
strain), Both were exposed to different concentrations of two varieties of Chacco clay,
rich in Bentonite, Illite and Montmorillonite, from two provinces (Azangaro and Acora),
at concentrations of 100mg/ml, 75mg/ml, 50mg/ml, 25mg/ml and 12.5mg/ml, two
microbiological techniques were applied to evaluate bacterial growth, dilution in Agar
and Kirby Bauer sensitivity discs with wells. Chlorhexidine 0.12% was considered as
positive control and physiological serum as negative control. The results suggest that
Chacco clay from Azé&ngaro and Acora, have a positive and statistically significant
inhibitory effect, according to ANOVA and Tukey statistical tests (p<0.00), also a more
marked inhibitory effect was obtained when Chacco clay from Acora was applied
compared to that from Azangaro. It is concluded that, when isolating Porphyromonas

gingivalis, it is sensitive to Chacco clay.

Key words: Chacco clay, Bentonite, Montmorillonite, Periodontitis, Periodontal disease,

Porphyromonas gingivalis.

Xi
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INTRODUCCION

Una de las condiciones patolégicas mas comunes y que mas contribuye en la pérdida de
estructuras dentales es la periodontitis. Los pacientes con formas generalizadas de
periodontitis demuestran mayor tendencia a presentar mala calidad de vida, sobre todo

debido a las importantes consecuencias en la salud fisica y malestar psicologico (1).

La enfermedad inflamatoria cronica méas frecuente en el ser humano es la periodontitis,
que afecta a mas de la mitad de los adultos en el Reino Unido y Estados Unidos y al 60%
de los mayores de 65 afios (1), Ademas, se ha informado que la enfermedad de las
estructuras periodontales afecta al 98,5% de los adultos, mientras que la prevalencia de

la periodontitis se elevaria al 30%(2).

Offenbacher ha desarrollado un modelo etiopatogénico que ilustra como un grupo
especifico de microorganismos proliferan en el biofilm subgingival y como sortean la
primera linea de defensa, representada por los polimorfonucleares, desencadenando el
mecanismo linfocito-monocito y liberando una variedad de citoguinas y otros mediadores
de la reaccion inflamatoria que conducen a la pérdida de los tejidos de soporte. Esta
proliferacion serd causada por una susceptibilidad previa del paciente o por factores
ambientales(3).

La evaluacion diagndstica de los pacientes con periodontitis incluye una serie de pruebas
basadas en pardmetros clinicos como el grado de inflamacién, la profundidad del
sonograma periodontal y el nivel de insercion clinica, asi como parametros radiologicos
y microbiolégicos como la presencia de crecimiento bacteriano (4). A pesar de ello, estos
parametros tienen limitaciones en su capacidad para caracterizar e identificar los
microorganismos presentes en el biofilm subgingival de los pacientes con enfermedad
periodontal (5). Por esta razon, ha sido util desarrollar técnicas bioquimicas y moleculares
como la amplificacion del ADN bacteriano mediante la reaccion de la polimerasa
ribosomica del gen 16S ADN, y utilizar la identificacion de la secuencia del ADN para

catalogarlos adecuadamente para un tratamiento eficaz (6).

Ciertas arcillas tienen propiedades antibacterianas; en particular, las que incluyen metales
reducidos solubles y minerales de arcilla expandible que absorben cationes, lo que

proporciona la capacidad de liberacion prolongada de metales y la generacion de radicales

1
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libres toxicos(7). Se hallo que la arcilla de hidralgirita tiene un efecto inhibidor sobre el
crecimiento de Porphyromonas gingivalis en cepas certificadas por la ATCC(8). Por lo
tanto, la arcilla chacco puede tener un efecto inhibitorio sobre Porphyromonas gingivalis

aislada de pacientes con periodontitis (11).

El proposito del estudio fue identificar el efecto de la arcilla chacco variedades Azangaro
y Acora sobre el crecimiento de Porphyromonas gingivalis en cepas nativas y
estandarizadas.

El informe de investigacion se estructura en tres capitulos; en el capitulo | se revisoé la
literatura relacionada con la variable arcilla chacco y su relacion con Porphyromonas
gingivalis. En el capitulo Il se describe la formulacién del problema, la justificacion de
los objetivos y las hipdtesis. La metodologia empleada, los detalles técnicos, la
descripcion de los métodos por objetivos especificos y los materiales y dispositivos
utilizadas en la investigacion se tratan en el Capitulo 11l. Ademéas de la estrategia de
tratamiento de datos empleada. Finalmente se muestran los resultados y la discusion de
la investigacion en el dltimo capitulo, conjuntamente con sus conclusiones vy

recomendaciones.
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CAPITULO I
REVISION DE LA LITERATURA
1.1. Marco teorico
1.1.1. Arcillas

Al humedecerse, el material cristalizado que compone las arcillas -que puede ser limo
0 depdsitos minerales- se convierte en una sustancia fina y granular formada por
particulas minusculas cuyo tamafio oscila entre 2 y 4 micras(9). Los materiales que
componen las arcillas son mezclas naturales de silicatos de aluminio hidratados
(AI203 - 2Si02 - H20), que son el producto final de complejos procesos
geoquimicos que provocaron la meteorizacion de las rocas felspaticas (9)(10). Estos
fendmenos son provocados por la interaccion entre la presion, la temperatura y la
humedad. Normalmente, las arcillas son una mezcla de varias variedades
mineraldgicas, entre las cuales se mencionan frecuentemente los aluminosilicatos
como la bentonita, caolinita, junto con el cuarzo, el feldespato, la esméctica, la mica
y algunos oxihidroxidos metalicos, ademas de todo el hierro, el magnesio y el calcio.
Aungue la composicion quimica de las arcillas puede ser comparable, su composicion
mineraldgica es muy diversa (10). También son materiales inorganicos de silice no
metalicos con una estructura de planos superpuestos que, al combinarse con el agua,
crean sistemas con distintos grados de plasticidad y resistencia. También adquieren

durabilidad y dureza cuando se calientan a altas temperaturas(11).

Estas arcillas suelen proceder de yacimientos hidrotermales que contienen minerales
reducidos de arcilla con un contenido de Fe vinculado al proceso de vulcanismo(12).

Los depositos de azufre que se han descubierto a escala mundial estan relacionados
3
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con el vulcanismo de la zona de subduccion y son potencialmente residentes de
arcillas. Pueden ser eficaces para eliminar una amplia gama de patégenos humanos,

incluso los que han desarrollado resistencia a los antibioticos(13).

El uso de las arcillas como material se remonta a la prehistoria, y tienen un aspecto
macroscopico similar al de las arcillas. Se han utilizado para diversos fines, como la
preparacion de alimentos (como la adicion de salsa a los amaretti), el tratamiento
médico (por parte de los naturOpatas aimaras para aliviar el dolor y tratar las
hemorragias persistentes) y la cerdmica (como material de base para fundir
ceramica). Otros usos industriales de los materiales esmécticos son los blanqueadores
en la fabricacién de papel, componentes de pintura, absorbentes, colorantes, bandejas
de fundicion de moldes, productos quimicos, productos farmacéuticos y

agricultura(1l).
1.1.1.1. Clasificacion de las arcillas

Se pueden distinguir las siguientes familias o grupos de minerales arcillosos en

funcion de su distribucion estructural:

Fibras bidireccionales: Las dos capas que componen los filosilicatos
bilaminares -una tetraédrica y otra octaédrica- les dan su nombre, 1:1 0 T:0
(Tabla 1). Los tetraedros suelen estar formados por silicio y estan rodeados de
oxigeno; sin embargo, en ocasiones, pueden utilizarse iones de aluminio o
hematita en lugar de silicio (10). El aluminio o el magnesio puede ser el ion
dominante y el oxigeno o los hidréxidos pueden rodear el octaedro (OH) (11)
(12). La lamina resultante se denomina dioctaédrica cuando el aluminio es el
elemento principal, y trioctaédrica cuando el magnesio es el elemento
dominante. Los distintos iones estan conectados de forma que sigue habiendo
electronegatividad entre ellos. Una ldmina estd formada por tapas tetra y
octaédricas. En este nivel de clasificacion se distinguen dos familias de
minerales: la familia de la serpentina (trioctaédrica) y la dioctaédrica (Kandita
0 Caolinita)(10).

Trifilosilicatos trilaminares: Cada lamina estd formada por dos laminas
tetraédricas que recubren una lamina octaedrica de aluminio 0 magnesio; por

4
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ello, se denominan "trilaminares”, o 2:1 o T:0: T (12). La ausencia de
neutralidad eléctrica en las ldminas se debe a la sustitucion de unos iones por
otros que llevan una carga diferente. El orden de separacion de las laminas es
consistente en tres familias: micas, minerales fibrosos y minerales de atapulgita
(10)(12).

Cloritas: Son una clase de minerales cuyas laminas estan compuestas por dos
tapas tetraédricas y dos tapas octaédricas, de ahi los nombres 2:1:1 o0 T:0: T:0
(12)(13). La ausencia de laminaciones eléctricamente neutras se debe a la
sustitucion de algunos cationes por otros gque tienen una carga diferente pero
que son aproximadamente equivalentes en tamafio (9). La neutralidad se
consigue a través de grupos hidroxidos y cationes interlaminares como sodio,
potasio, calcio o magnesio. EI nimero de separaciones de lineas es de 14 o
mas(10).

TESIS EPG UNA - PUNO

TIPO DIOCTAEDRICOS TRIOCTAEDRICOS
Caolinita Antigorita
Nacrita Crisolito
T:0 1:1 |KANDITAS Dickita SERPENTINAS Lizardita
(Bilaminares) Haloisita Berthierita
lllita Flogopita
Moscovita Biotita
MICAS Paragonita MICAS Lepidolita
Pirofilita Talco
Montmorillonita Saponita
ESMECTITAS Beidelita Hectorita
T.0:.T 2:1 (Expandibles) Nontronita ESMECTITAS Sauconita
(Trilaminares) Vermiculita
ATAPULGITAS
(Fibroso) Paligorskita ATAPULGITAS Sepiolita
T:0:T:0 Sudoitas Clinocloros
2:1:1 CLORITAS CLORITAS Procloritas

Figura 1. Clasificacion de minerales arcillosos.

Fuente: Tomada y modificada de Garcia R. E. & Suarez B. M. (2002)

1.1.1.2. Arcilla Chacco

Es una arcilla compuesta principalmente en un 80% de minerales de arcilla, un

10% de minerales de arena fina y un 10% de minerales de limo. La particula
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de arcilla estd formada por dos componentes: una parte insoluble conocida
como micela o cristal y otra formada por un grupo de cationes intercambiables

que se han adsorbido con relativa fuerza (14).

Segun la intercambiabilidad de los cationes que pertenecen al grupo de arcillas

silicatizadas, como la caolinita, la montmorillonita y la Illita (11).

El chacco purificado es el chacco tratado; a través de muchas operaciones y
procesos, se ha eliminado la arenilla y el limo, dejando que domine la arcilla,

que tiene propiedades medicinales (15).

El chacco purificado tiene propiedades similares a las de la bentonita y la
caolinita, lo que lo convierte en un candidato plausible para sustituir estas
sustancias en varias formulaciones farmacéuticas. Cuando se comparan con las
formulaciones farmaceuticas elaboradas sin bentonita ni calomel, estas
formulaciones presentan similitudes en su uniformidad y estabilidad, en

particular cuando se trata de semisolventes o plasticos (15)(17).

Las caracteristicas geoquimicas de las Esmécticas, también conocidas como
Bentonitas, identifican cuatro especies de arcillas: Montmorillonita, Vercullita,

Illita y Caolinita, todas ellas minerales laminares de aluminio-silice (16).

Los llamados minerales de arcilla, de los cuales los siguientes son los

principales, conforman arcillas como el chacco:

- Bentonita, Caolinita: Al203, SiO2, y HO2.

- lllita: K20, MgO, AI203, Si02,y H20

- Montmorillonita: Al203, (Mg, Ca)5, SiO2, y nH20

Cada uno de estos minerales confiere a la arcilla una cualidad o caracteristica
determinada. Como resultado, una arcilla hecha con mucha montmorillonita

serd muy pléstica, como la bentonita (11).

Tanto la bentonita como el carbon son insolubles en agua destilada y en
disolventes organicos; se combinan con el agua para generar suspensiones

hidrocoloides inorgénicas. La bentonita es un intercambiador cati6nico que
6
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provoca un desequilibrio en el nimero de portadores de carga positiva cuando
se modifica el pH de la suspension. El equilibrio se restablece sustituyendo los
iones Al 3 por los iones Mg?, Fe? se recupera el equilibrio agregando iones Ca
2y Na! (17).

El Instituto Geologico, Minero y Metalurgico (INGEMMET) de Lima analiz
tres muestras de "chacco"” y encontrd que la comunidad de Ccapalla tenia el
mayor porcentaje de montmorillonita (56,53%) y el menor porcentaje de Cora

(29,58%), asi como otros minerales como caolinita, halloysita e illita(18).

Sin embargo, la Universidad Complutense de Madrid y el Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONCYTEC) comenzaron a caracterizar la
composicion mineral de esta arcilla mediante difracto gramas de rayos X,
microscopia eléctrica de barra y de transmision, y descubrieron que se trata de
arcillas extremadamente homogéneas y compactas formadas por capas
laminares agregadas de menos de 1 mm de espesor. El pequefio tamario de las
particulas y la delaminacién (desorden en la direccién de la esméctica lamina)
son las causas de la elevada superficie externa de la arcilla (18)(19). La
capacidad de adsorcion de diversas moléculas organicas se explica por la
elevada superficie externa con conexiones no saturadas que le permite
interactuar con sustancias polares como el agua y las toxinas; ademas, tiene un
gran numero de centros de actividad por su carga tetraédrica, lo que potencia

su capacidad exclusiva(19).

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesi
I



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

MADRE DE DIOS
i i i
; ;j
; ‘A 43 = j SANDIA ‘
cusco y /ﬁ
g
i - Lo 9
-
! S, ,
N 4‘ ," \ X 7 '
- N .‘ 3 o | 1
! AN / i
?S BOLIVIA
y LAGO TIYCADA
AREQUIPA o .
i ) i
Vo .—L.h
LEYENDA
i |a »Azincamo i
] * TQUILLACA
. ACORA
i | @ =suo y #— ¥~ GOBIERNO REGIONAL PUNO j
TACNA

Figura 2. Principales yacimientos de arcilla Chacco en la Region Puno-Per(

Fuente: Adaptado de Roque (2016)
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Tabla 1.

Ubicacion geografica de los principales yacimientos de arcilla Chacco de la

Region Puno-Peru

Ubicacion geografica

Localida
d Altitud Latitud Sur Longitud Oeste Subtipo Climatico
Azangaro 3,859msnm  14°54'35”" 70°11'50" B
Acora  3,960msnm  15°5'30" 69°48'22" D

Fuente: Roque en su investigacion del 2016

Tabla 2.

Composicion quimica de variedades de arcilla Chacco de la Region Puno-Peru

ZONA Fe Mg F Ta In Na Ti W |

AZANGARO 9.82c 1.07 641
ACORA 8.58b  1.07

PROBABILIDAD 0.0001 0.871 0.099

Fuente: Roque en su investigacion del 2016
Tabla 3.
Materia organicay potencial de hidrogeniones de variedades de arcilla Chacco,

de la Region Puno-Pert

Zona M.O. pH
Azangaro 7.00+-1. 79a 6.79+-0.82
Acora 8.76+-1.33b 6.38+-0.49
Probabilidad 0.0001 0.103

Fuente: Roque en su investigacion del 2016
1.1.1.3. Bentonitas y montmorillonitas

La bentonita es el nombre comercial que se da a las arcillas compuestas
predominantemente de arcilla montmorillonita, que pertenecen al grupo de las
9
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esmectitas y cuyas propiedades fisico-quimicas y tecnolégicas se establecen
por esta arcilla. ElI nombre de bentonita tiene su origen en la primera reserva
conocida de esta arcilla, situada en Fort Benton, en el Estado de Wyoming
(Estados Unidos). Inicialmente se definid por su origen geoldgico, que
comprende las arcillas procedentes de alteraciones de cenizas volcanicas y

alteradas in situ (9).

Sin embargo, dada la similitud entre los reticulados cristalinos de diferentes
arcillas montmorillonitas y la falta de relacion entre el origen de la arcilla y las
caracteristicas que presentara, no hay pruebas de que las propiedades
tecnoldgicas de las bentonitas dependan de su origen. Por lo tanto, si una
determinada arcilla tiene especificaciones técnicas iguales o superiores a las
requeridas para las bentonitas naturales de uso industrial, no hay ninguna
objecidn a que se le llame bentonita por igual, independientemente de donde se

obtenga o de su formacion (20).

El origen natural, el bajo costo, la alta relacion de aspecto (relacion entre el
tamafio de las particulas, la longitud frente a la anchura), la resistencia a los
disolventes y a las altas temperaturas, y el alto grado de delaminacion son
propiedades que dan a las arcillas bentoniticas un amplio uso industrial. Las
bentonitas se utilizan con mayor frecuencia como componente tixotropico de
los fluidos de perforacion, como aglutinante de las arenas en los moldes de
fundicion, en la decoloracion de los aceites y en la peletizacion de los minerales
de hierro y manganeso, pero pueden utilizarse en un gran numero de

aplicaciones industriales muy diversas (16).

El mineral de arcilla predominante 0 mas importante en relacion con los
constituyentes de las bentonitas es la montmorillonita, un mineral hidratado
con una formula tedrica de 4SiO2.Al203.H20.nH20, aunque tiene una
composicion muy variable debido a la facilidad de sustitucion en la red
espacial. Perteneciente al grupo de los filosilicatos con una unidad estructural
2:1, la montmorillonita tiene una estructura formada por dos laminas de silice
tetraédrica (T) que incluyen una lamina octaédrica de alumina (O),

componiendo una capa anisotrépica TOT, representada por la figura 1 (20).

10

repositorio.unap.edu.pe
{0 OIVI( (adl" adecuadd ! > eSla (e
I



NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

Estructura de la montmorillonita

Lamina de
silicato
Capa octaédrica [1nm]

Capa tetraédrica

Espacio interlaminar

Capa tetraédrica

Figura 3. Estructura cristalina de la Montmorillonita. Fuente: Adaptado de De
Almeyda 2010

En la estructura cristalina de la montmorillonita, los iones de la posicion
octaédrica pueden sufrir sustituciones ionicas isomorficas, es decir, pueden ser
intercambiados por cationes de menor carga y tamafio similar, por ejemplo, el
intercambio de AI3+ por Mg2+. Estos intercambios eventuales generan un
desequilibrio eléctrico en la reticulacion cristalina, formando una aparente
carga negativa en las superficies de las ld&minas. Con esto, las capas adyacentes
de alumina tienden a repelerse entre si, y forman una abertura que permite la
penetracién de las moléculas de agua. Este espacio se llama el medio
interplanar (o interlaminar)(21). La deficiencia de carga se neutraliza por la
existencia de cationes intercambiables e hidratados -mas comuinmente
representados por los iones Na+, Ca2+ y Mg2+- en el medio interlaminar que,
por no estar irreversiblemente fijados a la estructura, pueden propagarse
libremente a través del agua intersticial y ser intercambiados por otros iones(7).
El espacio interplanar presenta continuidad en las direcciones de los ejesay b,
y en la direccion c, las estructuras estdn débilmente conectadas por las
conexiones de Van der Walls, lo que hace que sus moléculas tiendan a

orientarse en laminas paralelas apiladas, para aumentar al méximo la fuerza de

11
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atraccion entre ellas por la aproximacion de sus atomos. Esta orientacién
aproximadamente paralela en los planos de los cristales da una estructura
laminada a la bentonita(13), lo que hace que su estructura cristalina se
entrecruce con una facil division basal. Este plano cristalografico también
puede utilizarse para clasificar los diferentes tipos de minerales de arcilla
esmectica existentes(21). La configuracion de una bentonita laminar seca
puede describirse segln sus tres unidades estructurales y sus disposiciones
espaciales: La primera unidad es la capa (particula cristalina elemental), con
espesores de unos 10 A y de 1 a 2um de didmetro, visible s6lo en las
micrografias de transmision; la segunda unidad se refiere al tactoide, que
consiste en el apilamiento de las capas elementales. En aras de la simplicidad,
esta unidad también puede ser denominada como "particula”, siguiendo la
nomenclatura adoptada ; La tercera unidad es el aglomerado, que consiste en la
superposicion de los tacos. Los grupos se organizan en grupos observados en

micrografias de barrido, e incluyen varias fases accesorias(20).

Las principales caracteristicas atribuidas a la arcilla montmorillonita son: Estan
formados por particulas de tamafio coloidal; Tienen un alto grado de desorden
en el empaquetamiento de las capas; Tienen una alta area de superficie
especifica; Tienen laminas de carga moderada; Tienen una alta capacidad de
intercambio cationico, independiente del pH del medio; Tienen una baja
capacidad de intercambio anionico, dependiente del pH del medio; Presentan
una separacion variable de capas en términos de humedad y predominio de
cation interlaminar; Capacidad de algunos grupos (intercambiables Li+y Na+)
de presentar una alta expansibilidad entre las capas cuando se encuentran en
medio acuoso, pudiendo, en condiciones Optimas, proporcionar una disociacion
completa de sus particulas (delaminacidn); Presentan el poder de intercalacion
de sustancias externas, como macromoléculas organicas y cationes metalicos
de interés(12).

Todas las propiedades enumeradas anteriormente dependen de factores como
la constitucion quimica, mineraldgica y estructural del mineral de arcilla. Sin
embargo, las atribuciones tecnolégicas mas importantes de las

montmorillonitas y bentonitas estan especialmente relacionadas con la
12
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naturaleza de sus cationes interplanares predominantes y su caracterizacion

como sodio, calcio o poliactidnicos (22).

& -
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W ‘A“ s, AoAb‘ 0 GLICOLADO
- . . N donsmnnes

% 3
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Figura 4. Hidratacion o glicolado. Fuente: Adaptado de Almeyda 2010

1.1.1.4. Bentonitas sodicas, célcicas y policatiénicas

Como se ha explicado anteriormente, en el espacio entre las laminas de la
estructura estan presentes las moléculas de agua y los cationes intercambiables
de Na+, Ca2+y Mg2+. Estos cationes se adsorben ligeramente a la superficie
negativa del argilomineral y pueden ser predominantes para uno de estos iones
u ocurrir para todos por igual. La bentonita se llama de calcio cuando la
mayoria de los iones de Ca2+ se adsorben. Del mismo modo, si el cation
predominante es Na+, la bentonita se clasifica como de sodio (20). Cuando la
presencia de dos 0 mas cationes interplanares esta equilibrada, la bentonita se
clasifica como intermedia o policaténica (las arcillas de magnesio no son
comunes). EI término intercalacién denota tanto la adsorcion de la superficie

laminar como las reacciones de intercambio interlaminar(23)

13
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Las bentonitas sodicas son las que promueven un mayor interés comercial, ya
que tienen una buena capacidad de empleo en aditivos para fluidos de
perforacion, aglutinantes para moldes de fundicion y también en la sintesis de
arcillas organofilicas. Sus propiedades mas importantes, que al mismo tiempo

son mas relevantes para el alcance del presente trabajo, son (9):
1.1.1.5. Crecimiento

Una de las caracteristicas méas peculiares de las bentonitas sodicas es su
capacidad de expandirse en suspensiones acuosas, lo que se denomina
crecimiento o hinchazén. Esta propiedad es pronunciada en las bentonitas de
sodio debido al alto poder de hidratacion de los cationes monovalentes de
sodio, que permite la adsorcion de varias moléculas de agua a estos iones,
provocando el distanciamiento de las capas laminares de la arcilla, lo que puede
significar un aumento de hasta 20 veces sobre el volumen inicial de
dispersion(24), como se muestra en la figura 5a. Esta absorcion de agua, cuando
continta, puede dispersar las capas estructurales hasta tal punto que las
interacciones electrostaticas son demasiado débiles, causando el
desprendimiento individualizado de las particulas de arcilla. De esta manera,
cada unidad estructural puede dispersarse en el medio liquido como particulas
de dimensiones coloidales, cargadas negativamente en sus superficies y
equilibradas por la fijacién de cationes de sodio, Figura 5b. Sin embargo,
después del secado, las particulas se vuelven a apilar para formar los

aglomerados, caracterizando los estados reversibles de dispersion y agregacion

(7).

Moymorion fta o caklo

Moymorionita de soan

Figura 5. Hidratacion de Montmorillonitas. Fuente: Adaptado de Otto (2016).
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En el caso de las arcillas de calcio o policationicas, la cantidad de agua
adsorbida es limitada, lo que hace que las particulas continten unidas entre si
por interacciones eléctricas y de masa. Esta diferencia se observa facilmente
cuando las arcillas de sodio, calcio y policationicas estdn en medio acuoso.
Después de la agitacion seguida del reposo, las sédicos se delaminan en un
sistema homogéneo con todas sus particulas dispersas en el medio liquido.
Ademas, muestran un aumento bastante considerable de volumen. Las arcillas
calcicas y las policatidnicas, a su vez, son floculados, con una capa de agua
clara sobre la porcion de arcilla que se deposita en el fondo del recipiente, luego
de ser agitadas (24).

Cada tipo de hinchazon esta controlado por un tipo de fuerza y, ademas de la
naturaleza predominante del cation intercambiable, esta influenciado por otras
propiedades especificas del material, como el grado de pureza, la superficie, la
carga de las capas, la distribucion de las cargas interlaminares, asi como
informacion sobre el sistema, como la cantidad y la actividad del disolvente en

la solucidn o en la atmosfera, la temperatura y otros (16).
1.1.1.6. Intercambio catiénico

Las arcilla-minerales tienen iones fijados en su superficie, entre las capas y
dentro de los canales de la estructura cristalina que pueden ser intercambiados
por otros iones presentes en una solucién circundante a través de interacciones
fisico-quimicas, sin ningun cambio estructural en el reticulo cristalino(9). Esta
caracteristica se denomina capacidad de intercambio catiénico y consiste en
una difusion de doble direccién, segun la cual cada equivalente de un cation
adsorbido por el argilomineral provoca la liberacion de un equivalente
cationico previamente "fijado”. El intercambio entre los iones no provoca
cambios en la estructura del argilomineral, sino que modifica sus propiedades
fisico-quimicas y tecnoldgicas segun el i6n adsorbido(13). La propiedad de
intercambio ionico es de fundamental importancia para la eficacia de todos los
procesos que utilizan los cationes intercambiables e interplanares como

especies sustituibles por iones de interés determinado. La sintesis de arcillas
15
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organofilicas, por ejemplo, se produce mediante la sustitucion de iones de
sodio, calcio y magnesio por cationes cuaternarios de amonio. El proceso de
activacion alcalina se produce con el intercambio de iones de sodio por iones
de calcio y magnesio. Analogamente, todos los métodos de adsorcion e
intercalacion de cationes metélicos en las montmorillonitas se basan en
procesos de intercambio cationico, ya que la propension de las
montmorillonitas a absorber especies catidnicas de una solucién viene dada

directamente por ella (25).

Morrison menciona que el intercambio de cationes argilominerales por los
cationes de una solucion tiene las siguientes caracteristicas: Reversibilidad;
Control por difusion (paso limitante); Estequiometria; Selectividad entre

cationes (en la mayoria de los casos) (7).

La fisica a través de la cinética junto al equilibrio del proceso de intercambio
catiénico en los argilominerales se controlan normalmente mediante la
difusién, que se produce en dos etapas: en la primera, hay una "difusion en la
pelicula®, en la que la especie idnica externa transita desde la solucion hasta la
capa limite alrededor de la particula arcillosa; en la segunda etapa, hay una
"difusién en la particula”, en la que el cation se transporta a los poros de los
tactoides, hasta que llega al ndcleo de la particula y reemplaza al cation
residente en los sitios(7), también dilucidaron que los procesos de intercambio
realizados con una agitacion eficiente tenian sus tasas limitadas por la difusion
intraparticular, que es promovido por las suspensiones en reposo que ocurre en
el intercambio cationico, en el que el control se hace por difusion en la pelicula.
En el caso de las suspensiones diluidas, el proceso de adsorcion total se hace
mas rapido, de modo que el paso limitante se convierte en la sustitucion misma
de un catién por otro en el sitio de unidn anidnico y superficial de la red

cristalina (9).

La naturaleza de los iones interplanares también es determinante en el proceso
de intercambio catidnico, que también se ve favorecido por la presencia de
iones de sodio. Esto ocurre porque el Na+ es el ion mas facilmente

intercambiable (siendo inferior s6lo al i6n litio), ya que la fuerza que lo une a
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la superficie del argilomineral es menor debido a su alto poder de hidratacion
y baja valencia. Con ello, las bentonitas de sodio proporcionan una mayor
capacidad de intercambio i6nico, ya que el sodio presenta enlaces mas débiles
que el calcio y el magnesio, lo que representa una mayor ocurrencia de
intercambio entre cationes. Las arcillas montmorillintas naturales tienen un
comportamiento muy variable y tienen la capacidad de intercambio catiénico
que puede darse dentro de un rango entre 40,0 y 150,0 meqg/100g de arcilla(9).
Sin embargo, estos valores suelen ser superiores a 80,0 meg/100g cuando se
trata de  bentonitas  compuestas  exclusivamente de arcillas

montmorillonitas(25).
1.1.1.7. Superficie — area

El area para la superficie total de una arcilla viene dada por la suma de las
superficies externas e internas si las hay, de las particulas constituyentes. Figura
6. Las arcillas montmorillonitas tienen una superficie de alrededor de 150,0 a
800,0 m2/g, valores considerados altos, que se originan no sélo en las pequefias
dimensiones de las arcillas que las componen, sino también en la presencia

concomitante de areas externas, internas y finales (11).

Area Basal Externa (Planar)

Superficies [miernas (Interlamelar)

“————— | Superficies das Exiremidades

Figura 6. Superficies de los argilominerales montomorilloniticos
Fuente: Adaptado de Otto (2016).

1.1.1.8. Materiales antimicrobianos

En general, los materiales antimicrobianos son compuestos que poseen la
facultad de inhibir el crecimiento o matar ciertos microorganismos. Esta
propiedad es muy importante en los materiales destinados a los usos mas
diversos, especialmente los que necesitan la exencion o reduccion de los

17

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesic



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

agentes microbiologicos nocivos y las enfermedades causadas por ellos. Estos
materiales tienen una amplia aplicacion en las industrias alimentarias, los
entornos hospitalarios y de laboratorio, los productos farmacéuticos y
veterinarios, entre otros. En lo que respecta a la salud pablica, en particular, se
pueden ahorrar muchos recursos cuando se priorizan las medidas de prevencion
y control (9). En este contexto, la utilizacién de productos antimicrobianos
eficientes, que tienen por objeto evitar la contaminacion causada por hongos,
bacterias y otros microorganismos de diferentes especies, puede ser de gran
valor. Las bacterias y los hongos han causado epidemias a lo largo de la historia
de la vida humana, por lo que los agentes microbicidas se conocen y utilizan
desde hace siglos, especialmente en el tratamiento del agua, la conservacion de
los alimentos y los productos farmacéuticos. Las formas de combatir la accion
de estos microorganismos consistian en el uso de tarros de plata y cobre para
el almacenamiento de agua hasta el uso de vinagre, vino o cloruro de mercurio
en la limpieza de heridas(7). Sin embargo, s6lo a mediados del siglo XIX se
descubrio el papel de los microorganismos en una variedad de enfermedades
infecciosas que habian devastado a la humanidad desde la antigiiedad. El
primer agente antimicrobiano del mundo fue el salvarsan, un remedio contra la
sifilis sintetizado por Ehrlich en 1910. En 1935, Domagk y otros investigadores
desarrollaron sulfonamidas, pero estas drogas estaban hechas de compuestos
sintéticos y tenian limitaciones en términos de seguridad y eficacia. S6lo en
1928 el Fleming descubrié la penicilina, observando que el crecimiento de la
bacteria Staphylococcus aureus se inhibia en las regiones alrededor de un moho
azulado (que correspondia a un hongo del género Penicillium) en las placas de
cultivo. La penicilina comenzo a usarse en la década de 1940, y se convirtié en
uno de los principales salvadores de vidas en la Segunda Guerra Mundial (26).
Durante los dos decenios siguientes se desarrollaron nuevas clases de
antimicrobianos, cada vez con un espectro mas amplio de actividad
antimicrobiana. Sin embargo, el uso excesivo de antibiéticos y compuestos
antimicrobianos comunes, que sélo deberia dar lugar a la eliminacion de los
microorganismos presentes en un sistema, también puede significar una
seleccion indeseable que, en ultima instancia, favorece la permanencia de los

organismos mas resistentes a los agentes en cuestion. Con la aparicion de cepas
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bacterianas y fangicas que ofrecen resistencia a los microbicidas comunes,
haciéndolos obsoletos e ineficaces, se ha intensificado la busqueda de nuevos
materiales con potencial antimicrobiano(13). El tipo de accién antimicrobiana
de un material sobre los microorganismos se distingue entre un efecto letal o
simplemente inhibitorio y, por lo tanto, puede clasificarse como bactericida o
bacteriostatico. Los agentes bacteriostaticos son aquellos que inhiben el
crecimiento y la reproduccion de los microorganismos, impidiendo asi su
proliferacion, pero sin causar una muerte inmediata. Los materiales
bactericidas, a su vez, son los que causan dafios irreversibles a las células,
generando cambios incompatibles con la supervivencia del microorganismo.
Un material puede tener un comportamiento totalmente bactericida, o
totalmente bacteriostatico, o exhibir ambos simultaneamente. La forma de
accion mas apropiada no siempre es tan obvia como parece, ya que puede ser
bastante variable segun el microorganismo sobre el que actle. Esto significa
que un agente que es bacteriostatico para un organismo puede ser bactericida

para otro organismo o para otra cepa del mismo(27).

Los materiales inorganicos con accion antimicrobiana, a su vez, suelen
presentarse en forma de compuestos, con la incorporacion de iones metélicos o
compuestos organicos dentro o fuera de sus estructuras, actuando como un
portador o soporte que libera estas sustancias de manera apropiada y
controlada. En esta funcidn, las principales caracteristicas que se esperan de
estos materiales son: tiempo de actuacion prolongado, estabilidad quimica y
térmica, seguridad, eficacia sobre un amplio espectro de bacterias y hongos, y
facilidad de fabricacion y procesamiento(21). Los portadores inorganicos mas
comunes son las arcillas, las zeolitas, el vidrio, los fosfatos y el carbdn activado
(23).

1.1.1.9. Mecanismo de accion

La evaluacion de casi 100 arcillas muestreadas en todo el mundo ha
identificado <10% que son antibacterianas o inhibidoras del crecimiento
bacteriano. ElI pH de las suspensiones acuosas de estas arcillas (50 mg de

arcilla/ml de agua) es >10 0 <4,5 (13). Las arcillas antibacterianas mas eficaces
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son las procedentes de los volcanes alterados hidrotermalmente (cenizas y
materiales piroclasticos), donde los metales reducidos (por ejemplo, Fe2+) se
concentran en las aguas hidrotermales. El aluminio es soluble tanto en el pH
alto como en el bajo; por lo tanto, las investigaciones ulteriores se centraron en
los metales liberados por los aluminosilicatos y su funcién en el proceso
antibacteriano (7)(14).

Una variedad de procesos fisicos y/o quimicos pueden hacer que las arcillas
sean antibacterianas. El efecto bactericida fisico puede ocurrir por la atraccion
de la superficie entre los minerales de la arcilla y las bacterias, lo que puede
obstaculizar la absorcidn pasiva y activa de nutrientes esenciales, perturbar las
envolturas celulares o perjudicar el flujo de metabolitos. Otras arcillas, se han
hecho antibacterianas mediante la absorcién quimica de elementos bactericidas
conocidos (Ag, Cu, Co, Zn) en ciertos sitios cristalograficos de las superficies
minerales. Los 6xidos metalicos nanoparticulados y las ceramicas también
pueden ser antibacterianas; liberando compuestos toxicos solubles en

proporcidn a su alta area de superficie especifica (13).
1.1.1.10. Correlaciones antibacterianas con la geoquimica

Se utilizaron las tendencias geoquimicas de la eficacia antibacteriana de las
arcillas para deducir los controles de las reacciones antibacterianas. La
actividad antibacteriana, determinada por las zonas de difusion del disco de
inhibicion y los métodos de recuento de placas, permitieron un estudio de
muestras representativas de cada zona de alteracion identificada en el campo.
La susceptibilidad antibacteriana se midio tanto en E. coli (ATCC 25922) como
en S. epidermidis (ATCC 14990) y esta ligada al pH y al Eh de las soluciones,
que se controlan mediante el ensamblaje de minerales cuando se afiade agua
desionizada para rehidratar la arcilla para su aplicacion medicinal. Las pruebas
de susceptibilidad antibacteriana contra cepas de bacterias modelo resistentes
a los antibidticos (E. coli ATCC 35218 y S. epidermidis ATCC 35948)
produjeron resultados similares (20)(23).

Durante la oxidacion de la pirita en la arcilla se producen especies reactivas de

oxigeno (ROS), entre ellas el peroxido de hidrogeno (H202) y especies
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radicales (21), siguiendo la conocida serie de reacciones de Fenton. Tanto el
02 como el Fe3+ disueltos pueden oxidar el Fe2+ en pirita cuando se hidratan
(20). Los radicales hidroxilos reaccionan en nanosegundos con biomoléculas y
se sabe que degradan los organicos (17). Sin embargo, debido a la corta
existencia de especies radicales, el coproducto mas estable de las reacciones de
Fenton, el H202, se suele medir como un indicador de la produccion de
radicales (17).

Las zonas de inhibicion de la E. coli gram-negativa y la S. epidermidis gram-
positiva disminuyen con el aumento del pH, simultaneamente, disminuyen las
concentraciones de las principales especies metalicas en solucion (Al, Fe2+,
Fe3+) y las concentraciones de perdxido de hidrogeno. Las muestras
bactericidas tienen todas valores de pH <7, con concentraciones de Fe2+, Fe3+
y Al3+ disueltas superiores a 1 mM. Las muestras mas antibacterianas
provienen de la ubicacion de la mina de azufre, que contiene pirita elevada (10-
18%), I-S (70-75% de illita; R >1), y jarosita, produciendo zonas de inhibicién
>17 mm. Las arcillas azules a cielo abierto contienen menos pirita (4-6 % de

peso) y muestran zonas mas pequefias (16).

Las muestras de las zonas de arcilla blanca inhibieron el crecimiento bacteriano
cuando se probaron mediante el recuento de placas, pero no produjeron una
zona significativa de inhibicion en la prueba de difusion de discos. Estas
muestras liberaron concentraciones mas bajas de metales (<1 mM) con valores
de pH que oscilaban entre 6,2 y 6,7. El crecimiento bacteriano no se ve afectado
en las muestras con pH >6,7, en las que la produccién de per6xido de hidrégeno

es insignificante (7).

Las muestras antibacterianas mas efectivas fueron las arcillas negras de la mina

de azufre y las arcillas azules de la mina abierta (17).

Las pruebas de susceptibilidad antibacteriana indican que la presencia de pirita
por si sola no prescribe el bactericida, sino que el estado de oxidacion de las
arcillas portadoras de pirita y el pH amortiguado por el ensamblaje de arcilla
controla las reacciones bactericidas. Las arcillas formadas en el ambiente de

alta sulfuracion documentado en el sitio de la mina de azufre son las mas
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antibacterianas. El alto contenido de pirita (~19%) y el pequefio tamafio de los
cristales (<1 um) en esta zona promueve la oxidacion y la disolucion de los
minerales, liberando Fe2+, Fe3+ y AI3+ (>10 mM) mientras que genera
peréxido de hidrogeno (H202 >500 uM), lo que indica una produccion de

radicales de hidroxilo que conduce al bactericida (7).

Las arcillas Blancas a cielo abierto situadas a lo largo de las fallas no contenian
sulfuros de hierro, pero aun asi inhiben el crecimiento bacteriano mediante la
liberacion de Fe2+ y AI3+ a un pH bajo, y Eh tan bajo como 400mV. Las
arcillas blancas pueden liberar Fe2+ de los sitios de intercambio en las capas
intermedias de esmectita, cuando el agua desionizada interrumpe en el
equilibrio geoquimico, conduciendo los cationes de intercambio a la solucion.
La zona roja oxidada en el Open Pit contiene goethita de la oxidacion de la
pirita y no es antibacteriana. Cuando la goethita es estable, el estado de
oxidacion es demasiado alto para la estabilidad del Fe2+ acuoso. Las muestras
que contienen carbonatos no mostraron actividad antibacteriana, muy
probablemente debido a los aumentos de pH que estabilizan los carbonatos,
pero las tasas de oxidacion de la pirita y la hidrolisis del metal son menores.
Las arcillas tienen una carga superficial negativa neta, que permite el libre
intercambio de particulas del medio ambiente, incluyendo bacterias, virus,

proteinas, &cidos nucleicos y cationes (14).

En los ambientes hidratados, las especies ionicas adsorbidas a las superficies
arcillosas pueden intercambiarse con el medio circundante de una manera que
depende de la fuerza idnica del medio acuoso y de la selectividad catiénica de
la arcilla. Las actividades antibacterianas in vitro de las arcillas naturales estan
asociadas con la generacion de un ambiente de bajo pH y la desorcion quimica
de los iones de la superficie de las particulas de arcilla Cunningham. Ademas,
los extractos de mezclas acuosas de arcilla (lixiviados) exhiben actividad
antibacteriana (10). Las mezclas antibacterianas de arcilla complementadas con
deferoxamina, un quelante de metales que secuestra iones de Fe, Co, Cu, Niy
Zn, rescata a Escherichia coli de la matanza por medio de la arcilla.
Posteriormente se demostré6 que estos cinco iones intercambiables eran

responsables de la actividad antibacteriana in vitro de las arcillas naturales (12).
22

repositorio

TESIS EPG UNA -

PUNO

.unap.edu.pe



UNIVERSIDAD
&= NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

1.1.2. Periodontitis

Es una enfermedad de las estructuras periodontales, cursa como un proceso
inflamatorio de caracter crénico, que es desencadenada por microorganismos
bacterianos, en su historia natural la enfermedad severa provoca la destruccién del
aparato de soporte del diente y puede eventualmente conducir a la pérdida del diente.
Se desarrolla como resultado de un desequilibrio entre los microorganismos que
componen la biopelicula subgingival, que se constituyen el agente etiolégico inicial,
y el sistema inmunitario del hospedero, que reacciona de manera individual, propia
en cada paciente (28). También pueden presentarse otros problemas de salud como
dificultad para masticar, inclusive aislamiento social. Al final, la pérdida de dientes
se produce por la colonizacion de microorganismos patdgenos y la respuesta
autoinmune que provoca la destruccion de los tejidos de insercion dental, como el

hueso alveolar, el ligamento periodontal y el cemento radicular (28)(29).

La OMS menciona acerca de las enfermedades de la cavidad bucal, periodontitis y
caires dental, tienen una prevalencia del 95 %, y a nivel nacional, datos obtenidos a
través del MINSA, con un 86% de prevalencia acerca de la enfermedad en las encias,
sin embargo, no existe reportes acerca de la periodontitis, la enfermedad que a partir
de los 40 afios se manifiesta con mayor magnitud. La OPS menciona que las
enfermedades en la cavidad bucal, ocupando una de las principales causas de
morbilidad y un segundo lugar en un estado de epidemia, siendo mayor el porcentaje
en varones que mujeres, 15.5% y 15.0% respectivamente. En el 2017 en el Perd segun
el documento técnico acerca de la salud en los adolescentes y jovenes (18 a 29 afios),
en los establecimientos de salud en consulta externa fueron los principales problemas

un 30%, sobre cavidad oral y problemas dentales (24).

Con un nuevo modelo de patogénesis acerca de la enfermedad, se propuso que esta
debe comenzar en una comunidad microbiana sinergista y disbiética, que dentro de
un ecosistema hacen que estas comunidades se desequilibren, porque son

influenciados por las especies microbianas que metabolizan proteinas (29).

La aparicidn y la progresion de la periodontitis dependen de la presencia de ciertas
bacterias anaerobias Gram-negativas en el biofilm subgingival, siendo

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) una de ellas y es considerada un patégeno
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"clave" en la aparicion de la enfermedad periodontal (28). A pesar de tener una menor
abundancia en las zonas enfermas en comparacion con el microbiota oral general,
esta bacteria es capaz de alterar el microbioma oral y causar disbiosis, lo que puede
conducir a la aparicién y desarrollo de la periodontitis. Ademas, P. gingivalis es la
bacteria que se aisla con mayor frecuencia en pacientes con periodontitis, y se ha
relacionado con la progresion de esta enfermedad. Sin embargo, su presencia en
individuos sanos no indica la existencia de la enfermedad, por otro lado los
mecanismos que utiliza la periodontitis para desarrollarse y/o avanzar ain no se han
aclarado del todo (28)(29).

Las formas localizadas y agresivas de periodontitis se asocian con el Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, mientras que las formas crénicas de enfermedad
generalizada involucran otras bacterias, se incluyen Treponema denticola,

Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia (30).

La bacteria altera la homeostasis de la superficie una vez que ha llegado a su habitat
adaptandose al medio para vivir en condiciones de oxidorreduccion negativa y
produciendo una destruccion continua y agresiva del soporte del diente, llegando a
degradar la piel y los tejidos blandos. Esta destruccion daré lugar a sintomas clésicos
como el agrandamiento perisulcular, el aumento de la profundidad del surco gingival,
la presencia de sangrado y la movilidad gradual que, cuando se combina con la

cronicidad de la lesién, puede dar lugar a la pérdida del componente dental (31).
1.1.2.1. Porphyromonas gingivalis y su relacién con la periodontitis

Porphyromonas gingivalis es un tipo de anaerobio gramnegativo y
asacarolitico que se aisla con frecuencia en pacientes con periodontitis,
especialmente en adultos. Esta reconocido como un patogeno clave en el inicio
y la progresion de la enfermedad periodontal. Porphyromonas gingivalis tiene
la documentacion de las bacterias que tiene una mayor profundidad de estudio
por su capacidad de causar disbiosis, lo que es importante para comprender la
patogenicidad potencial de toda la comunidad microbiana periodontal.
También es capaz de invadir localmente los tejidos periodontales y evadir los
mecanismos de defensa del huésped, como es el caso de las defensinas

(32)(29).
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Considerando que su metabolismo asacarolitico, le permitido aprovechar al
méaximo los nutrientes del medio gracias a que posee esta capacidad.
Porphyromonas gingivalis destaca por su intensa actividad proteolitica como

resultado de la expresién de cisteina-proteasas gingipainas extracelulares (33).
1.1.2.2. Taxonomia

Con la aplicacion de nuevas técnicas de identificacion molecular, como la
hibridacion ADN-ADN, y la investigacion de sus caracteristicas bioquimicas,
fue posible identificar un grupo homogéneo de especies derivadas del género
Bacteroides, ahora conocido como Porphyromonas, que en simbiosis es una
bacteria que se caracteriza por la disminucion de la resistencia sistémica a la
infeccion bacteriana y pueden diferir, Ilamados Porphyronomas, que al inicio
se forman por tres especies. P. endodontales, P. gingiviales, y P.

asaccharolyticus (34) (35).

Su caracteristica de ser no fermentadora, por la presentacion de tipo de especie,
para obtener su energia utiliza sustrato al nitrégeno a partir de la peptona y
tripticasa. La secuencia de rRNA con sus estudios posteriores de 16Sm, se
alejan mas del género Bacteroides de forma genealGgica, actualmente es
conocida 12 tipos de especias, habiendo una sacarolitica de la especia P.
Catoniae (34).

Propuestos de la placa bacteriana Hafajee y Socranski de acuerdo al modelo de
colonizacidn pertenecen al complejo rojo, principalmente considerados como
tardios colonizadores, que se relacionan al inicio y progresion de la
periodondititis, pero si el paciente presenta una baja prevalencia, éste puede ser
aislado. La saliva desempefia un papel crucial en la colonizacion de este
microbio porque la pelicula que forma proporciona puntos de adhesion para las
fimbrias, lo que le permite adherirse a las superficies sélidas de la cavidad oral
(29).

En el medio ambiente natural, P. gingivalis es un constituyente del biofilm
multiespecie La bacteria también puede entrar en el epitelio gingival y las

celulas inmunitarias, permanecer viables y capaz de propagarse entre las
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células y propagarse sistémicamente a otros tejidos. Varios estudios han
demostrado que la P. gingivalis esta localizada en varios compartimentos
subcelulares de las células huéspedes, incluyendo el citoplasma, endosomas y

autofagosomas (36).
1.1.2.3. Fisiopatologia

P. gingivalis tiene algunos mecanismos de supervivencia que le otorgan la
capacidad de evadir la respuesta inmunitaria del huésped. Esta bacteria tiene la
capacidad de adherirse a una amplia gama de superficies, entre las que destacan
los tejidos dentales duros y mineralizados y las superficies mucosas como la

lengua, las mejillas y los labios (37).

P. gingivalis ha evolucionado en respuesta a la amplia gama de superficies que
estan disponibles para su adhesion, incorporando un repertorio de factores de
adaptacion, entre los que se encuentran diversas moléculas y estructuras de

adhesion que son cruciales para interactuar con el huésped (37)(38).

De acuerdo con los mecanismos de adaptacion incorporados en su evolucién,
P. gingivalis cuenta con importantes factores de virulencia, como las adhesinas
fimbriales o fimbrias, que participan en la adhesion de la bacteria a diversos

soportes y tipos de moléculas orales (36)(37).

P. gingivalis principalmente es considera un tipo de colonizador secundario,
donde crece en la superficie gingival que se transmite por las areas de las
cavidades bucales de las personas infectadas, principalmente a través de la
saliva. Su capacidad de adherirse a las superficies, especialmente a través de
sus fimbrias peritrales de tipo Ib y 1, asi como de sus células con membrana,
hemaglutinina y capsula, le permite dar el primer paso en la colonizacion de la
superficie. Puede adaptarse e invadir las células epiteliales en unos 20 minutos,
replicandose dentro de ellas y extendiéndose a las células de su entorno. Esta
capacidad de invadir la célula le da la posibilidad de evitar las defensas del
huésped (38).

Ademas, tienen la capacidad de degradar una variedad de proteinas, incluyendo

las que componen el papila gingival, el ligamento periodontal y la cresta
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alveolar, ademas de cambiar la respuesta anfitriona en general. Ademas de todo
esto, existe un componente relacionado con el paciente que, en presencia de
esta bacteria, desencadena una serie de respuestas inmunitarias que pueden
aumentar el proceso inflamatorio que ya se esta produciendo en las encias,

acelerando el proceso de destruccién periodontal (39).

Se ha encontrado que Porphyromona gingivalis en lugar de transitar por la via
endosdmica, transita a las vacuolas de tipo autofagosoma y reside en vacuolas
que se asemejan a los autofagosomas tempranos y tardios, que puede permitir
la supervivencia bloqueando la fusion con los lisosomas. El trafico de bacterias
a la via autofagica permite la proteccién de la adquisicion de nutrientes y los
mecanismos de defensa del residente, lo que es especialmente beneficioso para
el asacarolitico P. gingivalis. Ademas, las vesiculas de la membrana externa
producidas por P. gingivalis entran en las células humanas a través de una via
endocitica dependiente de la “balsa de lipidos”, se dirigen a las endosomas, y
se almacenan en compartimentos lisosdémicos. Todos estos datos sugieren que
este patdgeno tiene la capacidad de invadir las células huésped, que puede ser
un mecanismo de escape de las defensas del huésped, favoreciendo la
penetracion del microorganismo en la corriente sanguinea y por lo tanto

actuando sistematicamente en el cuerpo anfitrion (40).

Las caracteristicas importantes de la periodontitis mediada por P. gingivalis
incluyen la capacidad de la bacteria para adherirse e invadir las células
huéspedes, se diseminan a traves de las células huéspedes y tejidos, y la
capacidad de subvertir la vigilancia inmunoldgica del huésped y mecanismos
de defensa. Sin embargo, los determinantes de la virulencia de
periodontopatégenos que permiten una eficiente infectividad y promover la

sinergia en el aumento de la virulencia ain no estan claras (41).

Las gingipainas pueden romperse y degradar el colageno y la matriz de tejido
conectivo bajo condiciones fisiologicas normales Condiciones de pH y
temperatura. Cuando se segregan, pueden destruir los tejidos periodontales,
degradar las citoquinas, desactivar los componentes del sistema de

complemento del anfitrion, y degradar varios receptores, incluyendo CD14 en
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macréfagos y CD4 y CD8 en las células T, inhibiendo asi los sistemas de

defensa del huésped y facilitando la colonizacion de P. gingivalis (42).

La capacidad de P. gingivalis para evadir la respuesta inmune del huésped y
obtener los nutrientes esta directamente relacionado con su supervivencia,
proliferacion e infeccidn, y uno de los nutrientes esenciales en el ambiente de
acogida es el grupo heme de la proteina hemoglobina. Para adquirir el heme
como fuente principal de hierro y protoporfirina IX (PPIX), cepas de P.
gingivalis han desarrollado sofisticados mecanismos que permiten la absorcion
de este compuesto. Para adquirir el grupo heme, P. gingivalis utiliza
hemaglutininas, proteasas (particularmente gingipainas), lipoproteinas vy
receptores de membrana externa (40).

1.1.2.4. Aislamiento bacteriano

P. gingivalis es una bacteria anaerdbica y especifica que se encuentra
principalmente en las bolsas periodontales, especialmente en el biofilm
subgingival. Por ello, el biofilm subgingival es la fuente de la demostracion
para su eliminacion mediante diversas herramientas, como curetas, cintas y
conos de papel. EI més popular es el cono de papel namero 30 o 40, que se
coloca dentro del colgajo o bolsa periodontal durante un periodo de 20 a 60
segundos antes de ser transportado a un vehiculo como el Tioglicolato, VMGA-
111 o BHI (43).

A continuacién, se debe untar en medios enriquecidos como el Agar sangre
suplementado o el medio antibacteriano selectivo Agar Columbia y se incuba
a 37 °C durante 7 a 14 dias en condiciones anaerobicas, lo que puede

conseguirse utilizando una Jarra, una camara o llagas anaerdbicas (31).

La lectura de las colonias en el pasado debe recordar caracteristicas como su
tamafio de 1-2 mm, su forma redonda y convexa, y su pigmentacion entre
granate y negra. El color de Gram debe ser negativo y mostrar una morfologia
cocobacilar de 0,5x1-2 um. Para la identificacion final se puede utilizar un kit
de pruebas bioquimicas especificas, la prueba BANA (Benzoil-DL-Arginina-

Naftilamida), pruebas seroldgicas tipo ELISA y la prueba de fluorescencia-
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negativa con UV. El alto porcentaje de especificidad y sensibilidad de las
pruebas de biologia molecular como la PCR (reaccion en cadena de polimerasa)
han hecho que sean ampliamente utilizadas en la actualidad (44)

1.2. Antecedentes

Gomes C. et al (2021) Hace especial hincapié en el papel de la propia arcilla, la accion
de los metales reducidos situados en la estructura de los minerales arcillosos o externos a
ellos como constituyentes de los minerales asociados, y la definicion de los mecanismos
de accion a partir de los logros encontrados en todos los estudios disponibles que se
realizados hasta el momento. El término bactericida se utiliza un mineral de arcilla matan
a las bacterias, mientras que el término bacteriostatico se utiliza cuando esos minerales

detienen el crecimiento y la replicacion de las bacterias (67).

Azmi, N. et al (2021) Determiné actividad antibacteriana de las arcillas contra los
patogenos de origen alimentario Staphylococcus aureus ATCC 13565 y Salmonella
typhimurium ATCC 14028.Se llevé a cabo un ensayo de agotamiento de arcillas
antibacterianas seleccionadas tras 6 horas de exposicion. El cribado reveld que las arcillas
Munchong y Carey inhiben significativamente S. aureus (7,63 mm + 0,48 mm) y la
Salmonella typhimurium (11,00 mm % 0,71 mm), respectivamente. Sus resultados
sugieren que la toxicidad de los iones metalicos es responsable de la actividad

antibacteriana de estas arcillas (68).

Qin et. al. (2018) La eficiencia de desactivacion bacteriana fue del 92 + 0,64% cuando se
mezcld un efluente de aguas residuales con montmorillonita saturada con Fe3 + durante
30 min, y se mejordé aun mas, hasta 97 £ 0,61% después de 4horas. Los resultados del
recuento de colonias bacterianas sugirieron que la montmorillonita saturada con Fe3 +
desactivo las bacterias en las aguas residuales a través de dos etapas posibles: la absorcion
electrostatica de las células bacterianas a las superficies de la montmorillonita saturada
con Fe3 +, seguida por la desactivacion bacteriana debida al mismo descabalamiento de
la membrana celular bacteriana catalizada por la superficie mineral por la superficie
absorbida por Fe3+ (25).

Ito, Okabe & Mori (2018) Incub6 Microcystis aeruginosa con muestras de arcilla, donde

se observo la tasa de crecimiento durante y después de la fase exponencial tardia, y obtuvo
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una disminucion en dos tercios. La muestra de arcilla adsorbi6 el amoniaco y el fésforo a
pH neutro. Estos resultados sugieren que la reduccion del crecimiento de Microcystis se
debid a un efecto combinado del silicato y otros compuestos quimicos de la muestra de
arcilla (45).

Caflish (2018) Este estudio evalud los efectos de una arcilla recientemente identificada,
OMT Blue Arcilla, contra estafilococos, estreptococos, enterobacterias y bacilos
gramnegativos no fermentadores. Para el estudio la arcilla y su lixiviado mostraron
actividad bactericida contra todas las cepas analizadas, con la excepcion de lixiviados
contra S. aureus IDRL-6169 y los lixiviados contra S. aureus USA300. Todas las cepas
tratadas con suspension de arcilla y lixiviados resultaron en un biofilm reducido
estadisticamente significativo de poblacion en comparacion con los controles, (p<0.05)

excepto S. aureus USA300 y S. aureus IDRL-6169 (23).

Zarate (2017) Investigo sobre las propiedades antimicrobianas de una arcilla con aditivos
de cuarzo, feldespato y calcita, asi como Fe expuesta u oculta (en capas en las regiones
internas). Sobre la base de las curvas de crecimiento (fase logaritmica) de seis bacterias
resistentes a los antibidticos (4 gram negativos y 2 gram positivos), se concluy6 que la
arcilla actuaba como un bacteriostatico; sin embargo, la arcilla solo fue activa contra las
bacterias gramnegativas (excepto por la Klebsiella neumonia resistente). EI modo de
accion bacteriostatico se evidencié por la falta inicial de Unidades Formadoras de

Colonias en placas de agar con crecimiento registrado después de 24 h. (46).

Morrison, Williams & Williams (2017) La actividad antibacteriana es mayor en las
arcillas que contienen pirita, pero las arcillas blancas que no contienen sulfuro también
inhiben crecimiento bacterial. Cuando las arcillas antibacterianas se rehidratan en agua
desionizada (100 mg / ml), el pH (<4.5) impulsa la disolucién de minerales y la hidrdlisis
del metal para producir Fe2 +, Al3 + y Radicales hidroxilo que matan las bacterias. El pH
y Eh de la arcilla hidratada es importante para estabilizar estos reactivos acuosos, por lo
tanto, no encontramos ningun efecto antibacteriano cuando los carbonatos o la goetita son
estables (9).

Wang et al (2017) Evaluaron el papel de una arcilla con contenido de Fe (Il) en la
produccion de OH a un pH neutro en el proceso antibacteriano. E. coli, una bacteria

modelo, se expuso a rNAu-2 en suspension. La actividad antibacteriana de rNAu-2 fue
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dependiente de pH y concentracion de Fe (Il), donde E. coli se destruyeron

completamente a pH 6, pero sobrevivieron a pH 7y 8. (21).

Morrison et. al. (2016) Los patégenos denominados ESKAPE (Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecium, Acinetobacter baumannii, Enterobacter y
Pseudomonas aeruginosa) causan un nimero creciente de infecciones nosocomiales. Este
estudio informa sobre la actividad antibacteriana de la arcilla Kisameet, un mineral de
arcilla natural de la Columbia Britanica, Canada, contra un grupo de cepas ESKAPE
resistentes a maltiples fA&rmacos. Los resultados sugieren que esta arcilla natural podria
desarrollarse al ser escogida como alternativa de tipo terapéutica, llevando un régimen

constante para infecciones graves causados por los mencionados patogenos principales
(7).

Sanchez y Erika (2016) Se eligieron cinco colonias de Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 y Staphylococcus aureus ATCC 6538, respectivamente, de las placas de cultivo. A
continuacién, se prepar6 una suspension en 5 mL de cloruro salino-peptona calentada a
35°C. Se tomaron 100 mg de esta suspension de aproximadamente 108 UFC/MI y se
inyectaron en 5 cubetas, obteniéndose concentraciones de 50, 25, 12, 5y 6, 25 mg/mL.

Concluyo que la arcilla "Chacco" tiene un efecto antibacteriano significativo.(47).

Otto, Kilbourne & Haydel (2016) en su estudio se probaron cuatro arcillas naturales (una
arcilla illita, dos arcillas montmorillonita y una arcilla caolinita) y tres arcillas
antibacterianas de intercambio i6nico para comprobar su actividad antibacteriana in vivo
contra las infecciones cutaneas superficiales por Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM) en ratones. Durante siete dias, se aplic6 una cataplasma de arcilla
hidratada dos veces al dia sobre las heridas infectadas, y después se observaron

variaciones sustanciales en la actividad antibacteriana in vivo de las distintas arcillas (24).

Adusumilli & Haydel (2016) Evaluo la eficacia in vivo de las arcillas hidratadas aplicadas
topicamente sobre el avance de la Ulcera de Buruli en ratones infectados por M. ulcerans,
asi como la actividad antibacteriana de un panel de combinaciones de arcillas y sus
lixiviados generados contra M. ulcerans. M. ulcerans fue susceptible a los efectos
bactericidas de las arcillas tras 7, 14, 21 y 28 dias de incubacion. Ademas, el crecimiento
de M. ulcerans in vitro se vio inhibido y afectado bacteriostaticamente por los lixiviados
de arcilla (48).
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Huacasi (2016) en la investigacion que se examiné el impacto de la arcilla hidralgirita en
el crecimiento de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 en cultivos in vitro utilizando
la técnica de dilucién en Agar sangre enriquecido, a concentraciones del a 2.5%, 1%,
0.5% 0.25%. A partir de una concentracion del 0,5%, la arcilla hidralgirita tuvo un

impacto favorable en el control del crecimiento in vitro (8).

Roque (2016) Para evaluar las propiedades fisicas y quimicas de las arcillas naturales, se
realiz6 un estudio. Se utilizé el MEB para determinar los componentes quimicos de las
arcillas de cuatro yacimientos (Azangaro, Tiquillaca, Acora y Asillo) en dos
presentaciones (natural y purificada por sedimentacion). Los resultados muestran que las
propiedades quimicas de las arcillas naturales y purificadas difieren entre si. La
conclusion es que la filtracion reduce el tamario de las particulas, pero el pH se mantiene

constante (49).

Sohrabnezhad, Rassa & Mohammadi (2016) En este estudio se prepararon haluros de
plata en montmorillonita (MMT) por el método de dispersion en oscuridad. AgNO3 se
utilizé como un precursor de plata. Mediante el método de difusion en pozo, se examind
la actividad antibacteriana de los nanocompuestos contra bacterias Gram-positivas como
Staphylococcus aureus y Micrococcus luteus, asi como contra bacterias Gram-negativas
como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus y Escherichia coli son menos resistentes a los agentes antibacterianos en el
siguiente orden AgBr-MMT > Agl-MMT > AgCI-MMT(50).

Londono & Williams (2016) Investigaron una arcilla natural de la Amazonia colombiana
(AMZ) conocida por los nativos de Uitoto. Comparacion de las caracteristicas fisicas y
quimicas de la arcilla AMZ con materiales de referencia comunes. Se utilizaron
microorganismos Gram-negativos (Escherichia coli ATCC # 25922) y Gram-positivos
(Bacillus subtilis ATCC # 6633). Los resultados muestran que un Unico tratamiento con
250 mg/ml de arcilla AMZ provocé una disminucion de 4 a 6 veces de la viabilidad
bacteriana. (12).

Maryan & Montazaer (2015) Evaluaron las actividades antibacterianas de
Montmorillonitas naturales, organo-montmorillonita y arcilla mineral, en polvo y formas
coloidales, contra S. aureus y E. coli provenientes de AATCC. Las formas naturales y

organo-Montmorillonita en polvo y coloide indicaron buenas actividades antibacterianas.
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Ademas, la cinética de la destruccion de bacterias siguié el modelo de Chick-Watson. La
montmorillonita natural indicé una menor citotoxicidad en comparacion con las formas

modificadas de Montmorillonita(26).

Castillo y Contreras (2015) Se hablé de los elementos fisico-quimicos de la composicion
del chacco, que presenta la capacidad de adsorber diversas moléculas organicas como
resultado de su importante superficie exterior y su carga tetraédrica, que le hacen
interactuar con sustancias polares como el agua y los venenos. Para prevenir las molestias
dispépticas o los sintomas acido-pépticos, el chacco, una arcilla medicinal comestible, se

suspende en agua(51).

Haydel, Remenih, & Williams (2011) Estos autores han comparado los ambientes de
deposicion, las mineralogias y las quimicas de las arcillas que tienen propiedades
antibacterianas contra diversas enfermedades humanas, incluidas las resistentes a los
antibioticos. Las arcillas antibacterianas naturales contienen illita-esmectita a nano escala
(<200 nm), y fases reducidas de hierro. El papel de los minerales de arcilla en el proceso
bactericida es amortiguar el pH acuoso y el estado de oxidacion a condiciones que

promueven la solubilidad de Fe2 +(22).

Prapaipong y Poret (2011) Determinaron que las arcillas antibacterianas naturales
contienen illita-esmectita, a nanoescala (<200 nm) y fases reducidas de hierro. El papel
de los minerales de arcilla en el proceso bactericida es amortiguar el pH acuoso y el estado
de oxidacion a condiciones que promueven la solubilidad de Fe2 +. Los andlisis quimicos
de E. coli muertos por lixiviados acuosos de una arcilla antibacteriana muestran que las

concentraciones intracelulares de Fe y P estan elevadas en relacion con los controles. (13).

Williams y Haydel (2010) Evaluaron la aplicacion practica de la arcilla verde francesa
rica en esmectita para el tratamiento de la fascitis necrotizante inducida por
Mycobacterium ulcerans. Para compararlas con las arcillas no antibacterianas,
examinaron la composicién quimica y mineraldgica de las arcillas antibacterianas.
Descubrieron que los lixiviados acuosos de las arcillas eliminan con éxito las bacterias.
Llegaron a la conclusion de que el pH de las superficies minerales es clave para controlar
la quimica de la solucién y las reacciones relacionadas que ocurren en la pared celular
bacteriana(52).
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Haydel et al. (2008) Evaluaron dos minerales de arcilla, en cultivos de bacterias patdgenas
resistentes a los antibidticos. Encontraron que un mineral especifico, CsAg02, que
demostré actividad bactericida contra Escherichia coli patdgena, Pseudomonas
aeruginosa y Mycobacterium marinum y un efecto bacteriostatico/bactericida combinado
contra S. aureus resistente a la penicilina (PRSA). La fraccion <0.2 um de CsAg02 y
CsAg02 calentada a 200°C o 550°C retuvo la actividad bactericida. Concluyeron que los
productos minerales especificos tienen propiedades antibacterianas intrinsecas y

termoestables.(22).
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CAPITULO Il
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1. ldentificacion del problema

La relacion entre la salud bucodental y la general es indivisible, y el mantenimiento de
una buena higiene bucodental depende de la salud del individuo (53), se ha comprobado
que el cepillado regular de los dientes reduce la acumulacion de placa y de la gingivitis
(54). Una buena higiene bucal ayuda a mantener los dientes y a prevenir la caries,
infecciones y lesiones alrededor de los dientes o en la mucosa bucal, especialmente en
pacientes comprometidos sistéemicamente. Los dientes profundamente dafiados, las
prétesis dentales sueltas, los objetos extrafios y otros problemas con la boca y las
membranas mucosas orales suponen un riesgo, especialmente en las siguientes areas; en
pacientes con diabetes, artritis reumatoide, pacientes con cancer, pacientes que reciben
medicamentos esteroideos, o para el tratamiento de la hipoxia (55). En este sentido, las
enfermedades bucodentales son un grave problema de salud publica mundial que tiene
una gran prevalencia y una influencia perjudicial en las personas a nivel individual, en las
comunidades y en la sociedad en su conjunto. Se calcula que entre 3.000 y 5.000 millones
de personas en todo el mundo padecen trastornos bucodentales crénicos y avanzados que
comienzan en la infancia y se prolongan hasta la adolescencia y la madurez. Debido a sus
estrechos vinculos con la posicion socioecondmica, asi como a las influencias sociales y
comerciales, los trastornos bucodentales, en particular las enfermedades periodontales,
tienen un impacto desproporcionadamente negativo en los miembros mas pobres y

marginados de la sociedad (56).
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Las enfermedades periodontales tienen las principales causas por un microbiota patégeno
en el subgingival biofilm, que incluye Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythia, Treponema denticola y Porphyromonas gingivalis que
desencadenan respuestas inmunitarias innatas, inflamatorias y adaptativas. Estos
procesos resultan en la destruccién de los tejidos que rodean y sostienen a los dientes y
eventualmente en la pérdida de tejido blando, hueso y dientes (57), Porphyromonas
gingivalis inhibe la proliferacion e induce la apoptosis de las células epiteliales gingivales
humanas (58), las quimiocinas y citoquinas producidas en los tejidos gingivales expuestos
a microorganismos como Porphyromona gingivalis y sus productos en la placa dental,
provocan inflamacion local y dafio tisular que se observa en la enfermedad periodontal
(59), también se encontrd presencia de Porphyromona gingivalis y Agregatibacter
actinomitencomitans en muestras de sangre después del cepillado interproximal de piezas
dentarias con diagndstico de periodontitis (60); se reportd un caso extremadamente raro
de Porphyromonas gingivalis que causa absceso cerebral en un paciente con periodontitis
recurrente. El paciente presentaba hemianopsia homoénima derecha y hemiparesia
derecha. Se realiz6 un drenaje quirdrgico urgente y se administraron antibioticos. P.
gingivalis se identifico a partir del cultivo anaerdbico del absceso. El curso clinico del

paciente mejord con la recuperacion completa del déficit neurolégico (61).

La periodontitis incrementa la movilidad y perdida de los dientes (62), al igual que en
otros microbiomas, los cambios en el ambiente local, pueden incluir mediadores de
respuesta inflamatoria o virus, que conspiran para provocar disbiosis y crear una
biopelicula que apoye a las especies patdgenas propagando enfermedades (63), a su vez,
las bacterias periodontopatdgenas y los herpesvirus en la periodontitis desarrollan una
serie de mecanismos de defensa para evitar o interrumpir las reacciones inmunitarias
protectoras del huésped. La respuesta inmunitaria periodontal incluye respuestas celulares
y humorales innatas y adaptativas superpuestas que, junto con los microorganismos orales
nativos, tienen como objetivo controlar los patdgenos invasores (64); Por otro lado, la
periodontitis es también la enfermedad inflamatoria cronica mas prevalente que se
observa en las personas; en el Reino Unido y Estados Unidos, afecta a mas de la mitad de
los adultos y al 60% de las personas mayores de 65 afios (1). Segun una investigacion
epidemioldgica de 1990, la prevalencia de la enfermedad periodontal en el Peru era del

85%, segun el Ministerio de Salud(65), Porphyromonas gingivalis estd profundamente
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involucrada en la patogénesis de la periodontitis, y recientemente se ha consolidado su
papel como un patégeno importante y Unico, esta bacteria es capaz de desarrollar su
virulencia a nivel de la placa dental subgingival (biofilm) y también en el interior de las

células gingivales (66) (27).

Las arcillas con metales solubles reducidos y los minerales arcillosos expandibles, que
actGan absorbiendo cationes del medio circundante y proporcionan una capacidad de
liberacion prolongada de metales y de formacion de radicales hidroxilos nocivos, son
agentes antibacterianos especialmente eficaces (7). La actividad antibacteriana de la
montmorillonita saturada con Fe3 + se investigd utilizando los efluentes de aguas
residuales. Los resultados del recuento de colonias bacterianas sugirieron que la
montmorillonita desactivo las bacterias en las aguas residuales a traves de dos etapas
posibles: la absorcion electrostatica de las células bacterianas a las superficies de la
montmorillonita saturada con Fe3 +, seguida por la desactivacion bacteriana debido a la
ruptura de la membrana celular catalizada por la superficie saturada por Fe3+ (25).
Ademas, examinaron la eficacia in vivo de las arcillas hidratadas aplicadas topicamente
sobre la progresion de la Ulcera de Buruli en ratones infectados con M. ulcerans e
investigaron la actividad antibacteriana in vitro de un panel de combinaciones de arcillas
y sus lixiviados generados contra M. ulcerans. M. ulcerans fue susceptible a los efectos
bactericidas de las arcillas tras 7, 14, 21 y 28 dias de incubacion. Ademas, M. ulcerans in
vitro fue inhibido y afectado bacteriostaticamente por los lixiviados de arcilla (48). En
ese sentido se evaluara el efecto in vitro de una arcilla nativa conocida como “Chacco”,
en su forma natural, en cepas autdctonas de Porphyromonas gingivalis aisladas de

pacientes con periodontitis y también en cepas estadarizadas de la ATCC®.
2.2. Enunciados del problema

a. Problema general
- ¢Cudl es el efecto de la arcilla Chacco, variedades Azangaro y Acora, en el
crecimiento de cepas nativas y estandarizadas de Porphyromona gingivalis?

2.3. Justificacion

La razon principal para realizar este estudio es que existen escasos estudios similares y

comparables que se hayan establecido en nuestro entorno sobre la interaccion de las
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variables investigadas, y existen pocos antecedentes de investigacion destacables que

utilicen metodologias actuales y especializadas.

También es conocido el uso tradicional que se ha dado a la arcilla Chacco en el
tratamiento de algunas dolencias en el ser humano, sin embargo, es necesario investigar

sobre un soporte cientifico que pueda justificar su adecuado uso en las personas.

El tratamiento de la Periodontitis es complejo, ya que involucra la participacion activa
del paciente en el cuidado de su higiene oral aplicando una correcta técnica de cepillado
dental y el uso de elementos coadyuvantes como las pastas dentales y enjuagues bucales,
es ahi que el uso de la arcilla Chacco podria tener una aplicacion clinica, sin embargo, es
necesario previamente realizar estudios in vitro que justifiquen posteriores aplicaciones

de esa naturaleza.

Dado que los componentes del estudio, las herramientas de laboratorio y los empleados
formados para su correcta manipulacion estan asegurados en cantidad y calidad para el

avance del presente trabajo, también se ha tenido en cuenta la viabilidad del estudio.
2.4. Objetivos
2.4.1. Objetivo general

— Determinar el efecto antibacteriano de la arcilla Chacco, variedades Azangaro
y Acora, en el crecimiento de cepas nativas y estandarizadas de

Porphyromonas gingivalis
2.4.2. Objetivos especificos

— Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Azangaro al 12,5mg/ml,
25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracién en el
crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa nativa), utilizando la técnica
de dilucion en Agar.

— Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Azangaro al 12,5mg/ml,
25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracion en el
crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa ATCC® 33277™),

utilizando la técnica de dilucion en Agar.
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— Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Azangaro al 12,5mg/ml,
25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracién en el
crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa nativa), utilizando la técnica

difusion en Agar (Discos de sensibilidad).

— Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Azéngaro al 12,5mg/ml,
25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracién en el
crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa ATCC® 33277™),
utilizando la técnica difusion en Agar (Discos de sensibilidad).

— Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Acora al 12,5mg/ml, 25
mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracién en el crecimiento
de Porphyromonas gingivalis (cepa nativa), utilizando la técnica de dilucion

en Agar.

— Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Acora al 12,5mg/ml, 25
mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracion en el crecimiento
de Porphyromonas gingivalis (cepa ATCC® 33277™), utilizando la técnica

de dilucion en Agar.

— Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Acora al 12,5mg/ml, 25
mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracion en el crecimiento
de Porphyromonas gingivalis (cepa nativa), utilizando la técnica difusion en
Agar (Discos de sensibilidad).

— Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Acora al 12,5mg/ml, 25
mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracion en el crecimiento
de Porphyromonas gingivalis (cepa ATCC® 33277™), utilizando la técnica

difusion en Agar (Discos de sensibilidad).
2.5. Hipdtesis
2.5.1. Hipotesis general

— Ha. Laarcilla Chacco, variedades Acoray Azangaro, tienen efecto inhibitorio
en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis.
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— Ho: La arcilla Chacco, variedades Acora y Azangaro, no tienen efecto

inhibitorio en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis.
2.5.2. Hipotesis especificas

— La arcilla Chacco Azangaro a 12,5mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y
100mg/ml de concentracion tiene efecto inhibitorio en el crecimiento de
Porphyromonas gingivalis (cepa nativa) utilizando la técnica de dilucién en
Agar, teniendo un mejor efecto en las concentraciones de 12,5mg/ml y

50mg/ml.

— La arcilla Chacco Azangaro a 12,5mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y
100mg/ml de concentracion tiene efecto inhibitorio en el crecimiento de
Porphyromonas gingivalis (cepa ATCC® 33277™), utilizando la técnica de
dilucion en Agar, teniendo un mejor efecto en las concentraciones de

12,5mg/mly 75mg/mi

— La arcilla Chacco Azangaro a 12,5mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y
100mg/ml de concentracion tiene efecto inhibitorio en el crecimiento de
Porphyromonas gingivalis (cepa nativa), utilizando la técnica difusion en
Agar (Discos de sensibilidad), teniendo un mejor efecto a una concentracion
de 12,5mg/ml.

— La arcilla Chacco Azangaro a 12,5mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y
100mg/ml de concentracion tiene efecto inhibitorio en el crecimiento de
Porphyromonas gingivalis (cepa ATCC® 33277™) utilizando la técnica
difusion en Agar (Discos de sensibilidad), teniendo un mejor comportamiento

en las concentraciones de 12,5mg/ml y 25mg/ml.

— La arcilla Chacco Acora a 12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y
100mg/ml de concentracion tiene efecto inhibitorio en el crecimiento de
Porphyromonas gingivalis (cepa nativa) utilizando la técnica de dilucion en

Agar, teniendo un mejor efecto a una concentracion de 50mg/mi

— La arcilla Chacco Acora a 12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y

100mg/ml de concentracion tiene efecto inhibitorio en el crecimiento de
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Porphyromonas gingivalis (cepa ATCC® 33277™) utilizando la técnica de
dilucion en Agar, teniendo un mejor efecto a concentraciones de 25mg/ml y
50mg/ml.

— La arcilla Chacco Acora a 12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y
100mg/ml de concentracion tiene efecto inhibitorio en el crecimiento de
Porphyromonas gingivalis (cepa nativa) utilizando la técnica difusion en
Agar (Discos de sensibilidad), teniendo un mejor efecto a concentraciones de

25mg/ml'y 50mg/ml.

— La arcilla Chacco Acora al 12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y
100mg/ml de concentracion tiene efecto inhibitorio en el crecimiento de
Porphyromonas gingivalis (cepa ATCC® 33277™) utilizando la técnica

difusion en Agar (Discos de sensibilidad).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de estudio

Puno, el quinto departamento méas grande del Per( por superficie, esta situado en las
playas del lago Titicaca, en el extremo sureste del pais, entre los 13°00'00" y 17°17'30"
de latitud sur y los 71°06'57" y 68°48'46" de longitud oeste del meridiano de Greenwich.
Limita al norte con la zona de Madre de Dios, al este con el pais de Bolivia, al sur con la

regién de Tacna y al oeste con las regiones de Moquegua, Arequipa y Cusco.

La investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional del Altiplano, sirviendo de geolocalizacion las siguientes
coordenadas: 15°49'29"S 70°00'56"W.

La importancia de realizar el presente estudio en este lugar se debe a que la arcilla Chacco
constituye un recurso natural accesible y de uso frecuente por la poblacién para aliviar
varias dolencias y ademéas por la disponibilidad de los recursos y equipamiento

necesarios, por otro lado, existe afluencia de pacientes con problemas periodontales.
3.2.Grupos de estudio:

Se incluyeron dos cepas diferentes de Porphyromonas gingivalis, una procedente de
pacientes con periodontitis (cepa nativa) y la otra de cultivos estandarizados (CEPA
ATCC® 33277TM) (cepa estandarizada). Se consideraron criterios de inclusion y

exclusion.
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Se consideraron microorganismos que cumplan los criterios macroscopicos,

microscopicos y bioquimicos.

- Microorganismos que satisfacen la contrastacion bioguimica.

- Placas de Petri debidamente codificadas y verificadas.

No incluidos en la muestra

- Medios de cultivo que hayan sido contaminados.

- Placas de Petri que modifiquen o dificulten la lectura de los datos.

Tabla 4. Aislamiento e identificacion e identificacion de Porphyromonas gingivalis

provenientes de pacientes con diagnostico de Periodontitis

Bolsa periodontal Aislamiento de Porphyromonas gingivalis

1 negativo
2 positivo
3 positivo
4 negativo
5 negativo
6 positivo

Fuente: Matriz de datos.

La tabla 4 muestra el resultado del cultivo de las muestras del contenido de bolsas
periodontales provenientes de pacientes con diagnostico de periodontitis estadio 111,
quienes fueron informados y dieron su consentimiento por escrito, asi se obtuvo que, de
las 6 bolsas periodontales muestreadas, solo en 3 (50%) fue posible aislar Porphyromonas
gingivalis, en 2(33,33%) de los casos los cultivos mostraron otras especies bacterianas no
compatibles con Porphyromonas gingivalis, y en 1(16,67%) caso el cultivo resulto

contaminado con bacterias aerobias.

Habiéndose caracterizado la bacteria de estudio, de manera aleatoria se procedio a

seleccionar una de las placas Petri conteniendo Porphyromonas gingivalis (cepa nativa)
43
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para realizar los repiques necesarios y proceder con la aplicacion de la arcilla chacco a
diferentes concentraciones, asi también se procedio con la cepa Porphyromona gingivalis

33277™ (cepa estandarizada), obteniéndose las unidades para el analisis
Unidades de analisis:

Estuvo dado por las placas Petri que albergaban las bacterias Porphyromonas gingivalis,

en su medio de cultivo.
El nimero de las repeticiones por grupo de estudio fue establecido de acuerdo a la
siguiente formula:
N=(Zuz+ Zp)2 S?1 (X1 -X2)?
Donde:
n = NUmero de repeticiones para grupo de estudio
Zyr=1,96 paraun o = 0,05
Zg=0,84 paraun =0,20
S =0,86(X1 -X2) Valor asumido.
Resultando: n=12

Significa que, en cada grupo de estudio se consideraron 12 repeticiones para cada grupo

de estudio.
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Tabla 5. Conformacion de los grupos experimentales

100mg/ml 75mg/ml 50mg/ml 25mg/ml 12.50mg/ml

CEPA
Azangaro  cgpa
ATTCC 12 12 12 12 12
Dilucion CEPA
en agar Chacco NATIVA 12 12 12 12 12
Acora CEPA
ATTCC 12 12 12 12 12
CEPA
Chacco NATIVA 12 12 12 12 12
Azéngaro CEPA
Difusion ATTCC 12 12 12 12 12
en agar CEPA
Chacco NATIVA 12 12 12 12 12
Acora CEPA
ATTCC 12 12 12 12 12

Fuente: Matriz de datos.

Se evidencia en la tabla 5 el nimero de repeticiones y distribucion de unidades de analisis
para los grupos experimentales de acuerdo a las concentraciones de arcilla chacco, para
la técnica de cultivo dilucion en agar se utilizaron 12 placas Petri para cada concentracién
de arcilla chacco, asi también se utilizaron 12 placas Petri como control positivo, para
cual se aplico al 0,12% de Clorhexidina 'y 12 placas Petri para realizar un negativo control

donde unicamente se prepar6 el medio de cultivo.

Con respecto a la técnica de cultivo difusion en agar fueron utilizadas 4 placas Petri para
cada concentracion de arcilla Chacco, se instalaron 3 discos de sensibilidad en cada placa
Petri, obteniendo finalmente 12 discos de sensibilidad por cada concentracion de arcilla
Chacco, de la misma manera se utilizaron 12 discos de sensibilidad impregnados al 0.12%
de Clorhexidina como control positivo y 12 discos de sensibilidad impregnados en suero

fisiolégico como control negativo.
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Se aislaron cepas nativas de la bacteria Porphyromonas gingivalis a partir de muestras de
bolsas periodontales no menores a 5mm. Porphyromonas gingivalis que son cepas
estandarizadas siendo obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC
33277™)

Se aplicd dos técnicas de crecimiento bacteriano: dilucion en agar y discos de sensibilidad
(difusion en agar) utilizando 2 variedades de arcilla Chacco, a diferentes concentraciones,
12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml y 100mg/mi

3.3. Método de investigacion

Método: Se utilizo el método deductivo, la observacion, estudio experimental in vitro,

tipo de investigacion cuantitativa, nivel relacional, de corte transversal.
Tecnica: Observacion estructurada.
3.4. Descripcion detallada de métodos por objetivos especificos

Realizar el aislamiento y la identificacion de Porphyromonas gingivalis a partir de
muestras de bolsas periodontales no menores a 5mm, provenientes de pacientes con

diagnostico de Periodontitis.

Procedimientos para la obtencion de Cepas Nativas:

- En el presente estudio se recolectaron muestras de placa subgingival de 06
pacientes previamente seleccionados con diagnostico de periodontitis estadio 111,
la periodontitis se consideraba generalizada cuando estaba presente en el 30% o
mas de los lugares examinados. La pérdida de hueso alveolar se evalu6é con
radiografias periapicales obtenidas con técnica de paralelismo y posicionador de
cono. Una vez seleccionados los pacientes, se procedié a explicar el protocolo de
investigacion y se solicitd la participacion voluntaria en el estudio, firmando un
documento de consentimiento informado.

- Los pacientes no tenian antecedentes de trastornos sistémicos y presentaban

sintomas clinicos de inflamacion relacionada con la periodontitis, como sangrado
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durante el sondeo, enrojecimiento del periodonto protector, edema y una bolsa

periodontal con pérdida de insercion y dientes moviles.

- Se muestrearon 06 bolsas periodontales con profundidades mayor o igual a 5mm.
Previamente se obtuvieron registros clinicos y se midieron seis sitios por diente
con sondas OMS (Hu-Friedy Corp., Chicago IL, EE.UU.). No se incluyeron
pacientes con tratamiento periodontal previo, aquellos con medicacion antibiotica
dentro de los Ultimos 6 meses, pacientes con enfermedades sistémicas y pacientes

que estuviesen usando colutorios.

- Toma de muestras de placa dental subgingival: La muestra se tomé segun el
protocolo de Ramos; se eligieron los dientes para la toma de muestras, se realizo
el aislamiento relativo con hisopos de algodon estériles, se elimind
cuidadosamente la placa supragingival, se secd la zona con una gasa estéril y se
obtuvo una muestra bioldgica del fondo de las bolsas periodontales no menores
de 5 mm con conos de papel estéril n® 40. (Maillefer, Suiza), que permanecieron
entre 20 a 30 segundos, adicionalmente se realizo un curetaje de la pared blanda
de la bolsa periodontal con curetas Gracy estériles (Hu-Friedy Corp., Chicago IL,
EE.UU.) (32).

- Las muestras obtenidas fueron llevadas a medios de transporte estéril VMGA-I1I
a una temperatura de 4°C en tubos Eppendorf y luego fueron llevados al
laboratorio microbiolégico de la Universidad del Altiplano Nacional-Facultad de
Medicina de Puno para ser procesado a mas tardar tres horas después de la

recoleccion.
Procedimientos para la obtencion de Cepas Estandarizadas:

- Enestainvestigacion, nos pusimos en contacto con el laboratorio GenLab del Peru
SAC, encargado de la importacion de las bacterias, y les suministramos las
especificaciones (codigos bacterianos) de Porphyromonas gingivalis 33277TM
para recibir las cepas estandarizadas de Porphyromonas gingivalis
(Microbiologics, Minnesota, USA, importadas por Genlab del Pera SAC).

- De acuerdo con las recomendaciones del laboratorio, se almacenaron a -2°

después de ser recibidas antes de ser activadas.
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- Siguiendo los procedimientos de bioseguridad para evitar la contaminacion
bacteriana, se afiadio la cepa 33277TM de Porphyromona gingivalis al
contenido de los tubos que contenian una solucion tampdn proporcionada por el
laboratorio Microbiologics, Minnesota, EE.UU., con el fin de activar las

bacterias.

- Previamente, se elabor6 agar sangre de acuerdo con las recomendaciones del

laboratorio Microbiologics, de Minnesota (EE.UU.).
Preparacion de Medio de Cultivo

- Medimos lo siguiente en una balanza analitica: 0,8 g de base de agar, 0,04 g de
Tripticasa de soja (que representa el 5%), 5% de sangre de cordero estéril, 5 g de
hemina/ml y 1 g de vitamina K/ml por cada 20 ml de agua destilada en tubos de
ensayo graduados. A continuacion, se procedié a colocar los componentes

mencionados en 02 matraces Erlenmeyer y se calentaron en una cocina eléctrica

- Los componentes del agar sangre se disolvieron, se autoclavaron a 120°C durante
20 minutos para esterilizarlos y licuarlos, y luego se dejaron enfriar a 45-50°C
antes de dispersarlos en placas Petri. Se utilizaron placas de Petri de plastico
desechables de tamafio estandar, guardadas y cerradas herméticamente en una

bolsa estéril (Diproquim S.A., Lima, Perq).

Siembra de microorganismos

- Enel laboratorio las muestras se agitaron en vortex durante 30 segundos previa a
la siembra. Luego se hicieron diluciones seriadas y se sembraron

homogéneamente en agar sangre suplementado.

- Se tomo cada placa y se le agrego a la muestra solubilizada una cantidad de 100

ul y esparciendo con un asa de Drigalski de vidrio.

- Seincubaron a 37°C en condiciones de anaerobiosis durante 14 dias, y se aislaron
aquellos morfolégicamente compatibles con Pophyromonas gingivalis y se

pasaron a una segunda incubacion. Basandose en las caracteristicas
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macroscopicas de las colonias y en los resultados de la tincion de Gram, las
bacterias se clasificaron primero como cocos grampositivos, €Oocos

gramnegativos, bacilos grampositivos y bacilos gramnegativos.

Identificacion de Porphyromonas gingivalis.

- Paracrear colonias de cepas consistentes, las colonias se multiplicaron en placas
de agar sangre durante 14 dias en condiciones anaerdbicas. Para caracterizar la
estructura morfoldgica de las bacterias y confirmar la pureza de la cepa, las
colonias resultantes se tifieron con la tincion de Gram. La resiembra se realizo
en los casos de contaminacion con otras bacterias. Siguiendo las instrucciones
del fabricante, las bacterias aisladas y purificadas se identificaron utilizando las
galerias del sistema API 20A (BioMérieux, Francia). Las galerias se incubaron

anaerébicamente durante 48 horas a 37 °C.

- Para identificar correctamente las bacterias investigadas, las colonias
resultantes se sometieron a procedimientos de tincion de apoyo (tincion de
Gram) y a ensayos bioguimicos (catalasa, oxidasa, coagulasa, citrato de Simons,

hierro de triple azucar, urea, lisina, sulfuro, indol, motilidad, nitrato).

Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Azangaro al 12,5mg/ml, 25 mg/ml,
50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracién en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis

(cepa nativa), utilizando la técnica de difusion en agar (discos de sensibilidad).

Obtencién de las muestras de arcilla chacco.

- Para obtener la muestra se registro las caracteristicas del area donde se realizd

el muestreo.

- En Azéngaro y Puno se obtuvieron las muestras que fueron provenientes de

yacimientos de Archilla de Chacco — en el departamento de Puno.
- Se obtuvieron muestras de arcilla Chacco provenientes de yacimientos de las

provincias de Acora y Azangaro de la region Puno.
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- El muestreo representativo de un lote es esencial para obtener datos validos. Se
muestreo en zigzag y al azar.

- Se utilizd6 una pala para una recoleccion superficial (0-10 cm), se
homogenizaron bien en una bolsa estéril y obtiene una muestra de unos 200 a
500 gramos.

- Se depositaron las muestras en una bolsa plastica nueva estéril, sellada y
rotulada adecuadamente con el fin de evitar confusiones.

- Colocaron las muestras en lugar fresco (cooler) para evitar perdida de humedad
y modificaciones de temperatura y se enviaron a laboratorio lo mas pronto

posible.
Preparacion de soluciones de Arcilla Chacco:

- Se realizé el secado a temperatura ambiente por 48 horas, luego se procedi6 a
pesar una muestra de 80 gramos de cada variedad de arcillay proceder a triturar
la muestra utilizado un mortero de laboratorio.

- Una muestra de 50 gramos de cada arcilla triturada se esterilizo a calor himedo
a 120°C por 40 minutos, luego se procedio a diluir en 100 ml de agua bidestilada
y llevada a agitador por 15 minutos.

- Luego se procedio preparar las diluciones agregado a cada subgrupo agua
bidestilada hasta obtener soluciones con concentraciones de 12,5mg/ml, 25

mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml.
Medicion de crecimiento bacteriano mediante técnica de difusion en Agar

- ldentificada la bacteria posteriormente se realiz6 diferentes pruebas de
sensibilidad aplicando el método de difusion en Kirby-Bauer (Kirby y Bauer,
1966). Se procedio a realizar un repique a partir de las placas donde previamente
se haya observado crecimiento de la bacteria en estudio, Inoculacion de
cantidades estandarizadas de microorganismos en solucion salina (0,5 en la
escala de McFarland). A los 15 minutos de la preparacion, los inoculos se

sembraron con hisopos estériles utilizando agar sangre enriquecido.
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- Para garantizar una buena distribucion uniforme del in6culo y que las zonas de
inhibicion sean uniformemente circulares, la siembra se realizé por agotamiento
en tres direcciones. Después de cinco minutos, se utilizaron pinzas estériles para
instalar discos de sensibilidad de tamafio estandar (6 mm de didmetro)
impregnados con concentraciones conocidas de arcilla Chacco Azangaro y
Acora (12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/mli% y 100mg/ml). Para los
controles se utilizaron Clorhexidina al 0,12% y suero fisioldgico.

- Las placas que contenian ambas cepas de Porphyromonas gingivalis se
cultivaron durante 14 dias a 37 °C en anaerobiosis al 20% de CO2. Se midieron
los halos de inhibicion en mm y se interpretaron de acuerdo con las tablas del
NCCLS. Se utilizo la escala de Duraffourd para evaluar la susceptibilidad de
los microorganismos a las distintas concentraciones y variedades de arcilla
Chacco: Nula de 0 a8 mm, sensible de 9 a 14 mm, muy sensible de 15a 19 mm

y extremadamente sensible de 20 a mas de 20mm.

- Para el andlisis de los resultados se aplicaron estadisticas descriptivas e
inferenciales. Mediante el programa estadistico SPSS 23 para Windows 10, se
utilizaron las pruebas ANOVA y TUKEY para comprobar las hipétesis.

- Se procedid de la misma manera para todos los objetivos donde la técnica de
cultivo fue la difusion en Agar.

Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Azangaro al 12,5mg/ml, 25 mg/ml,
50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracion en el crecimiento de Porphyromonas

gingivalis (cepa nativa), utilizando la técnica de dilucién en Agar.
Medicion de crecimiento bacteriano mediante técnica de dilucion en Agar

- ldentificada la bacteria se procedié a realizar las pruebas de sensibilidad por el
método de dilucion en Agar, se procedié a realizar repeticiones de los cultivos
a partir de las placas donde previamente se haya observado crecimiento de la
bacteria en estudio, se inocul6 una cantidad estandarizada de bacterias en

solucion salina (0.5 de la escala de McFarland).
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- En la etapa de preparacion del cultivo previo a la homogenizacion y
esterilizacion se adicion0 soluciones predeterminas de arcilla Chacco Azangaro
y Acora (12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/mi% y 100mg/ml). Para los

controles se afiadieron volimenes de Clorhexidina al 0,12% y suero fisioldgico.

- Habiéndose obtenido el medio de cultivo Agar sangre suplementado
conteniendo la arcilla Chacco en concentraciones preestablecidas, se realizo el
repique proveniente de placas donde se habia caracterizado la bacteria en
estudio, el sembrado se realizd por agotamiento en tres direcciones asegurando

una buena distribucién uniforme del in6culo.

- Las placas fueron incubadas por 14 dias a 37 °C en anaerobiosis de CO2 al 20%
para ambas cepas de Porphyromonas gingivalis y se contabilizaron las unidades
formadoras de colonias, interpretandolos de acuerdo a las tablas del Comité
Nacional para Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS).

- Para el analisis de los resultados se utilizd estadistica descriptiva e inferencial,
la prueba de hipotesis se realiz6 aplicando la prueba de ANOVA y TUKEY,

utilizando el programa estadistico SPSS 23 para Windows 10.

- Se procedid de la misma manera para todos los objetivos donde la técnica de

cultivo fue la difusion en Agar

Instrumento de recoleccion de datos: Se utilizo una ficha de recoleccion de datos,
posteriormente se confecciond una matriz datos para el procesamiento estadistico. El

instrumento se detalla en el Anexo E.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Resultados

4.1.1. Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Azangaro al
12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracion
en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa nativa), utilizando

la técnica de dilucidon en Agar.

Tabla 6. Efecto de la arcilla Chacco Azangaro en el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis (cepa nativa) - técnica de dilucién en Agar.

Media Desv. Desv.

Concentracion N o o
x10*UEC/m| Desviacion Error Limite Limite

inferior superior

Control (+) 12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
100mg/ml 12 2.60 0.10 0.04 2.47 2.72
75mg/ml 12 3.08 0.11 0.04 2.94 3.21
50mg/ml (a) 12 4.01 0.07 0.03 3.91 4.10
25mg/ml 12 4.89 0.15 0.06 4.70 5.07
12.5mg/ml (b) 12 6.07 0.14 0.06 5.89 6.24
Control (-) 12 7.38 0.10 0.04 7.24 7.51
Fuente: Matriz de datos ANOVA p-valor = 0.000

Se muestra en la tabla N°6 los datos de la aplicacién de la arcilla Chacco variedad de
Azangaro a concentraciones desiguales sobre el crecimiento de Porphyromonas

gingivalis (cepa nativa) utilizando la técnica de cultivo dilucion de agar.

A una concentracion de 100mg/ml la media fue 2,60 x 10* UFC/ml, a 75mg/ml (3,08 x
10* UFC/ml), 50mg/ml (4,01 x 10* UFC/ml), 25mg/ml (4,89 x 10* UFC/ml) y una
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concentracion 12,5mg/ml la media fue 6,07x 10* UFC/ml. El control positivo
(Clorhexidina 0,12%) no presento crecimiento alguno, mientras que el control negativo
presento una media de 7,37 x 10* UFC/ml.

De los datos se desprende que la aplicacion de arcilla chacco proveniente de Azangaro
tiene un efecto inhibitorio en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis provenientes
de pacientes con periodontitis, las diferentes gradientes de concentracion de la arcilla
chacco muestran una tendencia inversamente proporcional al crecimiento de la bacteria,
es decir a mayor concentraciéon del estimulo se evidencia un menor crecimiento en el
numero de unidades formadoras de colonias al aplicar la metodologia de dilucion en agar.
Los datos mostraron una distribucion normal, por lo que se aplicé la prueba de ANOVA
donde se obtuvo un valor de p=0.000 lo que indica que al menos la media de uno de los
tratamientos es diferente.

La prueba post hoc de Tukey donde se realiz6 la comparacion y presenta un mejor
comportamiento respecto de la media cuando la concentracion fue a 50mg/ml y
12.5mg/ml. respectivamente.

Los resultados tienen similitud a los que obtuvo Ito et al. (2018) quienes encontraron
diferencias significativas en el crecimiento bacteriano en ausencia y presencia de arcillas
naturales como la bentonita que es componente principal de la arcilla chacco (47).

Asi también Caflish (2018) encontro que la arcilla'y su lixiviado acuoso fueron evaluados
contra las bacterias en biofilm y estados planctdnicos. Para el estudio la arcilla y su
lixiviado mostraron actividad bactericida contra todas las cepas analizadas (24).

Sin embargo, Azmi et al. (2021) mostré que la arcilla Carey sin tratar y todas las arcillas
Munchong resultaron ineficaces como antibacterianos. Las arcillas modificadas o
enriquecidas mostraron mejores resultados, encontrando que la toxicidad de los iones
metélicos es responsable de la actividad antibacteriana de estas arcillas (68).

Por lo expuesto aceptamos la hipotesis especifica, y sefialamos que la bacteria

Porphyromonas gingivalis es sensible a arcilla Chacco variedad Azangaro.
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Figura 6. Chacco Azéangaro - Cepa Nativa
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4.1.2. Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Azangaro al
12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracién
en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa ATCC® 33277™),

utilizando la técnica de dilucion en Agar

Tabla 7. Efecto de la arcilla Chacco Azangaro en el crecimiento de Porphyromonas

gingivalis (cepa ATCC® 33277™), utilizando la técnica de dilucion en Agar.

IC
Concentracion N Media Dez;:;én Desv. Error Limite Limite
inferior superior
Control (+) 12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
100 mg/mi 12 2.58 0.17 0.08 2.36 2.79
75 mg/ml (a) 12 3.52 0.15 0.07 3.33 3.70
50 mg/ml 12 4.72 0.11 0.05 4.58 4.85
25 mg/mi 12 5.49 0.14 0.06 5.32 5.66
12.50 mg/ml (b) 12 5.95 0.08 0.04 5.85 6.05
Control (-) 12 7.38 0.10 0.04 7.24 751
Fuente: Matriz de datos ANOVA p=0.000

Se aprecia en la tabla N°7 los datos de la aplicacion de la arcilla Chacco de Azangaro en
diferentes concentraciones sobre el crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa
ATCC® 33277™) siguiendo la técnica de cultivo dilucion en agar.

A una concentracion del 100mg/ml la media fue 2,58 x 10* UFC/ml, 75mg/ml (3.52x10*
UFC/ml), 50mg/mi(3.5252x10* UFC/ml), 25mg/ml(4.7252x10* UFC/ml), y una
concentracion 12,5mg/ml la media fue 5,95x 10* UFC/ml. El control positivo
(Clorhexidina 0,12%) no presento crecimiento, mientras que el control negativo presento
una media de 7.38 x 10* UFC/m.

El andlisis de los datos sefiala que el incremento de las gradientes de concentracién de la

arcilla Chacco proveniente de Azangaro muestran una tendencia inversamente
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proporcional al crecimiento de la bacteria, es decir a mayor concentracién del estimulo
se evidencia una menor cantidad en el numero de unidades formadoras de colonias de
acuerdo a la metodologia de dilucion en agar, siendo asi, la aplicacion de arcilla Chacco
variedad de Azéangaro posee accién inhibitoria en el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis en la cepa CTTCC 33277™,

Los datos mostraron una distribucion normal, aplicando la prueba ANOVA, se obtuvo un
valor de p=0.000 y la prueba pos hoc Tukey la cual realizé las comparaciones de las
concentraciones, mostr6 mejores resultados cuando la concentracién se dio a 75mg/ml y
12.5mg/ml.

Los resultados coinciden con los hallazgos de Qin et. al. (2018) en referente a la actividad
antibacteriana de la montmorillonita saturada (la misma que pertenece al grupo de las
arcillas) donde las eficiencia de desactivacion bacteriana fue del 92 + 0,64% y hasta 97 +
0,61% después de 4horas, se propone que la desactivacion bacteriana es debida a la
ruptura de la membrana celular bacteriana catalizada por la superficie mineral por la

superficie absorbida por Fe3+ (26).

También se coincide con Méarquez (2016) donde obtuvo efectos significativos al utilizar
Bentonita conocida comunmente como chacco, con un efecto antibacteriano en el
tratamiento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 un tipo de cepa, a diferentes

concentraciones como 50 mg/mL - 25 mg/mL - 12,5 mg/mL.

Caflish (2018) sefiala también que el tipo de arcilla denominada OMT Blue Arcilla, contra
las bacterias en biofilm y estados planctonicos, han mostrado actividad bactericida contra
todas las cepas analizadas, con la excepcion de lixiviados contra S. aureus IDRL-6169 y
los lixiviados contra S. aureus USA300. Todas las cepas tratadas con suspension de
arcilla y lixiviados resultaron en un biofilm reducido estadisticamente significativo de

poblacion en comparacion con los controles. (24)

Por lo expuesto aceptamos la hipotesis especifica, y sefialamos que Porphyromonas
gingivalis (CEPA CTTCC 33277™) es sensible a los compuestos que contiene la arcilla

Chacco variedad Azangaro.
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Figura 7. Cepa ATCC® 33277™) de dilucion en Agar
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4.1.3. Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Azangaro al
12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracién
en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa nativa), utilizando

la técnica difusion en Agar (Discos de sensibilidad)

Tabla 8. Efecto de la arcilla Chacco Azangaro en el crecimiento de Porphyromonas

gingivalis (cepa nativa), utilizando la técnica difusion en Agar (Discos de

sensibilidad).
IC
Concentracion N Media/mm pesv. Desv. — —
Desviacion  Error Limite Limite
inferior superior
control (-) 12 6 0 0 6 6
12.50mg/ml (a) 12 10.63 0.16 0.046 10.53 10.73
25 mg/ml 12 11.55 0.23 0.066 11.4 11.69
50 mg/ml 12 12.18 0.22 0.063 12.04 12.32
75 mg/ml 12 12.93 0.33 0.096 12.72 13.14
100 mg/ml 12 13.46 0.26 0.077 13.29 13.63
control (+) 12 16.89 0.48 0.138 16.59 17.2
Fuente: Matriz de datos ANOVA p=0.000

Se evidencia en la tabla N°8 los resultados de la aplicacién de la arcilla Chacco variedad
de Azéngaro en diferentes concentraciones frente al crecimiento de Porphyromonas
gingivalis (cepa nativa) utilizando la técnica de cultivo difusion en agar (discos de
sensibilidad).

A una concentracion del 100mg/ml la media del halo de inhibicién fue de 13.46mm,
75mg/ml(12.93mm), 50mg/ml(12.18mm), 25mg/ml(11.55mm) y a una concentracion de
12,5mg/ml la media fue 10,6mm. EI control positivo (Clorhexidina 0,12%) presento una
media de 16.89mm de halo de inhibicion, mientras en el halo de inhibicion no fue
presentado en el control negativo manteniendo la medida del diametro del disco de

sensibilidad de 6mm.
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Las diferentes concentraciones de la arcilla chacco proveniente de Azangaro muestran
una tendencia directamente proporcional al didmetro del halo inhibitorio del crecimiento
de la bacteria, es decir a mayor concentracion del estimulo se evidencia un mayor halo de
inhibicién en la superficie del medio de cultivo de acuerdo a la metodologia de cultivo
difusion en agar (discos de sensibilidad), lo que indica que la aplicacion de arcilla Chacco
proveniente de Azangaro en la Porphyromonas gingivalis tiene un efecto inhibitorio en
el crecimiento de la cepa proveniente de pacientes con periodontitis.

Los datos mostraron una distribucion normal, aplicando la prueba de ANOVA donde se
obtuvo un valor de p=0.000 y la prueba pos hocTukey la cual realizé las comparaciones
de las concentraciones mostré un mejor efecto a 12mg/ml.

Coincidiendo con Ito, Okabe & Mori (2018) quien aplic6 muestras de arcilla natural,
donde se observo que la tasa de crecimiento durante y después de la fase exponencial
tardia, y obtuvo una disminucion en dos tercios en comparacion con la de Microcystis
incubada sin una muestra de arcilla. La muestra de arcilla adsorbié el amoniaco y el
fosforo a pH neutro. Estos resultados sugieren que la reduccién del crecimiento de
Microcystis se debid a un efecto combinado del silicato y otros compuestos quimicos de
la muestra de arcilla (47).

Asi también coinciden con Azmi, N. et al (2021) quien determin6 la actividad
antibacteriana de las arcillas contra los patdgenos de origen alimentario Staphylococcus
aureus ATCC 13565 y Salmonella typhimurium ATCC 14028. Se llevo a cabo un ensayo
de agotamiento de arcillas antibacterianas seleccionadas tras 6 horas de exposicion. El
cribado revel6 que las arcillas Munchong y Carey inhiben significativamente S. aureus
(7,63 mm = 0,48 mm) y la Salmonella typhimurium (11,00 mm % 0,71 mm),
respectivamente. Sus resultados sugieren que la toxicidad de los iones metélicos es

responsable de la actividad antibacteriana de estas arcillas (68).

Estos resultados se explican, como lo sefiala Gomes C. et al (2021), por la accion de los
metales reducidos situados en la estructura de los minerales arcillosos o externos a ellos
como constituyentes de los minerales asociados, y la definicion de los mecanismos de
accion a partir de los logros encontrados en todos los estudios disponibles que se

realizados hasta el momento (67).
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Por lo expuesto aceptamos la hipotesis especifica, y sefialamos que la bacteria
Porphyromonas gingivalis es sensible a los compuestos que contiene la arcilla Chacco
variedad Azangaro.
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Figura 8. CEPA NATIVA- CHACCO DE AZANGARO
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4.1.4. Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Azangaro al
12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracién
en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa ATCC® 33277™),

utilizando la técnica difusién en Agar (Discos de sensibilidad)

Tabla 9. Efecto de la arcilla Chacco Azangaro crecimiento de Porphyromonas

gingivalis (cepa ATCC® 33277™), utilizando la técnica difusion en Agar (Discos de
sensibilidad).

IC

Desv. Desv. Limite Limite

Concentracion N Media Desviacion Error inferior superior Minimo Maximo

control (-) 12 6.00 0.00 0.00 6.00 6.00 6.00 6.00
12.50mg/ml (b) 12 11.50 021 006 11.36 11.63 1120 11.80
25mg/ml (@) 12 11.60 014 0.04 1151 1168 1140  11.80
50mg/ml 12 12.40 0.14 0.040 1231 1248 12.20 12.60
75mg/ml 12 1345 0.25 0.07 1329 1361 13.10 13.90
100mg/ml 12 14.10 0.35 0.10 13.88 1433 13.60 14.60
control (+) 12 1691 0.38 011 16.66 17.15 16.34 17.54
Fuente: Matriz de datos ANOVA p=0.000

Se evidencia en la tabla N° 9 los datos de la aplicacion de la arcilla Chacco variedad de
Azangaro, en diferentes concentraciones, sobre el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis cepa ATCC® 33277™ en la técnica de cultivo difusion de agar en discos de
sensibilidad.

A una concentracion del 100mg/ml la media fue 14.10mm, 75mg/ml(13,45mm),
50mg/mi(12,40mm), 25mg/ml(11,60mm) y a una concentracion 12,5mg/ml la media fue
11,50mm. El control positivo (Clorhexinina 0,12%) presento un halo de crecimiento con
una media de 16.91mm, mientras no se presento halo de inhibicion al utilizar el control

negativo manteniendo la medida del didmetro del disco de sensibilidad de 6mm.
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El incremento en las concentraciones de la arcilla chacco proveniente de Azéangaro
muestran una tendencia directamente proporcional al diametro del halo de inhibicién en
el crecimiento de la bacteria, es decir a mayor concentracion del estimulo se evidencia un
mayor halo de inhibicion en la superficie del medio de cultivo de acuerdo a la metodologia
de cultivo difusion en agar (discos de sensibilidad), lo que indica que la aplicacion de
arcilla Chacco proveniente de Azangaro en cultivos de Porphyromonas gingivalis
muestra un efecto inhibitorio para el crecimiento de la cepa ATCC.

Los datos mostraron una distribucion normal, aplicando la denominada prueba de
ANOVA donde se obtuvo un valor de p=0.000 y la prueba pos hoc Tukey la cual realiz6
las comparaciones de las concentraciones y presentaron relacion estadisticamente
significativa en las concentraciones de 12.5mg/ml y 25mg/ml.

Coincidiendo con Caflish (2018) menciona que la arcilla y su lixiviado mostraron
actividad bactericida contra todas las cepas analizadas, con la excepcion de lixiviados
contra S. aureus IDRL-6169 y los lixiviados contra S. aureus USA300. Todas las cepas
tratadas con suspension de arcilla y lixiviados resultaron en un biofilm reducido
estadisticamente significativo de poblacién en comparacion con los controles, excepto S.
aureus IDRL-6169 y S. aureus USA300 (p<0.05) (24)

Coincidiendo con el uso de la arcilla, pero difiriendo de la técnica con Turpo (2018) se
utilizé Arcilla Chacco, pero a diferencia del método de Turpo (2018), que obtuvo
resultados por dilucién en caldo, estos nuevos datos demuestran que a medida que
aumenta la concentracion también presenta un mayor halo de inhibicion. La Arcilla
Chacco tuvo un efecto inhibidor a bajas concentraciones, como el 7 por ciento, y un efecto
bactericida a altas concentraciones, como el 9y el 10 por ciento.

Por lo expuesto aceptamos la Hipoétesis especifica, y sefialamos que la bacteria
Porphyromonas gingivalis es sensible a los compuestos que contiene la arcilla chacco

variedad Azéangaro, aplicando la técnica de discos de sensibilidad.
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Figura 9. Cepa ATTC - Chacco de Azangaro
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4.15. Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Acora al
12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracién
en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa nativa), utilizando

la técnica de dilucién en Agar

Tabla 10. La arcilla Chacco variedad de Acora en diferentes concentraciones sobre
el crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa nativa), utilizando la técnica

dilucion en Agar.

IC
; Media/ x10* Desv.
Concentracion N L Desv. Error

Ll LESHEE Limite inferior Limite superior
Control (+) 12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
100mg/mi 12 2.52 0.17 0.08 2.31 2.74
75mg/ml 12 3.02 0.09 0.04 291 3.13
50mg/ml (a) 12 3.76 0.14 0.06 3.59 3.93
25mg/mi 12 4.78 0.10 0.04 4.66 4.89
12.50mg/ml 12 5.14 0.09 0.04 5.03 5.25
Control (-) 12 7.38 0.10 0.04 7.24 7.51

Fuente: Matriz de datos ANOVA p=0.000

Se evidencia en la tabla N° 10 los datos de la aplicacion de la arcilla Chacco variedad
de Acora en diferentes concentraciones sobre el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis (cepa nativa) aplicando la técnica de crecimiento dilucion de Agar.
A una concentracion del 100mg/ml la media fue 2,52 x10* UFC/ml, 75mg/mi(3,02
x10* UFC/ml), 50mg/ml(3,75 x10* UFC/ml), 25mg/ml( 4,78 x10* UFC/ml) y una
concentracion 12,5mg/ml la media fue 5.14x 10* UFC/ml. utilizando la técnica de
cultivo difucion en agar. El control positivo (Clorhexidina 0,12%) no presento
crecimiento, mientras que el control negativo presento una media de 7.38 x 10*
UFC/ml,
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De los datos se desprende que la aplicacion de arcilla chacco proveniente de Acora
tiene un efecto inhibitorio en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis
provenientes de pacientes con periodontitis, las diferentes gradientes de
concentracion de la arcilla chacco muestran una tendencia inversamente proporcional
al crecimiento de la bacteria, es decir a mayor concentracion del estimulo se evidencia
un menor crecimiento en el nimero de unidades formadoras de colonias al aplicar la
metodologia de dilucion en agar.

Los datos mostraron una distribucién normal, la prueba de ANOVA obtuvo un valor
de p=0.000 y la prueba pos hoc Tukey la cual se realizé las comparaciones de las
concentraciones, present0 diferencia estadisticamente significativa la concentracion
de 50mg/ml.

Coincidiendo con Zarate (2017) donde la arcilla actuaba como un bacteriostético; sin
embargo, la arcilla solo fue activa contra las bacterias gramnegativas (excepto por la
Klebsiella neumonia resistente). EI modo de accion bacteriostatico se evidencio por
la falta inicial de Unidades Formadoras de Colonias en placas de agar con crecimiento
registrado después de 24 h, y puede explicarse debido a las interacciones entre los
lipopolisacéaridos de membrana y las superficies de siloxano de la arcilla (48).

Asi también con Castillo y Contreras (2015) quienes manifiestan que los elementos
fisico-quimicos de la composicion del chacco, presenta la capacidad de adsorber
diversas moléculas organicas como resultado de su importante superficie exterior y
su carga tetraédrica, que le hacen interactuar con sustancias polares como el agua y
otros compuestos. (51). Teran (2021) investig6 el Chacco (Montchack) como pasta
preventiva en la eliminacion del biofilm dental, demostrando que el Chacco
(Montchack) es eficaz en esta capacidad. Segun los resultados, todos los pacientes

tenian un indice de O'leary inadecuado antes de la intervencion.

Por lo expuesto aceptamos la hipotesis especifica, y sefialamos que la bacteria
Porphyromonas gingivalis es sensible a los compuestos que contiene la arcilla Chacco

variedad Acora.
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Figura 10. Chacco Acora - dilucion en agar
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4.1.6. Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Acora al
12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracién
en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa ATCC® 33277™),

utilizando la técnica de dilucion en Agar.

Tabla 11. Efecto de la arcilla Chacco Acora en el crecimiento de Porphyromonas

gingivalis (cepa ATCC® 33277™), utilizando la técnica de dilucion en Agar.

IC
Desv.
Concentracién N Media L Desv. Error
Desviacion Limite inferior  Limite superior
Control (+) 12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
100mg/ml 12 2.20 0.15 0.07 2.01 2.38
75mg/ml 12 2.86 0.14 0.06 2.69 3.03
50mg/ml (b) 12 3.76 0.17 0.08 3.55 3.98
25mg/ml (a) 12 4.23 0.18 0.08 4.00 4.45
12.50mg/ml 12 4.79 0.15 0.07 4.60 4.98
Control (-) 12 7.38 0.10 0.04 7.24 7.51
Fuente: Matriz de datos ANOVA p=0.003

Se evidencia en la tabla N°11 los datos de la aplicacion de la arcilla Chacco variedad de
Acora, en diferentes concentraciones, frente al crecimiento de Porphyromonas gingivalis
cepa ATCC® 33277™ respecto de la técnica de crecimiento bacteriano dilucion de agar.
A una concentracion del 100mg/ml la media fue 2.20 x10* UFC/ml, 75mg/ml(2.86 x10*
UFC/ml), 50mg/ml(3.76 x10* UFC/ml), 25mg/ml( 4.23 x10* UFC/ml)y una
concentracion 12,5mg/ml la media fue 4.79 x10* UFC/ml. utilizando la técnica dilucion
en agar. El control positivo (Clorhexinina 0,12%) no presento crecimiento, mientras que

el control negativo presento una media de 7.38 x 10* UFC/m.
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El analisis de los datos sefiala que el incremento de las gradientes de concentracion de la
arcilla Chacco proveniente de Acora muestran una tendencia inversamente proporcional
al crecimiento de la bacteria, es decir a mayor concentracion del estimulo se evidencia
una menor cantidad en el nimero de unidades formadoras de colonias de acuerdo a la
metodologia de dilucion en agar , por lo que la aplicacién de arcilla Chacco variedad de
Acora posee accion inhibitoria en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis en la cepa
CTTCC 33277™,

Los datos mostraron una distribucién normal, aplicando la prueba de ANOVA donde se
obtuvo un valor de p=0.003 y la prueba pos hoc Tukey la cual se realizd las
comparaciones de las concentraciones, presentando una diferencia estadisticamente
significativa las concentraciones de 50mg/ml y 25mg/ml.

Coincidiendo con los hallazgos de Morrison et al. (2017) quienes observaron que las
arcillas antibacterianas que se rehidratan en agua desionizada (100 mg / ml), el pH (<4.5)
impulsa la disolucion de minerales y la hidrdlisis del metal para producir Fe2 +, Al3 +y
Radicales hidroxilo que matan las bacterias. EI pH y Eh de la arcilla hidratada es
importante para estabilizar estos reactivos acuosos, por lo tanto, no encontramos ningin
efecto antibacteriano cuando los carbonatos o la goetita son estables. En consecuencia, el
efecto antibacteriano disminuye con la profundidad del entierro (metros) donde el Eh es
demasiado bajo para impulsar la oxidacion de la pirita (10).

Segun Rojas (2020) La pasta de dientes de arcilla blanca, salvia y aceite de coco, a veces
conocida como pasta de dientes A.S.A., ha demostrado ser beneficiosa para eliminar la
placa bacteriana en los jovenes. Si bien difiere del tipo de investigacion, pero concuerda
con el uso de la Arcila para la eliminacién de las bacterias coincidiendo como la arcilla
tiene efectividad para la eliminacion de bacterias. Ya que anteriormente solo se usaba
para tratamiento a nivel del sistema digestivo (67).

Por lo expuesto aceptamos la hipotesis especifica, y sefialamos que la bacteria
Porphyromonas gingivalis es sensible a los compuestos que contiene la arcilla Chacco

variedad Acora.
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Figura 11. Cepa ATTCC Acora
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4.1.7. Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Acora al
12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracion
en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa nativa), utilizando

la técnica difusion en Agar (Discos de sensibilidad)

Tabla 12. Efecto de la arcilla Chacco Acora en el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis (cepa nativa), utilizando la técnica difusion en Agar (Discos de

sensibilidad).

IC

Desv. Desv. Limite  Limite

Concentracion N  Media Desviacion Error inferior superior Minimo Maximo

Control (-) 12 6.00 0.00 0.00 6.00 6.00 6.00 6.00
12.50mg/ml 12 11.45 0.19 0.05 11.33 11.58 11.20 11.90
25mg/ml (b) 12 11.85 0.19 0.05 11.73 11.98 11.60 12.30
50mg/ml (a) 12 12.52 0.14 0.04 12.43 12.61 12.30 12.80
75mg/ml 12 13.22 0.14 0.04 13.13 13.31 13.00 13.50
100mg/ml 12 1411 0.18 0.05 14.00 14.23 13.80 14.40
control (+) 12 16.36 0.21 0.06  16.22 16.50 16.00 16.75
Fuente: Matriz de datos ANOVA p=0.000

La tabla N°12 muestra los datos de la aplicacion de la arcilla Chacco de Acora en
diferentes concentraciones sobre el crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa
nativa) aplicando la técnica de cultivo de difusion en agar (discos de sensibilidad).
A una concentracién del 100mg/ml la media del halo de inhibicion fue 14.1mm,
75mg/ml(13.22mm), 50mg/ml(12.52mm), 25mg/ml(11,85mm) y a una concentracion de
12,5mg/ml la media del halo de inhibicion fue de 11.54mm. utilizando la técnica difusion
en agar. El control positivo (Clorhexinina 0,12%) presento un halo de inhibicién con una
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media de 16.36mm, mientras que el control negativo no presenté halo de inhibicion

manteniendo el diametro del disco de 6mm.

Las diferentes concentraciones de la arcilla chacco proveniente de Acora muestran una
tendencia directamente proporcional al diametro del halo inhibitorio del crecimiento de
la bacteria, es decir a mayor concentracion del estimulo se evidencia un mayor halo de
inhibicién en la superficie del medio de cultivo de acuerdo a la metodologia de cultivo
difusion en agar (discos de sensibilidad), lo que indica que la aplicacion de arcilla Chacco
proveniente de Acora tiene un efecto inhibitorio en el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis en la cepa proveniente de pacientes con periodontitis.

Los datos mostraron una distribucion normal, aplicando la prueba de ANOVA donde se
obtuvo un valor de p=0.003 y la prueba pos hocTukey la cual realiz6 las comparaciones
de las concentraciones mostrando diferencias estadisticamente significativas en las

concentraciones de 50mg/ml y 25mg/ml.

Coincidiendo con Sanchez y Erika (2016) quienes eligieron cinco colonias de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC 6538,
respectivamente, de las placas de cultivo. A continuacion, se prepar0 una suspension en
5 mL de cloruro salino-peptona calentada a 35°C. Se tomaron 100 mg de esta suspension
de aproximadamente 108 UFC/MI y se inyectaron en 5 cubetas, obteniéndose
concentraciones de 50, 25, 12, 5y 6, 25 mg/mL. Concluyo que la arcilla "Chacco" tiene
un efecto antibacteriano significativo.(47).

Asi también con Huacasi (2016) en la investigacion que examiné el impacto de la arcilla
hidralgirita en el crecimiento de Porphyromona gingivalis ATCC 33277 en cultivos in
vitro utilizando la técnica de dilucién en Agar sangre enriquecido, a concentraciones del
a 2.5%, 1%, 0.5% 0.25%. A partir de una concentracion del 0,5%, la arcilla hidralgirita
tuvo un impacto favorable en el control del crecimiento in vitro (8). Y con Caflish (2018)
quién demostro que la arcilla y su lixiviado mostraron actividad bactericida contra todas
las cepas analizadas, con la excepcion de lixiviados contra S. aureus IDRL-6169 y los
lixiviados contra S. aureus USA300. Todas las cepas tratadas con suspension de arcilla 'y
lixiviados resultaron en un biofilm reducido estadisticamente significativo de poblacion

en comparacion con los controles, excepto S. aureus IDRL-6169 y S. aureus USA300
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(p<0.05) (24). Por lo expuesto aceptamos la hipotesis especifica, y sefialamos que la

bacteria Porphyromonas gingivalis es sensible a arcilla Chacco variedad Acora.
2000
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Figura 12. Cepa Nativa-Chacco Acora - Difusion en agar
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4.1.8. Determinar y comparar el efecto de la arcilla Chacco Acora al
12,5mg/ml, 25 mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y 100mg/ml de concentracién
en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis (cepa ATCC® 33277™),

utilizando la técnica difusion en Agar (Discos de sensibilidad)

Tabla 13. Efecto de la arcilla Chacco Acora en el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis (cepa ATCC® 33277™), utilizando la técnica difusion en Agar (Discos de
sensibilidad).

IC

Desv. Desv. Limite Limite

Concentracion N Media Desviacion Error inferior superior Minimo Maximo

Control (-) 12 6.00 0.00 0.00 6.00 6.00 6.00 6.00
12.50mg/ml 12 11.99 0.21 0.06 11.85 12.12 11.70 12.30
25 mg/ml 12 12.49 0.21 0.06 12.35 12.62 12.20 12.80
50 mg/ml 12 12.93 0.25 0.07 12.77 13.09 12.60 13.30
75 mg/ml 12 13.63 0.25 0.07 13.47 13.79 13.30 14.00
100 mg/ml 12 14.33 0.23 0.06 14.18 14.48 13.90 14.60
control (+) 12 16.75 0.17 0.05 16.63 16.86 16.40 17.00
Fuente: Matriz de datos ANOVA p=0.000

La tabla N°13 muestra los datos de la aplicacion de la arcilla Chacco variedad de Acora
en diferentes concentraciones sobre el crecimiento de Porphyromonas gingivalis cepa
ATCC® 33277™ respecto a la técnica de cultivo de difusion de agar (discos de
sensibilidad).

A una concentracién del 100mg/ml la media del halo inhibitorio fue de 14,33mm,
75mg/ml(13.63mm), 50mg/ml(12.93mm), 25mg/ml (12,49mm) y una concentracion
12,5mg/ml la media fue 11,99mm. utilizando la técnica difusion en agar. El control
positivo (Clorhexidina 0,12%) presento un halo inhibitorio con una media de 16.75mm,
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mientras no presente halo de inhibicion al utilizar el control negativo manteniendo 6mm
de diametro correspondiente al disco de sensibilidad.

El incremento en las concentraciones de la arcilla chacco proveniente de Acora muestran
una tendencia directamente proporcional al diametro del halo de inhibicion en el
crecimiento de la bacteria, es decir a mayor concentracion del estimulo se evidencia un
mayor halo de inhibicion en la superficie del medio de cultivo de acuerdo a la metodologia
de cultivo difusién en agar (discos de sensibilidad), lo que indica que la aplicacién de
arcilla Chacco proveniente de Acora tiene un efecto inhibitorio en el crecimiento de
Porphyromonas gingivalis cepa ATCC.

Los datos mostraron una distribucion normal, aplicando la prueba de ANOVA donde se
obtuvo un valor de p=0.000 y la prueba pos hoc Tukey la cual se realizo las
comparaciones de las concentraciones y no presentaron una diferencia estadistica
significativa.

Coincidiendo con los hallazgos de Ito, Okabe & Mori(2018) quienes incubaron
Microcystis aeruginosa con discos de arcilla, donde se observo la tasa de crecimiento
durante y después de la fase exponencial tardia y obtuvo una disminucion en dos tercios
en comparacion con la de Microcystis incubada sin discos de arcilla. El disco de arcilla
adsorbio el amoniaco y el fésforo a pH neutro. Estos resultados sugieren que la reduccion
del crecimiento de Microcystis se debidé a un efecto combinado del silicato y otros
compuestos quimicos de la arcilla(47). También son similares a Londono & Williams
(2016) que investigaron una arcilla natural de la Amazonia colombiana (AMZ) conocida
por los nativos de Uitoto. Comparacion de las caracteristicas fisicas y quimicas de la
arcilla AMZ con materiales de referencia comunes. Se utilizaron microorganismos Gram-
negativos (Escherichia coli ATCC # 25922) y Gram-positivos (Bacillus subtilis ATCC #
6633). Los resultados muestran que un Unico tratamiento con 250 mg/ml de arcilla AMZ
provoco una disminucion de 4 a 6 veces de la viabilidad bacteriana. (12). Por lo expuesto
aceptamos la hipotesis especifica, y sefialamos que la bacteria Porphyromonas gingivalis

es sensible a arcilla Chacco variedad Acora.
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Figura 13. Cepa ATTCC - Chacco Acora
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Prueba de Hipdtesis

Tabla 14. Comparacion de grupos

G 100mg/ml 75mg/ml 50mg/ml  25mg/ml 12.50mg/ml UL

(*) ©)

CEPA
NATIVA 0 2.6 3.08 401 4.89 6.07 7.38
Chacco
Azéngaro
CEPA
I ATTCC 0 2.58 3.52 472 5.49 5.95 7.38
Dilucion
en agar
CEPA
Chacco NATIVA 0 2.52 3.02 3.76 4,78 5.14 7.38
Acora
CEPA
ATTCC 0 2.20 2.86 3.76 4.23 479 7.38
CEPA
NATIVA 16.12 13.46 12.93 12.18 11.55 10.63 6.00
Chacco
Azéngaro
CEPA
o, ATTCC 16.91 14.10 13.45 12.40 11.60 11.50 6.00
Difusién
en agar
CEPA
Chacco NATIVA 16.36 14.11 13.22 12.52 11.85 11.45 6.00
Acora
CEPA
ATTCC 16.75 14.33 13.63 12.93 12.49 11.99 6.00
Fuente: Matriz de datos. ANOVA p=0,000

La inhibicién del crecimiento de Porphyromonas gingivalis favorece el control de la

Periodontitis, y consecuentemente mejora el prondstico del caso.
Hipotesis Nula: La arcilla Chacco variedad Azangaro no tiene efecto inhibitorio en el
crecimiento de Porphyromonas gingivalis.

Hipotesis Alterna: La arcilla Chacco variedad Azangaro tiene efecto inhibitorio en el

crecimiento de Porphyromonas gingivalis.

Estadistico de prueba: Prueba ANOVA
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Nivel de significancia: 0,05
p valor: 0,0017
Decision: Se rechaza la hipotesis nula.

Hipotesis Nula: La arcilla Chacco variedad Acora no tiene efecto inhibitorio en el

crecimiento de Porphyromonas gingivalis.

Hipotesis Alterna: La arcilla Chacco variedad Acora tiene efecto inhibitorio en el

crecimiento de Porphyromonas gingivalis.

Estadistico de prueba: Prueba ANOVA
Nivel de significancia: 0,05

p valor: 0,0009

Decision: Se rechaza la hipotesis nula.

Asi respecto a la técnica de dilucidn en agar se observa que Porphyromonas gingivalis
cepa ATCC® 33277™ presenta mayor sensibilidad a la arcilla Chacco variedad Acora,
debido a que se evidencié un menor crecimiento bacteriano en todas las concentraciones
en comparacion a Porphyromonas gingivalis cepa nativa, dado que ésta tuvo una mejor
resistencia al estimulo y un mayor crecimiento, asi también se observa que
Porphyromonas gingivalis cepa ATCC® 33277™ es mas sensible a la arcilla Chacco
variedad Azangaro en concentraciones de 100mg/ml y 12.5mg/ml, sin embargo no tiene
el mismo resultado en concentraciones de 75mg/ml, 50mg/ml y 25 mg/ml, donde
resultaron mas sensibles Porphyromonas gingivalis cepa nativa, es decir aquellas

bacterias provenientes de pacientes con diagndstico de Periodontitis estadio 1l1.

Para la técnica de cultivo bacteriano de dilucidn en agar, se evidencia un comportamiento
mas regular en su efecto inhibitorio por parte de la arcilla Chacco proveniente de Acora
en comparacién a la variedad proveniente de Azangaro, esto se explicaria por el pH que

muestra la variedad Acora que es mas acido en comparacion a la variedad Azangaro.

Respecto a la técnica de difusion en agar (discos de sensibilidad) se puedo evidenciar que
Porphyromonas gingivalis cepa ATCC® 33277™ ¢s mas sensible que Porphyromonas

gingivalis cepa nativa, frente a las diferentes concentraciones de arcilla Chacco,
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independientemente de la variedad, ya que en todos los casos y concentraciones se aprecia
que Porphyromonas gingivalis cepa nativa muestra un menor diametro en los halos de
inhibicion, lo que también implica que la arcilla Chacco variedad Acora muestra un mejor

efecto inhibitorio cuando se aplica la técnica de difusion en agar (discos de sensibilidad).

El efecto inhibitorio en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis por parte de la arcilla
de Chacco provenientes de Azangaro y Acora, de debe a su estructura molecular, ya que
cuando es mezclado con agua manifiesta polaridad, por lo que esta propiedad le permite
adsorber y absorber los productos bacterianos y la propia bacteria, ademas de la liberacién
de iones que afectan la membrana celular bacteriana, provocando finalmente una
afectacion importante en el crecimiento bacteriano.

Los resultados muestran consistentemente en ambas técnicas de cultivo, por dilucion y
difusion en agar, que existe un efecto inhibitorio de la arcilla Chacco, variedades
Azéngaro y Acora, en el crecimiento de cepas nativas y estandarizadas de Porphyromona

gingivalis.

Morrison et al. (2016) realizaron hallazgos similares, al descubrir que las arcillas
antibacterianas naturales, cuando se hidratan y se aplican tdpicamente, matan a los
patégenos humanos. Lo hicieron porque el Fe2+ provoca la oxidacion de la membrana y
entra en el citoplasma, donde ataca a las proteinas intracelulares y al ADN con radicales
hidroxilos. EI Al3+, por su parte, dobla las proteinas de la membrana celular. Al aumentar

el dafio biomolecular, los 6xidos de Fe3+ se precipitan por la reaccion fatal (8).

Wang et al (2017) menciona que la actividad antibacteriana de rNAu-2 fue dependiente
de pH y concentracién de Fe (1), donde E. coli se destruyeron completamente a pH 6,
pero sobrevivieron a pH 7 y 8. Las imagenes in situ revelaron dafio de una membrana
lipidica, cardiolipina, en la region polar de las células de E. coli, y el Fe labil redox activo
se enriqueci0. Estos resultados demostraron que el Fe estructural (I1) es la fuente principal
de OH, que dafia la cardiolipina, y desencadena la afluencia de Fe2 + soluble en la célula,

y en ultima instancia conduce a la muerte celular(22).
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4.2. Discusion

El objetivo del presente estudio es la determinacion del efecto inhibitorio de la arcilla
Chacco en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis, utilizando dos variedades de
arcillas una proveniente de la provincia de Azangaro y otra de la provincia de Acora,
ambos ubicados en la regidn Puno, aplicando dos técnicas de cultivo bacteriano, dilucion
en Agar y difusion en Agar (discos de sensibilidad Kirby Bauer con pozos). Morrison en
el 2016 plantea que ciertas arcillas tienen propiedades antibacterianas, dado
principalmente por la liberacion de radicales metalicos y minerales de arcilla que
absorben cationes durante su interaccion con el agua (7), asi también Gomes en 2021 hace
hincapié en sefialar que la accion de metales reducidos presentes en los minerales
arcillosos o en su superficies externas como minerales asociados son los responsables
para que las arcillas naturales tengan propiedades bactericidas y bacteriostaticas (67), de
manera similar Cancapa en el 2016 sefiala que a medida que haya un incremento en el pH
de suspensiones acuosas de estas arcillas con propiedades bacteriostaticas se tendra un
menor efecto(14), en ese mismo sentido Morrison, Williams & Williams en el 2017
mostraron que la actividad antibacteriana es mayor en las arcillas que contienen pirita, las

arcillas blancas que no contienen sulfuro también inhiben el crecimiento bacteriano (9).

Los resultados encontrados en la presente investigacién muestran que para la técnica de
dilucion en Agar, existe una relacion inversamente proporcional entre las gradientes de
concentracion de la arcilla Chacco (12,5 mg/ml , 25 mg/ml, 50mg/ml, 75 mg/ml y
100mg/ml) y la cantidad de unidades formadoras de colonias de Porphyromonas
gingivalis, sin embargo estos resultados distan de los obtenidos para el control positivo
dado por Clorhexidina al 0,12%, cabe sefialar que este comportamiento se observo para

ambas variedades de arcilla Chacco.

Por otro lado los resultados al aplicar la técnica de cultivo bacteriano de difusion en agar,
discos de sensibilidad Kirby Bauer con pozos, sefialan que existe una relacién
directamente proporcional entre las gradientes de concentracion de la arcilla Chacco (12,5
mg/ml , 25 mg/ml, 50mg/ml, 75 mg/mly 100mg/ml) y el diametro del halo de inhibicion
en el crecimiento de Porphyromonas gingivalis, es decir que a mayor concentracién del
estimulo se observa un diametro mayor del halo inhibitorio. En este caso también los

resultados alcanzados distan significativamente de los expuestos por Clorhexidina al
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0,12%. Destaca, sin embargo, el efecto de la arcilla Acora que muestra un
comportamiento mas marcado en la actividad inhibitoria del crecimiento de
Porphyromonas gingivalis, esto probablemente al pH ligeramente mas acido en
comparacion a la variedad Azangaro, que fueron caracterizadas por Roque en el 2016
(49).

No se encontraron antecedentes que vinculen las variables estudiadas, sin embargo,
Azmin en 2021 hall6 que el crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 13565 y
Salmonella typhimurium ATCC 14028 fueron inhibidos significativamente al ser
expuestos a lixiviados de arcillas naturales, aplicando la técnica de discos de sensibilidad
K-B y sugiere que la toxicidad de los iones metélicos es responsable de la actividad
antibacteriana (68). No obstante, Caflish en 2018 evalu6 los efectos de la arcilla OMT
blue, sobre especies de estafilococos, estreptococos, enterobacterias y bacilo
gramnegativos no fermentadores, aplicando arcilla y sus lixiviados, encontrando un
biofilm reducido estadisticamente significativo en comparacion a los controles, excepto
para Staphylococus aureus USA300 y Staphylococus aureus IDRL-6169 (23). Zarate en
2017 investigo las propiedades antibacterianas de una arcilla natural con aditivos de
cuarzo, feldespato y calcita, ricas en Hierro, frente a 6 especies bacterianas 4 gram
negativos y 2 gram positivos en curvas de crecimiento de fase logaritmica, encontrando
que la arcilla evaluada sélo fue activa en bacterias gran negativas excepto Klebsella
neumonia, utilizando la técnica de dilucién en agar (46). También Quin en el 2018
encontrd una desactivacion bacteriana del 92 +/- 0,64% cuando mezcl6 muestras de un
afluente de aguas residuales con lixiviados de Montmorillonita saturadas con Fe+3, en un
periodo de 30 minutos. Ito, Okabe & Mori cuando incubaron Microcystis aeruginosa con
muestras de arcilla ricas en lllita y Montmorillonita, obteniendo una reduccién de dos

tercios del crecimiento bacteriano (25).

Los antecedentes y sus paralelos con la presente investigacién, evidencian aspectos
similares en el efecto de la exposicion de diversas especies bacterianas a los componentes
de las arcillas naturales y saturadas con otros compuestos aplicando diferentes técnicas
de cultivo bacteriano, sin embargo tal como manifiestan Gomez, Sanchez, Ocampo &
Restrepo en el 2012, que aunque la composicion quimica de las arcillas pueda ser
comparable, su composicion mineraldgica y por tanto sus propiedades quimicas y fisicas

son diversas (47), lo que explicaria el por qué algunas muestra de arcillas son efectivas
81

repositorio.unap.edu.pe
I



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

frente a una especie en particular y otras aunque de naturaleza similar no muestran ningun
efecto. Aspectos puntuales, como el pH, Eh, concentracion de radicales libres entre otros,

pueden ser determinantes en presencia de microorganismos bacterianos.

Cabe sefialar que existieron limitaciones de orden logistico y metodologico en el
desarrollo de la presente investigacion por el contexto de emergencia sanitaria por

COVID-19, debido a as restricciones implementadas por las autoridades de salud.
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CONCLUSIONES

Primero: La arcilla Chacco variedad Azangaro inhibe el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis cepa nativa, al utilizar la técnica de cultivo dilucion en Agar, siendo
las concentraciones de 50mg/ml y 12.5mg/ml las que tuvieron un mejor

desempefio.

Segundo: La arcilla Chacco variedad Azéangaro tiene un efecto inhibitorio positivo en el
crecimiento de Porphyromonas gingivalis cepa ATCC® 33277™, utilizando la
técnica de cultivo dilucion en Agar; Las concentraciones de 75mg/ml y

12.5mg/ml tuvieron un mejor desempefio.

Tercero: La arcilla Chacco variedad Azangaro tiene un efecto inhibitorio en el
crecimiento de Porphyromonas gingivalis cepa nativa, utilizando la técnica de

discos de sensibilidad. Existiendo un mejor desempefio al 12.5mg/ml.

Cuarto: La arcilla Chacco variedad Azangaro tiene un efecto inhibitorio positivo en el
crecimiento de Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™, utilizando la
técnica de cultivo difusion en Agar (discos de sensibilidad). Mostrando un

mejor desempefio las concentraciones de 25mg/ml y 12.5mg/ml.

Quinto: La arcilla Chacco variedad Acora inhibe el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis cepa nativa, utilizando la técnica de cultivo dilucion en Agar.

Existiendo un mejor comportamiento a la concentracion de 50mg/ml.

Sexto: La arcilla Chacco variedad Acora inhibe el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis cepa ATCC® 33277™, utilizando la técnica de cultivo diluciéon en
Agar. Mostrando mejores efectos a las concentraciones de 50mg/ml y

25mg/ml.

Septimo: La arcilla Chacco Acora, inhibe el crecimiento de Porphyromonas gingivalis
cepa nativa, utilizando la técnica de cultivo difusion en Agar (discos de
sensibilidad). Mostrando mejores efectos a las concentraciones de 50mg/ml y

25mg/ml.

Octavo: La arcilla Chacco Acora, inhibe el crecimiento de Porphyromonas gingivalis

cepa ATCC® 33277™, utilizando la técnica de cultivo difusion en Agar
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(discos de sensibilidad). Las concentraciones no presentaron diferencias

significativas.

Noveno: La arcilla Chacco variedades Azangaro y Acora inhiben el crecimiento de
Porphyromonas gingivales, en sus cepas nativa y ATCC® 33277™, al aplicar
las técnicas de cultivo bacteriano de dilucion en agar y difusion en agar, ademas
la arcilla chacco variedad Acora muestra un mejor efecto que la variedad
Azangaro.
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RECOMENDACIONES

Primero: A los docentes y estudiantes del programa académico de odontologia, que
realicen estudios in vitro con otras variedades y concentraciones de arcilla

de Chacco y su efecto en otro tipo de microorganismos.

Segundo: A los docentes y estudiantes del programa de odontologia, que realicen
estudios y ensayos clinicos con otras variedades y concentraciones de

arcilla de Chacco en el tratamiento de enfermedades periodontales.

Tercero: A los futuros investigadores, que realicen estudios para evaluar la citotoxicidad
de las diferentes variedades de arcilla chacco, en células epiteliales, tejido

conectivo y tejido éseo.
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ANEXO A. Pruebas estadisticas
Chacco Azédngaro CEPACTTCC

Pruebas de normalidad
Shapiro-
Kolmogorov-Smirnov? Wilk
Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.

CEPA 0.115 30 ,200" 0.955 30 0.236
ATTCC
CHACCO 0.139 30 0.142 0.910 30 0.015
AZANGARO

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors
Pruebe de ANOVA
ANOVA

CEPA CTTCC

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 47.737 5 9.547 5.208 0.002
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Dentro de 44.000 24 1.833
grupos
Total 91.736 29
DIFUSION EN AGAR
CEPA NATIVA
Correlaciones
chacco de CEPAS
halo de inhibicién Azéngaro NATIVAS
Rho de Spearman |chacco de | Coeficiente de 1.000 242"
Azangaro correlacion
Sig. (bilateral) 0.026
N 84 84
cepas nativa | Coeficiente 242" 1.000

correlacion

Sig. (bilateral) 0.026

N 84 84
*, La correlacion
es significativa en
el nivel 0,05
(bilateral).
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ANOVA
CEPA NATIVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 780.948 6 130.158 1681.076 0.000
Dentro de 5.962 77 0.077
grupos
Total 786.910 83

DIFUSION EN AGAR

CEPA ACTTC - CHACCO DE AZANGARO

Correlaciones
CEPACTTC | CHACCODEAZANGARO

Rho de|CEPACTTC Coeficiente 1.000 977"
Spearman de

correlacion

Sig. 0.000

(bilateral)

N 84 84
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CHACCODEAZANGARO | Coeficiente 977 1.000
de
correlacion
Sig. 0.000
(bilateral)
N 84 84
**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

ANOVA

CEPACTTC

Suma de Media

cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 800.671 6 133.445 2227.558 0.000
Dentro 4.613 77 0.060
grupos
Total 805.284 83
DILUCION EN AGAR
CHACCO ACORA
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Pruebas de normalidad
Shapiro-
Kolmogorov-Smirnov? Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico al Sig.
CEPANATIVA 0.193 25 0.017 0.898 25 0.016
CHACHOACORA 0.156 25 0.120 0.893 25 0.013
a. Correccion de
significacion  de
Lilliefors
ANOVA

CEPANATIVA

Suma de

cuadrados o] Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 24.905 4 6.226 426.039 0.000
Dentro de grupos 0.292 20 0.015
Total 25.197 24
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DILUCION DE AGAR

CEPA ATTCC - CHACCO ACORA

TESIS EPG UNA - PUNO

Pruebas de normalidad

Shapiro-
Kolmogorov-Smirnov? Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig
CEPA 0.142 30 0.127 0.927 30 0.042
ATTCC
Chacco Acora 0.139 30 0.142 0.910 30 0.015
a. Correccion
de
significacion
de Lilliefors
ANOVA

CEPA ATTCC
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Suma de Media
cuadrados al cuadrética F Sig.
Entre grupos 45.595 5 9.119 4.873 0.003
Dentro de 44,916 24 1.871
grupos
Total 90.511 29
DIFUSION EN AGAR
CEPA NATIVA - CHACCO ACORA
Correlaciones
difusioncepanativa ChaccoAcoras
Rho de | CEPA Coeficiente 1.000 ,989™
Spearman NATIVA de correlacion
Sig. 0.000
(bilateral)
N 84 84
Chacco Acora | Coeficiente ,989™ 1.000
de correlacion
Sig. 0.000
(bilateral)
N 84 84
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*x La
correlacién es

significativaen

el nivel 0,01
(bilateral).
ANOVA

CEPA NATIVA

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 735.535 6 122.589 4331.043 0.000
Dentro de 2.179 77 0.028
grupos
Total 737.714 83

DIFUSION EN AGAR

CEPA ATTCC - CHACCO ACORA

Correlaciones

Cepa ATTCC | Chacco Acora
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Rho de Spearman | Cepa ATTCC | Coeficiente  de 1.000 ,985™
correlacion
Sig. (bilateral) 0.000
N 84 84
Chacco Acora | Coeficiente  de ,985™ 1.000
correlacion
Sig. (bilateral) 0.000
N 84 84
**_La correlacion
es significativa en
el nivel 0,01
(bilateral).
ANOVA
CEPA
ATTCC
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 784.247 6 130.708 2918.750 0.000
Dentro  de 3.448 77 0.045
grupos
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Total 787.695 83
Suma de Media

ANOVA cuadrados gl cuadrética F
Azangaro cepa nativa Entre grupos 780,948 6 130,158 1681,076

Dentro de grupos 5,962 77 077

Total 786,910 83
Azangaro cepa CTTCC Entre grupos 800,671 6 133,445 2227,558

Dentro de grupos 4,613 77 060

Total 805,284 83
Acora cepa nativa Entre grupos 735,535 6 122,589 4331,043

Dentro de grupos 2,179 77 028

Total 737,714 83
Acora cepa CTTCC Entre grupos 784,247 6 130,708 2918,750

Dentro de grupos 3,448 77 045

Total 787,695 83

ANOVA
Sig.
Azangaro cepa nativa Entre grupos ,000
Dentro de grupos
Total
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Azéangaro cepa CTTCC Entre grupos ,000

Dentro de grupos

Total

Acora cepa hativa Entre grupos ,000

Dentro de grupos

Total

Acora cepa CTTCC Entre grupos ,000

Dentro de grupos

Total

Pruebas post hoc

Comparaciones multiples
HSD Tukey
Diferencia de medias (I-J)
(I) Grupo

Variable dependiente (J) Grupo Control - 12.5% 25% 50% 75%
Azéngaro cepa nativa Control - 4,6333" 5,5500" 6,1833" 6,9333"

12.5% -4,6333" ,9167°|  1,5500"|  2,3000"

25% -5,5500" -,9167 ,6333"|  1,3833
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50% -6,1833"|  -1,5500" -,6333 ,7500"
75% -6,9333"| -2,3000"| -1,3833" -,7500"
100% -7,4667"| -2,8333"| -1,9167°| -1,2833" -,5333"
Control + -10,8958"| -6,2625'| -5,3458"| -4,7125"| -3,9625"
Azangaro cepa CTTCC | Control - 5,5000°| 5,6000°| 6,4000"|  7,4583"
12.5% -5,5000" ,1000 ,9000" 1,9583"
25% -5,6000" -,1000 ,8000"|  1,8583"
50% -6,4000" -,9000" -,8000 1,0583*
75% -7,4583"| -1,9583"| -1,8583"| -1,0583"
100% -8,1083"| -2,6083"| -2,5083"| -1,7083" -,6500"
Control + -10,9133"| -5,4133°| -5,3133"| -4,5133"| -3,4550"
Acora cepa hativa Control - 5,4583" 5,8583" 6,5250" 7,2250"
12.5% -5,4583" ,4000"|  1,0667"| 1,7667"
25% -5,8583" -,4000 ,6667"|  1,3667"
50% -6,5250"| -1,0667" -,6667" ,7000*
75% -7,2250"| -1,7667°| -1,3667" -,7000"
100% -8,1167"| -2,6583"| -2,2583"| -1,5917 -,8917
Control + -10,3667"| -4,9083°| -4,5083"| -3,8417°| -3,1417"
Acora cepa CTTCC Control - 5,9917" 6,4917" 6,9333" 7,6333"
12.5% -5,9917 ,5000* 9417 1,6417*
25% -6,4917" -,5000" 4417 1,1417
50% -6,9333" -,9417" -, 4417 ,7000*
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75% -7,6333°|  -1,6417*| -1,1417 -,7000*
100% -8,3333" -2,3417" -1,8417" -1,4000" -,7000"
Control + -10,7508" -4,7592" -4,2592" -3,8175" -3,1175"
Comparaciones multiples
HSD Tukey
Diferencia de medias (I-J)
(1) Grupo
Variable dependiente (J) Grupo 100% Control + Control - 12.5% 25%
Azangaro cepa nativa Control - 7,4667 10,8958" ,1136 , 1136
12.5% 2,8333 6,2625" ,1136 ,1136
25% 1,9167" 5,3458" , 1136 , 1136
50% 1,2833" 4,7125" , 1136 , 1136 , 1136
75% ,56333" 3,9625 , 1136 , 1136 , 1136
100% 3,4292° ,1136 ,1136 ,1136
Control + -3,4292" , 1136 , 1136 , 1136
Azangaro cepa CTTCC Control - 8,1083" 10,9133 ,0999 ,0999
12.5% 2,6083" 5,4133" ,0999 ,0999
25% 2,5083" 5,3133" ,0999 ,0999
50% 1,7083" 4,5133" ,0999 ,0999 ,0999
75% ,6500" 3,4550" ,0999 ,0999 ,0999
100% 2,8050" ,0999 ,0999 ,0999
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Control + -2,8050" ,0999 ,0999 ,0999
Acora cepa hativa Control - 8,1167"* 10,3667" ,0687 ,0687
12.5% 2,6583" 4,9083" ,0687 ,0687
25% 2,2583" 4,5083" ,0687 ,0687
50% 1,5917" 3,8417" ,0687 ,0687 ,0687
75% ,8917" 3,1417" ,0687 ,0687 ,0687
100% 2,2500" ,0687 ,0687 ,0687
Control + -2,2500" ,0687 ,0687 ,0687
Acora cepa CTTCC Control - 8,3333" 10,7508" ,0864 ,0864
12.5% 2,3417" 4,7592" ,0864 ,0864
25% 1,8417 4,2592* ,0864 ,0864
50% 1,4000" 3,8175" ,0864 ,0864 ,0864
75% ,7000" 3,1175" ,0864 ,0864 ,0864
100% 2,4175" ,0864 ,0864 ,0864
Control + -2,4175" ,0864 ,0864 ,0864
Comparaciones multiples
HSD Tukey
Error estandar
(1) Grupo
Variable dependiente (J) Grupo 50% 75% 100% Control + Control -
Azangaro cepa nativa Control - ,1136 ,1136 1136 , 1136
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12.5% ,1136 ,1136 ,1136 ,1136 ,000
25% ,1136 ,1136 ,1136 ,1136 ,000
50% ,1136 ,1136 ,1136 ,000
75% ,1136 ,1136 ,1136 ,000
100% ,1136 ,1136 ,1136 ,000
Control + ,1136 ,1136 ,1136 ,000
Azéangaro cepa CTTCC Control - ,0099 ,0999 ,0999 ,0999
12.5% ,0999 ,0999 ,0999 ,0999 ,000
25% ,0999 ,0999 ,0999 ,0999 ,000
50% ,0999 ,0999 ,0999 ,000
75% ,0999 ,0999 ,0999 ,000
100% ,0999 ,0999 ,0999 ,000
Control + ,0999 ,0999 ,0999 ,000
Acora cepa nativa Control - ,0687 ,0687 ,0687 ,0687
12.5% ,0687 ,0687 ,0687 ,0687 ,000
25% ,0687 ,0687 ,0687 ,0687 ,000
50% ,0687 ,0687 ,0687 ,000
75% ,0687 ,0687 ,0687 ,000
100% ,0687 ,0687 ,0687 ,000
Control + ,0687 ,0687 ,0687 ,000
Acora cepa CTTCC Control - ,0864 ,0864 ,0864 ,0864
12.5% ,0864 ,0864 ,0864 ,0864 ,000
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25% ,0864 ,0864 ,0864 ,0864 ,000
50% ,0864 ,0864 ,0864 ,000
75% ,0864 ,0864 ,0864 ,000
100% ,0864 ,0864 ,0864 ,000
Control + ,0864 ,0864 ,0864 ,000

Comparaciones multiples
HSD Tukey
Sig.
(1) Grupo

Variable dependiente (J) Grupo 12.5% 25% 50% 75% 100%

Azangaro cepa nativa Control - ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
12.5% ,000 ,000 ,000 ,000
25% ,000 ,000 ,000 ,000
50% ,000 ,000 ,000 ,000
75% ,000 ,000 ,000 ,000
100% ,000 ,000 ,000 ,000
Control + ,000 ,000 ,000 ,000 ,000

Azangaro cepa CTTCC Control - ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
12.5% ,952 ,000 ,000 ,000
25% ,952 ,000 ,000 ,000
50% ,000 ,000 ,000 ,000
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75% ,000 ,000 ,000 ,000
100% ,000 ,000 ,000 ,000
Control + ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
Acora cepa hativa Control - ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
12.5% ,000 ,000 ,000 ,000
25% ,000 ,000 ,000 ,000
50% ,000 ,000 ,000 ,000
75% ,000 ,000 ,000 ,000
100% ,000 ,000 ,000 ,000
Control + ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
Acora cepa CTTCC Control - ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
12.5% ,000 ,000 ,000 ,000
25% ,000 ,000 ,000 ,000
50% ,000 ,000 ,000 ,000
75% ,000 ,000 ,000 ,000
100% ,000 ,000 ,000 ,000
Control + ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
Comparaciones multiples
HSD Tukey
95% de intervalo de confianza
Sig. Limite inferior
Variable dependiente (J) Grupo (I) Grupo (1) Grupo
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Control + Control - 12.5% 25% 50%
Azéangaro cepa nativa Control - ,000 4,289 5,206 5,839
12.5% ,000 -4,977 573 1,206
25% ,000 -5,894 -1,261 ,289
50% ,000 -6,527 -1,894 -,977
75% ,000 7,277 -2,644 -1,727 -1,094
100% ,000 7,811 -3,177 -2,261 -1,627
Control + -11,240 -6,606 -5,690 -5,056
Azéangaro cepa CTTCC Control - ,000 5,197 5,297 6,097
12.5% ,000 -5,803 -,203 ,597
25% ,000 -5,903 -,403 497
50% ,000 -6,703 -1,203 -1,103
75% ,000 -7,761 -2,261 -2,161 -1,361
100% ,000 -8,411 -2,911 -2,811 -2,011
Control + -11,216 -5,716 -5,616 -4,816
Acora cepa hativa Control - ,000 5,250 5,650 6,317
12.5% ,000 -5,666 ,192 ,859
25% ,000 -6,066 -,608 ,459
50% ,000 -6,733 -1,275 -,875
75% ,000 -7,433 -1,975 -1,575 -,908
100% ,000 -8,325 -2,866 -2,466 -1,800
Control + -10,575 -5,116 -4,716 -4,050
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Acora cepa CTTCC Control - ,000 5,730 6,230 6,672
12.5% ,000 -6,253 ,238 ,680
25% ,000 -6,753 -,762 ,180
50% ,000 7,195 -1,203 -,703
75% ,000 -7,895 -1,903 -1,403 -,962
100% ,000 -8,595 -2,603 -2,103 -1,662
Control + -11,012 -5,021 -4,521 -4,079
Comparaciones multiples
HSD Tukey
95% de intervalo de confianza
Limite inferior
() Grupo
Variable dependiente (J) Grupo 75% 100% Control + Control - 12.5%
Azéangaro cepa nativa Control - 6,589 7,123 10,552 4,977
12.5% 1,956 2,489 5,919 -4,289
25% 1,039 1,573 5,002 -5,206 -,573
50% ,406 ,939 4,369 -5,839 -1,206
75% ,189 3,619 -6,589 -1,956
100% -,877 3,085 -7,123 -2,489
Control + -4,306 -3,773 -10,552 -5,919
Azéangaro cepa CTTCC Control - 7,156 7,806 10,611 5,803
12.5% 1,656 2,306 5,111 -5,197
115

e esta tes

unap.edu.pe
1S



" NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

25% 1,556 2,206 5,011 -5,297 ,203
50% , 756 1,406 4,211 -6,097 -,597
75% 347 3,152 -7,156 -1,656
100% -,953 2,502 -7,806 -2,306
Control + -3,758 -3,108 -10,611 -5,111

Acora cepa hativa Control - 7,017 7,909 10,159 5,666
12.5% 1,559 2,450 4,700 -5,250
25% 1,159 2,050 4,300 -5,650 -,192
50% ,492 1,384 3,634 -6,317 -,859
75% ,684 2,934 -7,017 -1,559
100% -1,100 2,042 -7,909 -2,450
Control + -3,350 -2,458 -10,159 -4,700

Acora cepa CTTCC Control - 7,372 8,072 10,489 6,253
12.5% 1,380 2,080 4,498 -5,730
25% ,880 1,580 3,998 -6,230 -,238
50% ,438 1,138 3,556 -6,672 -,680
75% ,438 2,856 -7,372 -1,380
100% -,962 2,156 -8,072 -2,080
Control + -3,379 -2,679 -10,489 -4,498

Comparaciones multiples
HSD Tukey
Variable dependiente (J) Grupo 95% de intervalo de confianza
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Limite superior
(I) Grupo
25% 50% 75% 100% Control +

Azéangaro cepa nativa Control - 5,894 6,527 7,277 7,811 11,240
12.5% 1,261 1,894 2,644 3,177 6,606
25% 977 1,727 2,261 5,690
50% -,289 1,094 1,627 5,056
75% -1,039 -,406 ,877 4,306
100% -1,573 -,939 -,189 3,773
Control + -5,002 -4,369 -3,619 -3,085

Azéangaro cepa CTTCC Control - 5,903 6,703 7,761 8,411 11,216
12.5% ,403 1,203 2,261 2,911 5,716
25% 1,103 2,161 2,811 5,616
50% -,497 1,361 2,011 4,816
5% -1,556 -, 756 ,953 3,758
100% -2,206 -1,406 -,347 3,108
Control + -5,011 -4,211 -3,152 -2,502

Acora cepa hativa Control - 6,066 6,733 7,433 8,325 10,575
12.5% ,608 1,275 1,975 2,866 5,116
25% 875 1,575 2,466 4,716
50% -,459 ,908 1,800 4,050
5% -1,159 -,492 1,100 3,350
100% -2,050 -1,384 -,684 2,458
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Control + -4,300 -3,634 -2,934 -2,042
Acora cepa CTTCC Control - 6,753 7,195 7,895 8,595 11,012
12.5% 762 1,203 1,903 2,603 5,021
25% 703 1,403 2,103 4,521
50% -,180 ,962 1,662 4,079
75% -,880 -,438 ,962 3,379
100% -1,580 -1,138 -,438 2,679
Control + -3,998 -3,556 -2,856 -2,156
Pruebas Tukey
Subconjunto
para alfa = 0.05
N 1 2 3
HSD Tukey? Control (+) 12 0.0000

100mg/ml 12 2.6000

75mg/ml 12 3.0800

50mg/ml 12 4.0100 4.0100

25mg/ml 12 4.8900 4.8900

Control (-) 12 5.9060

12.5mg/mi 12 6.0700

Sig. 1.000 0.092 0.164
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Subconjunto
para alfa =
0.05
N 1 2 3
HSD Tukey* | Control (+) 12 0.0000

100mg/mi 12 2.5760
75mg/ml 12 3.5160 3.5160
50mg/ml 12 4.7160 4.7160
25mg/ml 12 5.4920
Control (-) 12 5.9060
12.5mg/ml 12 5.9460
Sig. 1.000 0.136 0.063

cepanativadifusionazangaro
Subconjunto
para alfa =
cepa3 0.05
N 1 2 3 4 5 6 7

HSD ,00 12 6.0000
Tukey?

1,00 12 10.6333

2,00 12 11.5500

3,00 12 12.1833

4,00 12 12.9333

5,00 12 13.4667

6,00 12 16.8958
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‘Sig. ‘ 1.000‘ 1.000‘ 1.000‘ 1.000‘ 1.000‘ 1.000| 1.000
cepaattccdifusionazangaro
Subconjunto para alfa =
N |0.05
1 2 3 4 5 6
HSD
Tukeya Control (+) 12 160,000
100mg/ml |12 115,000
75mg/ml 12 116,000
50mg/ml 12 124,000
25mg/ml 12 134,583
12.5mg/ml |12 141,083
Control (-) |12 169,133
Sig. 1,000 |,952 1,000/ 1,000, 1,000| 1,000
Subconjunto
para alfa =
0.05
N 1 2 3 4
HSD Tukey? | Control 12 0.0000
(+)
100mg/ml 12 2.5220 2.5220
75mg/ml 12 3.0240 3.0240
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50mg/ml 12 3.7580 3.7580 3.7580
25mg/mll 12 4.7760 4.7760 4.7760
12.5mg/ml 12 5.1420 5.1420
Control (-) 12 5.9580
Sig. 0.052 0.106 0.149 0.122
Subconjunto
para alfa =
0.05
N 1 2 3 4
HSD Tukey2 | Control 12 0.0000
(+)
100mg/ml 12 2.1960 2.1960
75mg/mi 12 2.8560 2.8560
50mg/mi 12 3.7620 3.7620 3.7620
25mg/ml 12 4.2280 4.2280 4.2280
12.5mg/ml 12 4.7880 4.7880
Control (-) 12 5.9580
Sig. 0.125 0.185 0.231 0.125
cepanativaacoradifusion
Subconjunto
para alfa =
cepab 0.05
N 1 2 3 4 5 6 7
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HSD |,00 12 6.0000
Tukey?
1,00 12 11.4583
2,00 12 11.8583
3,00 12 12.5250
4,00 12 13.2250
5,00 12 14.1167
6,00 12 16.3667
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

cepaAttccacoradifusion
Subconjunto
para alfa =
cepa’ 0.05
N 1 2 3 4 5 6 7

HSD ,00 12 6.0000
Tukey?

1,00 12 11.9917

2,00 12 12.4917

3,00 12 12.9333

4,00 12 13.6333

5,00 12 14.3333

6,00 12 16.7508
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‘ ‘Sig. ‘ ‘ 1.000‘ 1.000‘ 1.000 1.000 1.000’ 1.000‘ 1.000‘
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ANEXO 2. DOCUMENTOS - EVIDENCIA

W suorsidscd Nooionad sbole eplor - Do
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE, ENCARGADO DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE LA
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

HACE CONSTAR:

Que, el sefior GAELORD VLADIMIR HUACASI SUPOQ, identificado con DNL
02449702 con codigo de estudiante N°172345 de la Escuela de post grado de
la Facultad de Ciencias de la Salud de la UNA- PUNO, quien ha realizado su
Proyecto de Tesis titulado: “EFECTO INHIBITORIO DE LA ARCILLA CHACCO, EN
EL CRECIMIENTO DE Porphyromona gingivalis PUNO 2020” para optar el grado
académico de; Doctor en Ciencias de la Salud, realizado en el Laboratorio de
Microbiologia de esta Facultad, en la fecha de enero a marzo del 2021.

Se expide la presente a solicitud de la interesada, para los fines que estime

conveniente.

Puno, 03 de julio del 2021

& T B,AA_;TLBINO LORGIO PALACIOS FRISANCHO

‘tt\/l//ﬂ a1t
-0

N\
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Dhivorsisdicd NoiomalcoleAlplono- Pire P}
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

CERTIFICADO DE CEPA BACTERIANA
EL QUE SUSCRIBE:

Certifica la pureza de cepas para Parphyramanas gingivalis, las que se han cbtenida

tomando en cuenta el siguiente procedimiento:

1. Las muestras de placa subgingival y liofilizado estandarizado fueron dispersadas y
mezcladas por 45 segundos agitando en un vortex-mixer )

2. seguido de diluciones seriadas en PBS (buffer fosfato pH 7,4) de la suspension
bacteriana mantenida en el RTF.

3. Un volumen de 100 ml de la dilucién adecuada, se sembrd en agar sangre.

4. Caracteristicas ambientales.

Las placas fueron incubadas en condiciones de anaerobiosis a 35 °C ;
Tiempo de incubacién hasta 14 dias, en jarra con generador de atmésfera
anaerobia (Anaerogen)

5. Para la identificacién del Porphyromona gingivalis, se tomé en cuenta los criterios

fenotipicos.

a. Morfologia macroscépica, borde irregular, elevacién céncava, color verdosa parda
o negra, forma irregular,

b. Morfologia microscépica, bacteria bacilo corto y cocoide gram negativo.

c. Resistencia o sensibilidad a antibidticos.
Resistente a amoxicilina y bacitracina, Sensible a aminoglucdcidos

d. Propiedades Bioquimicas, BANA (Benzoil-DL-Arginina-Naftilamida) Sistema AP}
20A (BioMérieux, Francia).

Cepa estandarizada: Constituida por cepas de microorganismo liofilizado
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (Minnesota, USA, importado por Genlab del
Peru SAC)

Cepa nativa: A partir de muestras bioldgicas proporcionadas por el investigador.
Nota: Los procedimientos de caracterizacién realizados, fueron los mismos en
ambas muestras, siguiendo los métodos estdndar propuestos por el Instituto

Nacional de Salud (INS).
AN E A "A vl
/ot fo,\% 7 ///4/
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Ubircrsidicd Noscional bl Splloro- Do
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA
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ANEXO 3. CONSENTIMENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

V&D SERVICIOS DE SALUDE. I. R, L.

2.- INVESTIGADOR: Mg. Gaelord Viadimir Huacasi Supo

Dr. Moisés Apaza Ahumada

Efecto inhibitorio de la arcilla Chacco en el crecimiento de

Porphyromonas Gingivalis, Puno 2020.

1.- INSTITUCIONES:

3.- TITULO:

4.- JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El propésito del estudio es determinar el efecto de la arcilla Chacco, producto natural de uso
frecuente en nuestro medio, sobre la bacteria Porphyromonas gingivalis, periodonto patégeno
asociado al desarrollo de Periodontitis, con la finalidad de evaluar el potencial inhibitorio de la

arcilla.

5.- METODOLOGIA:

Si usted acepta participar se procedera de la siguiente manera:

a.- Toma de temperatura y desinfeccion externa.

b.- Desinfeccién del ambiente donde se tomara la muestra.

c.- Diagnéstico Periodontal y examen radiogréfico gratuito.

d.- Remocién de sarro dental y recojo de las muestras provenientes de bolsas periodontales
mayores o iguales a Smm.

e.- Tratamiento perlodontal basico (Ferulizacién, raspado radicular, alisado radicular y pulido
de superficies) gratuito.

f.- Las muestras temadas, seran colocadas en medios de almacenamiento temparal y luego
llevadas al laboratorio de microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional

del Altiplano.
6.- CONFIDENCIALIDAD:

El investigador registrara su informacién con cédigos, no sera necesario colocar su nombre o
algln otro dato personal. Si el estudio es publicado en una revista cientifica, no se mostrara
ninguna informacion que permita la identificacion de las personas que participan en este
estudio. Los registros recabados no seran mostrados a ninguna persona ajena al estudio sin su

consentimiento.
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7.- CONSENTIMIENTO:

He recibido y comprendo perfectamente la informacién que se me ha brindado sobre los
propositos y procedimientos si participo en el estudio.

Acepto voluntariamente participar en el estudio y también entiendo que puedo decidir no
participar o retirarme en cualquier momento sin dar explicaciones.

Firma del participante Huella Digital Fecha
DNI:

Nombres y Apellidos:

Firma del investigador Huella Digital Fecha

DN

Nombres y Apellidos:
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ANEXO B. PANEL FOTOGRAFICO

ARCILLA ACORA

TESIS EPG UNA - PUNO

ARCILLA AZANGARO

PESAJE DE MUESTRA DE ARCILLA
ARCILLA CHACCO

VARIEDAD ACORA

PESAJE DE MUESTRA DE
ARCILLA CHACCO

VARIEDAD AZANGARO
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DILUCION DE MUESTRAS DE ARCILLA CHACCO

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ARCILLA CHACCO VARIEDAD
AZANGARO
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DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ARCILLA CHACCO VARIEDAD ACORA

MEDIO DE CULTIVO AGAR SANGRE VOTEXADO DE MUESTRAS
BIOLOGICAS

131

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
|



, UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO
g Repositorio Institucional

PLACAS PETRI PARA CEPAS NATIVAS PLACAS PETRI PARA CEPAS
ESTANDARIZADAS

CAMARA DE AEROBIOSIS INCUBACION DE PLACAS CON
MUESTRAS
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PLACA PETRI CON CEPAS NATIVAS PLACA PETRI CON CEPAS
ESTANDARIZADAS
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ANEXO 5. FICHA DE OBSERVACION

EICHA DE OBSERVACION PARA LA RECOLECCION DE DATOS

i.- IDENTIFICACION DE LA UNIDAD DE ANALISIS

CODIGO DE LA PLACA PETRE: ..o
NUMERO DE REPETICION: ..o
FECHA DE CULTIVO: oo

FE A D L G R A e e or et e s

OBSERVACIONES:

ii.- TECNICA DE CULTIVO BACTERIANO:

DILUCION EN AGAR T

DIFUSION EN AGAR [_]

lIi.- CONCENTRACCION DE LA ARCILLA CHACCO IV VARIEDAD DE ARCILLA CHACCO
100mg/ml VARIEDAD AZANGARO  [_]
75mg/ml VARIEDAD ACORA 2]

50mg/mi

25mg/mi

qooam

12,5mg/ml
Control Positivo Clorhexidina [l
Control Negativo Suero Fisiolégico [

V.- LONGITUD DEL HALO DE INHIBICION:

Vi.- RECUENTO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

e Cuantificar el desarrollo observado en los medios sembrados: contar las colonias y multiplicar
por el factor de dilucién para determinar el nimero de bacterias presentes en 1 mi de material,

& Interpretacion del recuento obtenido: identificar los microorganismos presentes en recuento
significativo (2 10* UFC/mil).

APELLIDOS Y NOMBRES DEL OBSERVADOR FIRMA
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