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INTRODUCCION

Las plantas han cumplido un papel importante en el rea terapéutica gracias a las multiples
propiedades contenidas en ellas, en aras de buscar nuevas alternativas vegetales, se ha
incrementado el estudio de sus componentes para reconocer aquellas beneficiosas para la

higiene bucal, gracias a la diversidad de especies vegetales en Ecuador.

Se eligio ARRAYAN (Myrcianthes rhopaloides) y PUMIN (Salvia squalens), su seleccion
se baso en su interés como un fitoterapico y por ser ampliamente utilizado para la limpieza
bucal en las comunidades indigenas de Cotopaxi y Chimborazo, segin MALDONADO
E.(38)., el aceite esencial de Arrayan presenta un amplio espectro de accion bactericida
sobre Streptococcus mutans y Streptococcus pyogenes, agentes causantes de la caries
dental; NEIRA A.(47).; en su Publicacion “Estudio fitoquimico y actividad Antibacterial
de Psidium guineense Sw (choba) frente a Streptococcus mutans”, sefiala su potencialidad
antibacterial en forma de extracto etanolico; el Pumin es una rara especie de Salvia que
crece solo en Peri y Ecuador, no posee informacion bibliografica acerca de sus
caracteristicas terapéuticas, sin embargo en base a su conocimiento ancestral sabemos que
posee propiedades antimicrobianas, antisépticas, Gtiles en caso de inflamacion de las encias

y limpieza dental.(64).

Actualmente, un dentifrico comercial contiene aditivos fuertes entre sus componentes,

provocando sensibilidad dentaria segin McBAIN, A (2003), el Triclosan que es un agente
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microbicida, inhibe Unicamente la colonizacion bacteriana, mas no posee efecto alguno
sobre la microbiota ya establecida sobre las superficies dentales.(40).; al igual que los
dentifricos que incluyen alcohol inducen a una colonizacién bacteriana acelerada por

ausencia de sustancias antibacteriales de la saliva.(21).

La facil incorporacion de productos naturales a la rutina diaria de higiene bucal, a incitado
el estudio de las drogas vegetales seleccionadas (Myrcianthes rhopaloides y Salvia
squalens), de las cuales se obtuvo su extracto fluido a partir de su percolacion para evaluar
su actividad antimicrobiana combinada en discos de sensibilidad frente a microorganismos
patdgenos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y
Candida albicans; y asi para determinar la concentracion optima en la que muestran la

mejor actividad antimicrobiana para su posterior incorporacién en un dentifrico.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. FITOTERAPIA

Fitoterapia se denomina asi a la ciencia que estudia el uso de las plantas con finalidad
medicinales, ya sea para prevenir, para atenuar o para curar un estado patoldgico. El
empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una préctica que se ha utilizado

desde la prehistoria.(33).

La fitoterapia, nunca ha dejado de tener vigencia. Muchas de las especies vegetales
utilizadas por sus virtudes curativas entre los antiguos egipcios, griegos y romanos pasaron
a formar parte de la farmacopea medieval, que mas tarde se vio enriquecida por el aporte de
los conocimientos del Nuevo Mundo. Dichas plantas medicinales y los remedios que

entonces utilizaban se siguen usando hoy en dia.(1).

1.1.1. MEDICINA TRADICIONAL

La medicina tradicional es todo el conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basados
en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes culturas, sean o0 no

explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el
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diagnostico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas o mentales. (53).

1.1.11. LAS NUEVAS TENDENCIAS DE MEDICAMENTOS EN EL
ECUADOR

En los dltimos quince afios en el pais se produjeron notables cambios en la formulacién de
formas farmacéuticas solidas, fundamentalmente en la incorporacion de nuevos excipientes
en la produccién de medicamentos, en la actualidad, se tiende a incrementar el uso de
agentes humectantes y deslizantes, simplificando de esta manera las formulaciones, estas
requieren del agregado de sustancias excipientes que mejoren las caracteristicas

farmacotécnicas de los extractos en la linea de produccion.

La eleccién de la forma farmacéutica mas apropiada para un producto fitoterapico debe

considerar los siguientes objetivos:

a) Mantener la eficacia y la seguridad del componente activo y asegurar su calidad.

b) Permitir la administracion de la dosis efectiva del componente activo, con precision
adecuada a su empleo seguro y su adecuacion a casos especificos.

c) Resolver los problemas de estabilidad.

d) Aumentar el nivel de adherencia al tratamiento confiriéndole caracteristicas

sensoriales (gustativas, olfativas y visuales) aceptables al producto. (6).
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1.1.2. PLANTAS MEDICINALES

De acuerdo a la OMS, Planta Medicinal es todo vegetal que contiene en uno 0 mas de sus
Organos sustancias que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos o que son los
precursores de hemisintesis farmacéutica. El valor medicinal de una planta se debe a la
presencia en sus tejidos de una o varias sustancias quimicas conocidos como principios
activos, son aquellos los compuestos de los medicamentos herbarios que tienen efecto
terapéutico produciendo una accidn fisioldgica concreta sobre el organismo humano. (11).

Los constituyentes quimicos se agrupan segun su origen biosintético en:

a. TERPENOS Y ESTEROIDES

Monoterpenos: Constituye un importante grupo de hidrocarburos, alcoholes y
cetonas, son los compuestos mayoritarios de los aceites esenciales obtenidos de hojas,

raices, corteza y flores de diversas plantas.

Sesquiterpenlactonas: Son derivadas biogenéticamente de los sesquiterpenos,
sustancias amargas que se encuentran en todas las partes de las plantas, de gran importancia
por la variada accion bioldgica por su accidén citotoxica, antitumoral, analgésica,

inhibidoras del crecimiento de bacterias, entre otras.

Diterpenos: Provee la funcion protectora en la planta, el crecimiento vegetal,

actividad antitumoral, actividad irritante, actividad antiinflamatoria, edulcorante, etc.
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Triterpenoides y Esteroides: Los triterpenoles y esteroles son solidos, incoloros,
cristalinos, Opticamente activos, de alto punto de fusion; los esteroles, generalmente tiene
punto de fusién menos que 200°C vy los triterpenoles mayor que 200°C. Las saponinas son
glicosidos de ambos, triterpenos y esteroles, dan soluciones jabonosas, y algunos extractos
crudos de plantas, Los glicosidos cardiacos tienen la habilidad de ejercer una especifica y
fuerte accién sobre el muasculo cardiaco, son llamados también principios cardioténicos.
(43).

b. FLAVONOIDES

Son uno de los grupos mas numerosos y ampliamente distribuidos, generalmente
encontrados como aglicona y /o glicosidos, se hallan presentes en todas las partes de las
plantas, siendo méas comunes las flavonas y flavonoles, y més restringidas en su ocurrencia
las isoflavonas, las chalconas y auronas. Los flavonoides se emplea en la conservacion de
grasas o jugos de frutas debido a las propiedades antioxidantes, sirven como dilatadores de
las coronarias, espasmolitica, antihepatotdxica, colerética, estrogénica, diurética,

antimicrobiana y fungitdxica. (33).

c. CUMARINAS

Son compuestos ampliamente distribuidos en todas las partes de la planta desde la raiz a
flores y frutos siendo mas abundante en estos Gltimos. Poseen un amplio rango de actividad

bioldgica:  accion  anticoagulante,  antibacterial,  antibidtica,  hepatotoxidad,
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carcinogenicidad, fotosensibilizadora, insecticida como también aplicaciones como

saborizantes y en perfumeria.

d. CROMENOS Y BENZOFURANOS

Estos compuestos se encuentran presentes generalmente en hojas, tallos y raices, han
demostrado ser biolégicamente activos siendo: bacteriostaticos, actividad antitumoral,

fototoxicos a varios hongos y bacterias, accion insecticida. (33).

e. QUINONAS

Las quinonas son un grupo de compuestos cuya coloracién puede ser desde el amarillo
palido hasta casi negro. Se encuentran frecuentemente en la corteza, en el corazén de la
madera o de la raiz, y en algunos casos en las hojas, donde su color esta enmascarado por
otros pigmentos, han sido reconocidas por sus propiedades tintéreas; algunas presentan
ademas otras propiedades como catartica, antimicGtica, activa para la leshmaniasis,

cilostatica, bacteriostatica, etc. (43).

f. ALCALOIDES

Los alcaloides constituyen el grupo mas grande de metabolitos secundarios de plantas. Se
encuentran en las semillas, raices, cortezas y hojas; al estado libre o como glicosidos, o

formando sales con acidos organicos, poseen significante actividad farmacolégica como:
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antiespasmadico, anestésico local, sedante, analgésico, hipnético, emético, expectorante,
antipirético, amebicida, estimulante cardiaco, diurético, midriatico, narcético, ténico,
emenagogo, antiséptico, vasoconstrictor, relajante muscular, antitumoral, hipotensoras.

(33).

1.1.3. TIPOS DE PREPARACIONES FITOTERAPICAS

a. TINTURAS

Tinturas son preparaciones donde el proceso de extraccion de principios activos se ha
llevado a cabo mediante una maceracion, con alcohol-agua, con un grado alcohdlico
determinado, dependiendo de los principios activos de cada planta, la relacion entre planta

y disolvente puede variar del 10 al 20%. (11).

b. EXTRACTOS

Extracto es el producto liquido obtenido a partir de plantas o parte de ellas con varios
procedimientos y con varios solventes. Entre las diferentes preparaciones galénicas, la
Tintura Madre espagirica (extracto hidroalcoholico en el cual se encuentra toda la fuerza de

la planta fresca) es el mas elevado nivel cualitativo/cuantitativo. (11).
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1.1.3.1. CLASIFICACION DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

Dependiendo del grado de concentracion de los extractivos, los Extractos pueden

clasificarse en:

Extractos fluidos o liquidos: Donde 1g.de planta equivale a 1g.de extracto. Tienen
el inconveniente de que la mayor parte de alcohol, se ha evaporado en el proceso, y no

actlia como conservante, por lo que su caducidad es corta.

Extractos semisolidos o blandos: Tienen una riqueza superior a la droga de
partida, se obtienen evaporando el disolvente hasta obtener un producto de textura

semisolida pero que no moja el papel de filtro.

Extractos secos: Contienen menos del 4% de agua. Dentro de los extractos secos,

los més eficaces y con casi la totalidad de principios activos de las plantas. (11).

1.1.3.2. POTENCIA DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

La potencia de los extractos herbarios habitualmente se expresa su potencia en términos del
contenido de estos principios activos o de su potencia basandose en su concentracion, para

el extracto fluido es de 1:1 (5 o0 10 veces mas potentes que una tintura). (43).
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1.2. ESPECIES VEGETALES

1.2.1. ARRAYAN (Myrcianthes rhopaloides)

1.2.1.1. TAXONOMIA

TABLA N° 1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE
ARRAYAN (Myrcianthes rhopaloides)

REINO Plantae

DIVISION Faner6gama Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida

ORDEN Myrtales

FAMILIA Myrtaceae
ESPECIE Myrcianthes rhopaloides

FOTOGRAFIA N° 1. RAMA DE
ARRAYAN (Myrcianthes rhopaloides)

Fuente: LIZCANO, A. (32).

1.2.1.2. CARACTERISTICAS GENERALES

Otros nombres: Arraydn. arraydn comun, arraydn morisco, mata gallinas, mirto, murta,
murtal, murtifiera, murtonera, murtones, murtron.
Etimologia del nombre cientifico: arabe Ar-Rayhan o Rihan -¢l “aromatico”.

Partes de la planta utilizadas: hojas, frutos. (23).
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1.2.1.3. COMPONENTES IMPORTANTES:

La esencia se compone de a-f pineno, cineol y mirtol, también se han encontrado

flavonoides, quercitina, camferol, mircetina y dos glicidos de miricetina. (23).

Entre los méas importantes se encuentran: 1) Linalol (monoterpeno) es un alcohol terpénico
(C10H1g0) terciario insaturado y esta presente en un porcentaje del 19%, por lo tanto seria
un buen marcador quimico en las pruebas de control de calidad del aceite. 2) Eucaliptol
(monoterpeno) es un alcohol terpénico (CioH150) y esta presente en un porcentaje del
11,73%; se caracteriza por sus propiedades como balsdmico, expectorante y antiséptico. 3)
Limoneno es un hidrocarburo terpénico principal componente de muchos aceites

esenciales, principalmente citricos, y esta presente en una concentracién del 8,56%. (35).

1.2.1.4. DESCRIPCION BOTANICA.

Arrayan es arbusto o arbol, con inflorescencias basicamente formadas de dicasios con la
flor central sésil, flores 1-7; flores con 4-5 lébulos del céliz libres, imbricados en el boton,
persistentes en el fruto; hipanto no prolongado sobre el ovario; pétalos en igual nimero que
I6bulos del caliz, conspicuos, blancos, imbricados y con pintas rosadas en el boton; ovario

bilocular, évulos en placenta central y bayas generalmente con una semilla madura. (1).
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1.2.15. PROPIEDADES MEDICINALES

Para infecciones pulmonares y bronquiales, urinarias (cistitis) e intestinales es un poderoso
antiséptico pulmonar usado en numerosas especialidades farmacéuticas en forma sobre todo
de supositorios; el cocimiento de los frutos y hojas es muy util para el cabello, limpia la
caspa, deseca las llagas del cuero cabelludo y ennegrece el pelo, detiene su caida, por lo

que es util para prevenir la alopecia. (25).

1.2.2. SALVIA (Salvia spp)

1.2.2.1. TAXONOMIA

TABLA N° 2. CLASIFICACION TAXONOMICA DE
SALVIA (Salvia spp)

REINO Plantae
DIVISION Tracheobionta
CLASE Magnoliophyta
SUBCLASE Magnoliopsida
ORDEN Asteridae
FAMILIA Lamiales
SUBFAMILIA  Lamiaceae
TRIBU Nepetoideae
GENERO Mentheae
ESPECIE Salvia (S.spp)

Fuente: KINTNZIOS, E; Sage, The Genus Salvia (30).



1.2.2.2. CARACTERISTICAS GENERALES

Tipo: planta subarbustiva perenne

Parte medicinal utilizada: Las hojas y sumidades floridas.

Etimologia del nombre cientifico: El término Salvia proviene de la palabra latina

“salvare”, que significa “curar”. (60).

1.2.23. COMPONENTES IMPORTANTES:

Aceite esencial: hasta un 2,5%

+ thuyona
« salveno
* borneol

+ delta-alcanfor
Flavonoides
» glucdsidos de luteolina y apigenina
Principios amargos
» picrosalvina
 principio amargo diterpénico
 &cido labiatico
+ &cido clorogénico
e p-cumarico
+ 4cido oleanico
Resinas
Taninos (60).

alfa y beta pineno
cineol
acetatos de bornilo y linalino

picrosalvina

esteroles vegetales (beta-sistorina)

acido ursélico
germanicol
acido fumarico
acido cafeico

acido nicotinico
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TABLA N° 3. CLASIFICACION DE ESPECIES DE SALVIA

Salvia adiantifolia

Salvia adoxoides

Salvia aérea

Salvia aethiopis

Salvia alatipetiolata

Salvia prionitis

Salvia przewalskii

Salvia gimenensis

Salvia reflexa Hornem.

Salvia regla Cav.

Salvia riparia Kunth

Salvia roborowskii

Salvia roemeriana Scheele

Salvia scapiformis

Salvia schizocalyx

Salvia schizochila

Salvia sclarea L.

Salvia serotina L.

Salvia sikkimensis

Salvia sinica

Salvia smithii

Salvia sonchifolia

Salvia sonomensis Greene

Salvia spathacea reene

Salvia splendens Sellow

Salvia subincisa Benth.

Salvia subpalmatinervis

Salvia ubstolonifera

Salvia summa A.Nels.

Salvia texana Torr.

Salvia thomasiana Urban

Salvia iliifolia Vahl

Salvia tricuspis

Salvia trijuga

Salvia umbratica

Salvia urticifolia L.

Salvia aseyi Parish

Salvia vasta

Salvia verbenaca L.

Salvia longistyla Benth.

Salvia lycioides Gray

Salvia lyrata L.

Salvia mairei H.Lév.

Salvia aximowicziana

Salvia mellifera Greene

Salvia vansiana

Salvia farinacea Benth.

Salvia filicifolia

Salvia heterochroa

Salvia davidsonii

Salvia himmelbaurii

Salvia hupehensis Stibal

Salvia hylocharis

Salvia japonica

Salvia lemmonii Gray

Salvia leptophylla Benth.

Salvia leucophylla Greene

Salvia cavaleriei

Salvia chapmanii Gray

Salvia chienii

Salvia chinensis

Salvia chunganensis

Salvia cinnabarina

Salvia clevelandii Greene

Salvia coccinea P.J.Buchoz

Salvia columbariae Benth.

Salvia cyclostegia

Salvia cynica

Fuente: KINTNZIOS, E; Sage, The Genus Salvia (30).

Salvia dabieshanensis
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1.2.2.5. ORIGEN Y DISTRIBUCION.

Salvia crece en sitios rocosos y secos, se considera originaria de las regiones mediterraneas,
en donde se obtiene buena parte de su esencia. Pero es ahora cultivada en muchos lugares

alrededor del mundo. (64).

1.2.2.6. DESCRIPCION BOTANICA.

Perteneciente a la familia de las labiadas, arbusto de unos 60 cm de altura. El tallo es
erecto, cuadrangular y lefioso, hojas pecioladas simples, oblongas o lanceoladas y estrechas
en la base de color verde grisaceo, flores labiadas de color blanco, rosa o violeta pélido,

aroma fuerte claro, herbaceo y penetrante, suele emplearse en perfumes masculinos. (30).

1.2.2.7. PARTES TERAPEUTICAS:

En el caso de las hojas secas de la salvia son ideales para aliviar dolores de garganta,

calman los trastornos comunes de la menopausia y para destetar al bebé, las hojas frescas,

ayudan a estimular el aparato digestivo. (63).

1.2.28. ACTIVIDAD TERAPEUTICA:

Bactericidas: Contra las afecciones respiratorias en general, garganta, gripe etc.
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Cicatrizante y bactericida: (Ulceras, cortes, heridas, etc) Para sanar las heridas y las
Ulceras, favoreciendo la cicatrizacion o impidiendo que esta herida pudiera infectarse.
Emenagogo: Rebaja ligeramente los dolores de la menstruacion y facilita el vaciado.
Hipoglucemiante: Su uso disminuye la cantidad de azUcar en la sangre.

Relajante muscular: Muy util como relajante muscular, en dolores producidos por
estiramientos o esfuerzos demasiado grandes sin preparacion previa.

Bucales: Con el vino mencionado anteriormente podemos realizar enjuagues bucales para
fortalecer las encias. También podemaos utilizar las hojas frescas para frotar las encias y los
dientes y conseguir el mismo resultado. (Ayuda a eliminar la placa bacteriana, desinfecta y
fortalece las encias sangrantes)

Mal olor: Reduce la sudoracion excesiva por lo que resulta util para combatir el mal olor
corporal. Esta misma preparacién puede utilizarse para realizar enjuagues bucales con los
gue combatir la halitosis 0 mal aliento en la boca.

Canas: Esta planta se utiliza como uno de los tintes naturales para el cabello. (30).

1.2.29. CONTRAINDICACIONES E INTERACCIONES

No se debe utilizar por periodos prolongados de tiempo, puede interferir con terapias

hipoglicémicas, anticonvulsivantes y potenciar el efecto sedante de otras drogas. (64).
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1.2.3. PUMIN (Salvia squalens)

FOTOGRAFIA N°2. Pumin (Salvia squalens)

Esta Salvia es originaria de Pert y Ecuador, es muy extrafia, florece todo el afio; es muy
aromatica, su follaje externo es muy rigido, crecen en lugares apartados de otras plantas ya
que solo se reproducen en suelos rocosos, su nombre se debe a que “squalens” significa

sucio ya que su follaje es muy pegajoso donde atrapa a los insectos. (30).

1.3.  SALUD BUCODENTAL

Se define como la ausencia de dolor orofacial cronico, cancer de boca o garganta, llagas
bucales, defectos congénitos como labio leporino o paladar hendido, enfermedades
periodontales (de las encias), caries dental y pérdida de dientes, y otras enfermedades y

trastornos que afectan a la boca y la cavidad bucal.
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Las enfermedades orales son de caracter progresivo y acumulativo, siendo dificiles de
controlar a medida que pasa el tiempo y avanza su historia natural. La boca es una cavidad
del organismo con una gran variedad de bacterias, esto dificulta su control ya que
encuentran condiciones de temperatura, humedad y nutrientes ideales para su desarrollo y

la consecuente aparicion de patologias. (22).

1.3.1. MICROBIOLOGIA BUCAL

La boca es un ecosistema abierto y dindmico, la proporcion de los microorganismos se ve
sometida a grandes variaciones que indudablemente, definen y diferencian una boca sana

de una enferma. (20).

En la cavidad oral crece una microbiota de gran complejidad por su hébitat variado, existen
elementos ecoldgicos multiples que favorecen la seleccidn de ciertas especies determinando
la variabilidad dentro del proceso infeccioso, su instalacion definitiva se basa en la
presencia de la placa dental, misma que puede clasificarse en términos de su localizacion en
supragingival, esta contiene flora predominantemente Gram positiva que a menudo posee
microorganismos cariogénicos, mientras que la placa subgingival es menos adherible que la
supragingival y estd compuesta por microorganismos Gram negativos que suelen ser
periodontopaticos, las caracteristicas patogénicas de la lesion dependen de las propiedades
de las especies bacterianas infectantes, la condicion del tejido pulpar para producir un

proceso agudo originando a largo plazo osteomielitis. (52).
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1.3.2. PATOGENOS IMPLICADOS EN INFECCIONES PERIODONTALES

La microbiota normal de un individuo se define como un conjunto de microorganismos que
colonizan permanentemente a la mayoria de individuos sanos, 1o que se debe a la capacidad
de los microorganismos para adherirse a los epitelios, la que incluye un gran nimero de

especies que han experimentado un proceso de evolucién adaptativa. (31).

TABLA N° 4. MICROBIOTA CULTIVABLE DE LABOCA

Streptococcus
Staphylococcus

Gram positivos ~ Gernella
Aerobios Granulicatella

Gram negativos  Neisseria

COCOs Gram positivos  Peptostreptococcus

. Gram negativos  Veionella
Anaerobios

Gram positivos  Lactobacillus

Enterobacterias
Haemophilus
Eikenella
Aerobios Gram negativos ~ Capnocitophaga
Actinobacillus
Rothia
Campylobacter

Gram positivos  Actinomices

Treponemas
BACILOS Bacteroides

Tannerella
Anaerobios  Gram negativos ~ Porphyromonas
Prevotella
Wollinella
Fusobacterium
Leptotrichia

MICROBIOTA CULTIVABLE DE LA BOCA

Fuente: “Periodontitis, An archetypical biofilm disease” (66).
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Atendiendo a la capacidad de colonizacion de las bacterias se las puede dividir en dos
grupos: residentes y transelntes, éstas Gltimas se encuentran en la superficie epitelial, son
faciles de eliminar, y provienen del contacto con diversos elementos ambientales como
tierra, polvo, alimentos, etc; de acuerdo a THAWEBOON (2009), diferentes ensayos
clinicos han probado que el uso indiscriminado de antibidticos en la practica clinica y la
creciente automedicacion, indica que de alrededor de 5.6% de infecciones tratadas con
antibidticos, cerca de 4% de los microorganismos que producen la infeccién se vuelve

resistente durante la terapia. (73).

1.3.2.1.  Staphylococcus aureus

-

FOTOGRAFIA N° 3. Morfologia macroscopica FOTOGRAFIA N° 4. Morfologia microscépica de
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
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a. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Staphylococcus aureus

TABLA N°5. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Staphylococcus aureus

REINO Bacteria

FILO Firmicutes
CLASE Bacilli

ORDEN Bacillales
FAMILIA Staphylococcaceae
GENERO Staphylococcus
ESPECIE S. aureus

Fuente: MALACHOWA N (37).

b. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA DE

Staphylococcus aureus

Colonias opacas, circulares, lisas y enteras, su consistencia es mantecosa, Gram positivas;
crece en TSA o Agar nutritivo, en Agar sangre desarrollan colonias de 2-3 pum de diametro
en 24 horas; no forman esporas, sus diametros varian entre 0,7 y 1,2 um, crecen en cultivos
con altas concentraciones de cloruro de sodio y bilis. S. aureus es un coco inmdvil, capaz
de presentarse aislado, en pares, en cadenas cortas 0 en racimos irregulares, siendo la
ultima disposicion la méas caracteristica, redondas, convexas, cuando estan bien aisladas
tienen 1 a 3 mm de diametro y de color amarillo dorado debido a un pigmento compuesto
de dos carotenoides, d-caroteno y sarcinaxantina; al menos el 90% de cepas son resistentes
a la penicilina alterando el sitio de ataque. (18). Para su identificacion se realizan ensayos
caracteristicos para cada grupo, estos son: coagulasa positivo, fermentacién de glucosa
positiva, fermentacion de manitol positivo, fosfatasa positiva, endonucleasas resistentes al

calor positivo. (74).



-43 -

c. FACTORES DE VIRULENCIA DE Staphylococcus aureus

S. aureus produce una gran variedad de proteinas que contribuyen a su capacidad para
colonizar y causar enfermedades en el ser humano, dentro de estas, hay cuatro hemolisinas
(alfa, beta, gamma y delta), nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidasa y colagenasa, su
funcién principal es ayudar a degradar los tejidos locales del huésped para convertirlos en

nutrientes para las bacterias. (7).

TABLA N°6 PRINCIPALES FACTORES DE VIRULENCIA DE Staphylococcus aureus

ESTRUCTURALES ENZIMAS TOXINAS

Peptidoglucano Catalasa Toxina a (Hemolisina o)

Proteina A hialuronidasa Hemolisina f3

Factores de adhesion Lipasas Hemolisina y

Acidos teicoicos Coagulasa Hemolisina &

Polisacaridos capsulares | Nucleasas Leucocidina de Pantone-Valentine (PVL)
Proteasas Enterotoxinas estafilococicas(SE)
Estafilocinasa Toxina 1 del sindrome del shock tdxico
Colagenasa Toxinas exfoliativas (ETAYETB)

Fuente: MALACHOWA N.

Los factores de virulencia de S. aureus participan en la adhesion y adquisicion de nutrientes
para el microorganismo Yy sirven también para evadir la respuesta inmune del huésped. En
base a esto los factores se han clasificado en tres categorias: 1) los involucrados en la
adherencia a la célula huésped o matriz extracelular, como las proteinas de union a
fibrindgeno, fibronectina, colageno y coagulasa; 2) aquellos que estan involucrados en la
evasion de las defensas del huésped, como las enterotoxinas estafilocdcicas; la TSST-1, la

leucocidina de Panton-Valentine (PVL), proteina A, lipasas, y polisacaridos capsulares; 3)
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los involucrados en la invasion de la célula huésped y penetracion de los tejidos, como la

toxina o, hemolisinas B, y y 8. (37).

Entre los mas importantes se encuentran: 1) Coagulasa producida por S. aureus unida a la
pared celular se une a la protrombina, este complejo trasforma el fibrindgeno en fibrina
insoluble y esto provoca su aglomeracion, se lo utiliza como marcador de la virulencia y
permite diferenciar a S. aureus (coagulasa positivo) de otras especies estafilocdcicas
(coagulasa negativas); 2) Hemolisinas son proteinas, de las cuales hemolisina a es
termolabil, pero produce lisis de eritrocitos y toxicidad para otras lineas celulares; bloquea
la repolarizacion de la membrana plasmatica, por lo cual genera contraccién de la
musculatura lisa y vasoconstriccion, hemolisina  tiene actividad de fosfolipasa, la cual es
especifica para la esfingomielina y liso-fosfatidilcolina. La diferencia en la susceptibilidad
de los eritrocitos a la hemolisina 3 se debe al diferente contenido de esfingomielina en los
eritrocitos. Su funcién durante la enfermedad no esta determinada claramente. Sin embargo,
se ha visto que le produce una ventaja selectiva a la bacteria, hemolisina y afecta a
neutrdfilos, macrofagos y a una gran variedad de eritrocitos de mamiferos; 3) Leucocidina,
proteina que ayuda al microorganismo a sobrevivir dentro de los fagosomas leucocitarios;
4) Hialuronidasa, enzima que degrada el tejido conectivo, permitiendo el avance del
microorganismo hacia zonas méas profundas. 5) Estafiloquinasa, enzima que disuelve los
coagulos de fibrina; 6) Lipasas, enzima que degradan los &cidos grasos presentes en los
tejidos cutaneos sanos; 7) Toxina exfoliativa, genera la separacion del tejido

intraepidérmico, produciendo el sindrome de la piel escaldada. (37).
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d. PATOGENICIDAD DE Staphylococcus aureus

S. aureus es responsable de la mayoria de las infecciones cutaneas agudas mas frecuentes,
como foliculitis, forinculos y carblnculos, en el primer caso se trata del nombre vulgar que
recibe una erupcion pustulosa aguda en la piel peribucal; en el segundo caso, la
osteomielitis es mas comun en la mandibula que en el maxilar superior, suele presentarse

después de que una caries dental que progresa a infeccién peribucal intradsea.

Las infecciones mas comunes provocadas son las siguientes: Estafilocdcicas cutaneas,
catéteres infectados, neumonia estafilocdcica, gastroenteritis estafilococica y sindrome de

shock toxico, infecciones pleuropulmonares, cardiacas y genitourinarias. (7).

e. AISLAMIENTO DE Staphylococcus aureus

S. aureus es uno de los gérmenes de mas facil cultivo in-vitro en agar o caldo nutritivo,
desarrollandose en un rango de temperatura entre 12 y 46°C en aerobiosis 0 anaerobiosis,
en caldo su crecimiento se traduce en un enturbiamiento homogéneo después de 24 horas,
apareciendo a menudo en la superficie un collar a lo largo de la pared del tubo o incluso
una pelicula, un “velo”, en medio liquido no se observa pigmento, es posible hallar colonias
mucoides, de contornos netos y de superficie lisa y brillante, de 1-2 mm de diametro; casi
todas las cepas de S. aureus muestran rapida hemadlisis, pero algunas no la producen o esta

es débil. (74).
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.

FOTOGRAFIA N°5. Morfologia macroscépica de FOTOGRAFIA N° 6. Morfologia microscopica de

Escherichia coli

Escherichia coli

a. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Escherichia coli

TABLA N°7. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Escherichia coli

REINO Bacteria

FILO Proteobacteria
CLASE Gammaproteobacteria
ORDEN Enterobacteriales
FAMILIA Enterobacteriaceae
GENERO Escherichia
ESPECIE E. coli

Fuente: HUGUET J (28).


http://www.tecnicoenfermeria.com/wp-content/uploads/2009/09/Escherichia_coli_Gram.jpg
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b. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA DE Escherichia

coli

E. coli pertenece un grupo conformado de bacterias formado por bacilos rectos Gram
negativas, generalmente flagelados peritricos moviles, pueden multiplicarse tanto en
condiciones aerobias como anaerobias y son facilmente cultivables en medios nutritivos
sencillos, las cepas de estructura antigénica suelen ser mas bien toxicas y resistentes a la
fagocitosis, sus colonias suelen tener un aspecto mucoso. (28).Para la identificacién de E.
coli se realizan ensayos caracteristicos para cada grupo, estos son: Catabolizan glucosa,
lactosa y otros azlcares, mientras que no pueden utilizar urea ni citratos. indol positivo,

voges-proskauer negativo, sulfuro de hidrogeno negativo, motilidad positivo. (57).

¢. FACTORES DE VIRULENCIA DE Escherichia coli

Su capacidad de producir infecciones extraintestinales se debe a la adquisicion de genes
que codifican diversos factores de virulencia, los cuales hacen posible que causen
infecciones en focos distintos al intestinal, tanto en pacientes normales como en pacientes
inmunodeprimidos. Entre estos factores de virulencia presentes en la mayoria de las cepas
son implicadas en la adherencia de las bacterias a las células o adhesinas (fimbrias tipo 1 y
fimbrias tipo P), factores que permiten evitar o sobrevivir a los sistemas de defensa del
huésped (como capsulas y lipopolisacaridos), mecanismos de adquisicion de nutrientes
(sideroforos), proteasas, invasinas y toxinas (hemolisina y factor citotoxico necrosante)2 y

puede variar entre los diferentes sindromes o tipos de infeccion. (63).
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Sin embargo, ademas de la presencia o ausencia de los factores de virulencia, también es
importante la expresion variable y la diversidad funcional de los mismos. Estas cepas de E.
coli pueden ser asignadas a uno de los cuatro principales grupos filogenéticos: A, B1, B2 y
D. los grupos considerados mas virulentos son méas sensibles a las quinolonas que los
considerados comensales. Por lo tanto, parece existir una relacion inversa entre capacidad
de virulencia y su resistencia a quinolonas. Los factores de virulencia ausentes en estas
cepas son frecuentemente asociados o contenidos en islas de patogenicidad (fimbrias de
tipo P y S, hemolisina, etc.), estos son elementos genéticos madviles que pueden transmitirse

vertical y horizontalmente de unas cepas a otras. (15).

d. PATOGENICIDAD DE Escherichia coli

E. coli es un huésped habitual del tracto intestinal del hombre, no se lo considera patdgeno,
pero debido a su facil cultivo es usado como indice de potabilidad del agua de consumo
humano, se la involucra con infecciones en el tracto urinario, aunque son divididas en
extraintestinales e intestinales, las cuales puede producir: septicemia, meningitis, neumonia,
sobreinfecciones periodontales debido a que son microorganismos exogenos es decir, que
no son habituales en la boca y que no producen afecciones tipicas bucales, la presencia de
bacterias entéricas podria complicar el cuadro clinico de pacientes con periodontitis, las
cuales podrian llevar a complicaciones sistémicas al entrar en el torrente sanguineo,
induciendo septicemias, de esta manera las enterobacterias en placa subgingival aumentaria

el riesgo de enfermedad cardiovascular. (28).



- 49 -

e. AISLAMIENTO DE Escherichia coli

En caldo simple crece abundantemente enturbiando homogéneamente el liquido
formandose en la superficie un anillo, presentando un fuerte olor fecaloideo. Las colonias
en agar son circulares de 3 a 5 mm, convexas, de borde continuo o ligeramente ondulado,
brillantes, de color blanco o ligeramente amarillento a una temperatura de 37°C y 7 de pH.

Para diferenciar E. coli de Enterobacter aerogenes se utiliza agar Levine con eosina y azul
de metileno, donde la presencia de brillo metélico y el pequefio tamafio de las colonias la

distinguen. (57).

1.3.2.3.  Streptococcus pyogenes

FOTOGRAFIA N° 7. Morfologia macroscopica de FOTOGRAFIA N° 8. Morfologia microscopica de
Streptococcus pyogenes Streptococcus pyogenes


javascript:showcontent('active','hiddenlayerd26e1480');

-50 -

a. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Streptococcus pyogenes

TABLA N°8. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Streptococcus pyogenes

REINO Bacteria

FILO Firmicutes
CLASE Bacilli

ORDEN Lactobacillales
FAMILIA Streptococcaceae
GENERO Streptococcus
ESPECIE S. pyogenes

Fuente: MITROPHANOVA A. (44).

b. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA DE

Streptococcus pyogenes

S. pyogenes se presenta microscopicamente como celulas esféricas u ovoides de 0.6-1.0 pm
de diametro y se agrupa en pares o cadenas de longitud variable, Gram positivos,
inmoviles, no formadores de esporas y facultativamente anaerobios, requiere medios
complejos enriquecidos con sangre para su desarrollo 6ptimo, donde se observan colonias

grises de 1-2 mm de diametro un halo de hemdlisis beta. (44).

Para la identificacion de S. pyogenes se realizan ensayos caracteristicos para cada grupo,
estos son: bacitracina positivo, PYR (pirridonil naftilamida) positivo, prueba de camp

negativo, catalasa negativo, bilis esculina negativo. (58).
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c. FACTORES DE VIRULENCIA DE Streptococcus pyogenes

Entre los mas importantes se encuentran: 1) Proteina M, produce toxicidad tisular y forman
ademas numerosas exotoxinas. Las hemolisinas, estreptolisinas O y S, destruyen las
membranas de los eritrocitos y otras células. La estreptolisina O actia como antigeno que
puede demostrarse midiendo los anticuerpos desarrollados frente a esta toxina. Las
exotoxinas estreptocdcicas pirogénicas (EEP) A, B y C son las responsables de la fiebre,
exantema y enantema en la escarlatina, asi como de la sepsis y del sindrome de shock
toxico. Actllan como superantigenos que provocan una liberacion de grandes cantidades de
citoquinas. Las enzimas estreptoquinasa, ADNasa Yy hialuronidasa favorecen la
proliferacion tisular de la infeccidn; 2) Estreptoquinasa (fibrinolisina), sustancia transforma
el plasminégeno del plasma humano en plasmina, una enzima proteolitica que digiere la
fibrina y otras proteinas; 3) Exotoxinas pirdgenas (toxina eritrogena), existen tres
exotoxinas pirogenas estreptocdcicas: A, B Y C antigénicamente distintas, se han vinculado
con el sindrome de shock toxico estreptocdcico y con la fiebre escarlatina. 4)
Difosfopiridina nucleotidasa, sustancia que puede vincularse con la capacidad de los
organismos para matar los leucocitos; 5) Hemolisinas, muchos estreptococos pueden causar

hemolisis de grado variable de los eritrocitos in vitro. (44).

d. PATOGENICIDAD DE Streptococcus pyogenes

S. pyogenes beta hemolitico responsable de la faringitis, amigdalitis y algunas formas

atipicas de mucositis y gingivitis; junto con S. viridans considerado un habitante normal de
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la cavidad oral y que tiene importancia en la patogenia de la caries dental y la endocarditis
bacteriana se podrian agrupar de manera muy breve en faringo-amigdalitis, a los pocos dias
pueden aparecer petequias en el paladar blando provocando severos trastornos en la mucosa
oral, alargamiento de Uvula, la superficie dorsal de la lengua se vuelve blangquecina y las
papilas fungiformes se observan eritematosas y aumentan de tamafio, su estado cronico se
denomina endocarditis bacteriana subaguda y es motivo de gran preocupacion en la préactica

odontoldgica. (58).

e. AISLAMIENTO DE Streptococcus pyogenes

S. pyogenes son cocos esféricos de 0,5 a 1,0 mm que forman cadenas cortas en las muestras
clinicas y cadenas mas largas, su crecimiento es éptimo en un medio de agar sangre
enriquecido, pero se inhibe si el medio contiene una concentracion elevada de glucosa,
después de 24 horas de incubacion se observan colonias blancas de 1 a 2 mm con grandes
zonas de Beta hemolisis; las cepas encapsuladas pueden presentar una apariencia mucoide
en los medios recién preparados pero pueden estar arrugadas en los medios secos; las no
encapsuladas son pequefias y brillantes. La pared celular es la capa de peptidoglicanos, que

tiene una composicion parecida a las de las bacterias grampositivas. (74).
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1.3.2.4. Candida albicans
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FOTOGRAFIA N° 9. Morfologia macroscopica de FOTOGRAFIA N° 10. Morfologla microscopica de
Candida albicans Candida albicans

a. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Candida albicans

TABLA N°9. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Candida albicans

REINO Fungi

FILO Deuteromiceta
CLASE Saccharomycetes
ORDEN Saccharomycetales
FAMILIA Saccharomycetaceae
GENERO Candida

ESPECIE C. albicans

Fuente: SILVA V., (68).


http://www.telmeds.org/wp-content/uploads/2009/09/Levadura.jpg

-54 -

b. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA DE Candida

albicans

Levadura ovaladas u oblongas de 2,5 por 3-14um y de paredes delgadas, se presentan solas
0 en racimos, presentan coloracion azul al Gram, forma clamidiosporas de pared gruesa
sostenidas aisladamente o en racimos, habitualmente en los &pices de pseudohifas y
blastoconidias producidas en densos racimos regularmente espaciados a lo largo de las
pseudohifas, es una levadura dimorfa capaz de producir hifas y micelios verdaderos, a
menudo forma pseudomicelios compuestos de pseudohifas.

Para su identificacion se realizan ensayos caracteristicos, estos son: dextrosa, maltosa,

galactosa y sacarosa positivo, lactosa y ureasa negativo, pseudohifas positivo. (77).

c. FACTORES DE VIRULENCIA DE Candida albicans

Presenta una serie de factores de virulencia que facilitan la colonizacién y la infeccion del
hospedador. Entre ellos cabe mencionar el dimorfismo o capacidad del hongo para
desarrollar un crecimiento levaduriforme y filamentoso, el cual favorece la evasion de los
mecanismos defensivos del hospedador; también existen otros tipos de factores de
virulencia, tales como: 1)Adhesinas: que permiten la union de la célula fungica a los
receptores del hospedador o a materiales plasticos utilizados en medicina, como las protesis
y los catéteres, 2) Proteinasas y fosfolipasas: Las cuales corresponden a enzimas que

favorecen la diseminacién por los tejidos del hospedador, 3) Tigmotropismo: que permite
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encontrar discontinuidades entre las células y penetrar en los tejidos, 4) Produccion de

toxinas y sustancias inmunosupresoras. (77).

d. PATOGENICIDAD DE Candida albicans

C. albicans y otras especies de este género habitan normalmente la piel y mucosas faringea,
vaginal e intestinal; solo en determinadas circunstancias dan origen a lesiones y procesos
diversos, de caracter agudo, subagudo o cronico, agrupados con el nombre de candiasis o
monoliasis. En general las infecciones por levaduras se ven primariamente en pacientes
debilitados o con enfermedad crénica o que estdn inmunocomprometidos con alteracion de
los mecanismos de defensa por la administracion de corticoides, agentes citotdéxicos o
inmunosupresores o sometidos al uso indiscriminado de antibioticos. (68).

Puede causar infecciones en mucosas, esofagitis por candida, candidiasis gastrointestinal,
otitis, sindromes cutaneos, candidiasicos, candidiasis diseminada, vaginitis, que se observa
sobretodo en mujeres embarazadas o tratadas con antibiéticos. La candidiasis es la mas
frecuente de las micosis sistematicas, causa alrededor del 25% de todas las muertes

dependientes de hongos. (77).

e. AISLAMIENTO DE Candida albicans

C. albicans crece rapidamente en agar Sabouraud, agar sangre, soya tripticasa y en otros
medios enriquecidos; produce colonias irregulares, cremosas, hiumedas, opacas y al

envejecer desarrollan hifas al interior del agar; son capaces de desarrollarse a 37°C o0 a
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temperatura ambiente, es aerobio, diminutas colonias suelen ser visibles ya a las 24-36
horas. Alcanzan un tamafio de 1,5 a 2 mm en aproximadamente una semana en agar
Sabouraud, las colonias por lo general son de color blanco vivo pero pueden tornarse

cremas o bronce al envejecer. (76).

1.4.  AGENTES ANTIMICROBIANOS

Agentes antimicrobianos son sustancias quimicas que impide el desarrollo o favorece la
muerte de un microorganismo, es activo cuando inhibe el crecimiento de las bacterias, y no
existe turbidez alguna, es decir, si se hace un traspaso a una placa de Agar, todavia habré
bacterias vivas que se desarrollan y por lo tanto estan inhibidas y no muertas. (55).
Los agentes antimicrobianos pueden ser de tres tipos:

Desinfectantes: Sustancias que eliminan la viabilidad microbiana, aplicables sdlo a
sistemas inanimados.

Antisépticos: Sustancias que reducen y controlan la presencia de gérmenes
potencialmente patdgenos, aplicables sobre la piel 0 mucosas de humanos y animales.

Antimicrobianos de uso clinico-terapéutico: Drogas capaces de reducir y

controlar la presencia de gérmenes que han invadido los tejidos de un individuo. (52).

1.4.1. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Actividad antimicrobiana es la capacidad que presenta un compuesto para inhibir el

aumento de poblacion bacteriana o para eliminarla, se puede expresar cuantitativamente
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con pruebas in vitro. Entre los factores que inciden sobre la actividad antimicrobiana se
encuentran: Tiempo de contacto, concentracion, temperatura, reaccion de medio (pH),
influencia de sustancias presentes, espectro antimicrobiano, estabilidad del desinfectante,

resistencia microbiana, incompatibilidades. (73).

1.4.2. SENSIBILIDAD BACTERIANA A AGENTES ANTIMICROBIANOS

La sensibilidad de los microorganismos a los agentes antimicrobianos no se puede predecir,
cada patdgeno debe ser analizado por separado para poder elegir el mas activo contra el
patdgeno, el menos tdxico para el huésped, con las caracteristicas farmacologicas
apropiadas, y que proporcione mayores posibilidades de una evolucion favorable. (55).

Las pruebas in vitro, proporcionan un resultado cuantitativo de la concentracion de agente
antimicrobiano, necesaria para inhibir el desarrollo de un organismo dado, entre las que se

encuentran:

1.4.2.1. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Concentracion minima inhibitoria es la minima concentracion del agente antimicrobiano
que inhibe la multiplicacién y produccion de un crecimiento visible de una cepa bacteriana,
en el laboratorio se la determina mediante la incubacion de un inoculo de concentracion

conocida, con diluciones definidas del agente antimicrobiano. (3).
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a. Principio del Método de Difusion en Agar segun Kirby-Bauer

El método de Kirby-Bauer se basa en la aplicacién de discos que tiene una cantidad
especifica de antimicrobiano sobre la superficie de agar inoculado con un microorganismo;
produciendo una zona de inhibicion por difusion, en la cual una concentracion critica de
antimicrobiano inhibe el crecimiento bacteriano, la zona de inhibicion es medida y se

relaciona inversamente con la CMI. (3).

b. Interpretacion de Pruebas de Sensibilidad Bacteriana a los agentes
antimicrobianos por Método de Difusidén en Agar

Para cada agente antimicrobiano se establecen “concentraciones criticas o puntos de corte”,
que incluyen informacién sobre la distribucion de los didmetros de inhibicién para un
determinado antibiético en variadas poblaciones bacterianas, permitiendo separar a los
microorganismos en 3 categorias:

- Sensibles: establece que la infeccidén dada por el microorganismo en estudio puede
ser tratada apropiadamente con las dosis habituales del antibidtico recomendado.

- Sensibilidad intermedia: incluye microorganismos que son inhibidos por
concentraciones del antibidtico que estdn muy cercanas a las alcanzadas en el
plasma, por lo que pueden responder pobremente a la terapia, ademas, implica que
el antibidtico puede ser usado si la infeccion se encuentra en sitios donde el farmaco

es fisiologicamente concentrado.
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- Resistentes: significa que el microorganismo no es inhibido por el antibidtico en
dosis habituales o que presenta mecanismos de resistencia contra ese determinado

antibidtico. (13).

1.4.2.2. CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

Su objetivo es determinar la menor concentracion de un antimicrobiano capaz de matar una
cepa bacteriana, con el fin de compararla con la que alcanza en una determinada
localizacion. Para calcularla se emplean procedimientos en los que bacteria y el
antimicrobiano se enfrentan en un caldo, partiendo de los métodos utilizados para obtener

la CMI por dilucion en caldo y sus modificaciones para bacterias exigentes. (61).

TABLA N°10. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CMB

Fase de crecimiento Las bacterias supervivientes aumentan en la fase
estacionaria.

Tipo de tubo o de vidrio La adherencia al tubo depende del material.

Agitacioén a las 24h Es preciso la agitacion con vortex para la suspension.

Reincubacion / reagitacion  Permite destruir las bacterias que estaban adheridas por
encima del menisco, antes de la agitacién de 24h.

Transporte de antibiético Conduce a un falso recuento bajo en las concentraciones
altas de antibiotico

Reincubacion del medio Los microorganismos exigentes necesitan incubacion de 48
y 72h respectivamente.

Fuente: ANDREWS J. (3).
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1.4.2.3.  MECANISMO DE ACCION DE AGENTES ANTIMICROBIANOS

Para que el agente antimicrobiano ejerza su accion es necesario que llegue al foco
infeccioso, penetre en las bacterias y alcance intracelularmente la concentracion necesaria,
una vez dentro de la celula el antibidtico puede ser bacteriostatico si inhibe la

multiplicacién de forma reversible, o bactericida si tiene un efecto letal. (48).

Los antibioticos de uso en clinica pueden ejercer su accion en una de las siguientes
estructuras o funciones: 1.- Inhibicién de la sintesis de la pared celular: actian
desarrollando puntos fragiles en la pared celular debido a la sintesis de peptidoglicano
deficiente, lo que origina que sea osmoticamente fragil. 2.- Alteracién sobre la membrana
citopldsmica: modifican la permeabilidad, permitiendo la salida de iones K vy
macromoléculas como los acidos nucleicos y causan un efecto litico. 3.- Inhibicion de la
sintesis proteica. Reaccionan con el complejo ribosoma-mRNA teniendo una accion
selectiva frente a bacterias. 4.- Bloqueo de la sintesis de los acidos nucleicos: inhiben la

replicacion o paran la transcripcion.

Sin embargo, el agente antimicrobiano ideal para tratar las infecciones microbianas debe
reunir las siguientes cualidades:
a) Capacidad para destruir o inhibir muchos tipos de microorganismos patogenos,
evitando el desarrollo de resistencia hacia el agente antimicrobiano administrado.
b) No debe eliminar la microbiota normal del tracto intestinal o de otras areas del cuerpo

ya que estos microorganismos evitan el crecimiento de microorganismos patogenos.
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c) No debe producir efectos secundarios no deseables en el paciente tales como
reacciones alérgicas, dafio al sistema nervioso, a los rifiones o irritaciones del tracto
gastrointestinal.

d) Altamente soluble en los fluidos corporales, y no depender de su via de
administracion para su actividad.

e) Alcanzar una concentracion lo suficientemente alta en los tejidos o la sangre del

paciente para ejercer su accion. (55).

1.4.3. RESISTENCIA BACTERIANA A AGENTES ANTIMICROBIANOS

La prescripcion libre de medicamentos, su dosis o duracion inadecuada de la terapia,
influye en la aparicion de resistencias bacterianas, de los cuales se conoce: 1. Resistencia
natural, determinada genéticamente, no se encuentra relacionada con el incremento de la
dosis del antibiotico; 2. Resistencia adquirida, aparece por cambios puntuales en el DNA.;
3.Resistencia relativa o intermedia, ocurre por un incremento gradual de la CMI
(concentracion inhibitoria minima) a través del tiempo, la susceptibilidad o resistencia del
germen depende de la concentracién del antimicrobiano.; 4. Resistencia absoluta, producida
por un incremento subito en la CMI durante o después de la terapia.; 5. Seudorresistencia,

esta origina una resistencia in vitro pero gran efectividad in vivo. (70).
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1.43.1. MECANISMO DE RESISTENCIA BACTERIANA A AGENTES

ANTIMICROBIANOS

Desde un punto de vista molecular y bioquimico los mecanismos de resistencia bacteriana a

agentes antimicrobianos pueden presentarse de las siguientes formas:

a. Destruccién e inactivacion del antibiético:

Es un sistema enzimatico amplio, comun y eficiente de resistencia, producida por bacterias
Gram negativas, y se encuentra clasificado: por su forma de produccion, por localizacion
genética (cromosomas o plasmidos), por exposicion genética (constitutiva o inducida), por
produccion primaria (depende del microorganismo) y por sustrato mayor (depende de la

clase de antibi6tico).

b. Barreras de permeabilidad:

Incluye tres componentes basicos: La estructura de la membrana externa de la bacteria, las
porinas que son canales inespecificos que excluyen el antibi6tico, y las caracteristicas

fisicoquimicas del antimicrobiano.

Entrada disminuida: 1) Permeabilidad de la membrana externa: definida en los
microorganismos Gram negativos que poseen una membrana lipidica externa que

constituye una barrera intrinseca para la penetraciéon de antibidtico. 2) Permeabilidad de la



-63 -

membrana interna: consiste en una modificacion energética que compromete el
transportador aniénico que lleva el antibidtico hacia el interior de la célula. La presencia de
capa lipidica en la membrana actda como un mecanismo de resistencia para medicamentos
hidrofobicos. 3) Porinas: son canales de difusion presentes en la membrana externa de la

bacteria., su diametro suele ser inferior al de la molécula del antibiotico.

Eflujo activo: Debido a la presencia de proteinas de membrana especializadas,
altera la produccidén de energia y disminuye no solamente la entrada del antibidtico sino que

a su vez, las bacterias reducen la concentracion del antibi6tico en sangre.

c. Alteracion del sitio blanco:

Se basa en la modificacion de sitios especificos de la anatomia celular, como pared celular,
subunidad 50s, 30S ribosomales, etc; de esta manera la modificacion de enzimas

catalizadoras en la produccion de proteoglicanos celulares. (70).

1.4.4. TOLERANCIA ANTIMICROBIANA

La tolerancia a un antimicrobiano es la capacidad de un microorganismo de permitir su
inhibicidn, pero sin ser eliminado, es decir, potestad de algunas especies a tolerar ciertos
antimicrobianos, esta tolerancia se lograria contrarrestar mediante la combinacion sinérgica

de dos antimicrobianos. (48).
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1.4.5. AGENTE ANTIMICROBIANO DE ORIGEN VEGETAL

Los compuestos antimicrobianos de las plantas pueden ser letales para las células
microbianas o simplemente servir como inhibidores de la produccion de metabolitos, la
mayoria de estos compuestos encontrados en las plantas son compuestos fendlicos,
terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, &cidos e isoflavonoides; sus sitios de
accion sobre la celula microbiana incluye a la membrana celular, pared celular, enzimas

metabolicas, sintesis de proteinas y el sistema genético. (8).

1.4.6. ACTIVIDAD COMBINADA DE ANTIMICROBIANOS

La combinacion de antimicrobianos se utiliza principalmente para pacientes que sufren
infecciones graves y que pueden llegar a desarrollar una septicemia, se lo se lo utiliza
cuando un microorganismo es resistente a un antimicrobiano, pero se muestra sensible en
asociacion con otro, en los dos casos, lo que se consigue es disminuir la probabilidad de
aparicion de subpoblaciones que sean resistentes a todos los antimicrobianos administrados.

(10).

1.46.1. INTERACCIONES ENTRE AGENTES ANTIMICROBIANOS

Los efectos en la actividad combinada de dos antimicrobianos pueden ser los siguientes:
Indiferencia: la actividad de los dos antimicrobianos no difiere de la actividad del mas

efectivo en solitario.
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Adicion: la actividad de los dos antimicrobianos es la aproximadamente la suma de las

actividades de los dos antimicrobianos separados.

Sinergismo: la actividad de los dos antimicrobianos es significativamente mayor que la

adiccion de las actividades de los dos antimicrobianos separados.

Antagonismo: la actividad de los dos antimicrobianos juntos es significativamente menor

que la suma de las actividades de los dos antimicrobianos separados. (10).

1.5. PRODUCTOS GRAS (Generally recognized as safe)

Designacion establecida por la FDA (Food and Drug Administration) a cualquier producto
quimico o sustancia afiadida a los alimentos, "GRAS" significa G enerally R ecognized A s
S afe, es decir que es considerado como seguro, estos se afiaden intencionadamente, y

sujeta al producto previa su comercializacion. (67).

Las plantas y sus mezclas asi como los preparados obtenidos de plantas en forma de
extractos, liofilizados, destilados, tinturas, cocimientos o cualquiera otra preparacion
galénica que se presente con utilidad terapéutica, diagnostica o preventiva seguiran el
régimen de las formulas magistrales, preparados oficinales o especialidades farmacéuticas,

segun especificidades que reglamentariamente se establezcan. (8).
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1.5.1. DENTIFRICO

El dentifrico esta compuesto por distintos agentes, de los cuales la mayoria son agua,

humectantes (75%) y limpiadores (20%); en cuanto a sus ingredientes activos las formulas

varian, pues algunas contienen sustancias que evitan la acumulacion de depdsitos blandos

de comida en los dientes (mismos que al endurecerse forman el sarro o deposito de color

amarillo que se adhiere sobre la superficie), mientras que otras ayudan a eliminar manchas.

(49).

Entre los componentes activos tenemos:

a)

b)

d)

f)

Flaor (fluoruro sédico). Protege los dientes endureciendo la superficie exterior del
esmalte e inhibe la actividad de la placa dentobacteriana; no elimina la caries si se
encuentra ya establecida.

Cloruro de estroncio, nitrato de potasio. Protege la parte inferior de la dentadura
bloqueando conexiones nerviosas.

Perdxido de hidrégeno o de urea. Su funcion es blanquear la dentadura eliminando
algunas manchas del esmalte, pero su uso prolongado puede causar irritacion de
encias y sensibilidad acentuada.

Pirofosfato de sodio. Se adhiere a la superficie del diente y evita la formacién de
sarro sobre la encia, su uso prolongado causa sensibilidad.

Bicarbonato de sodio. limpia la superficie del diente, su empleo excesivo genera
irritacion.

Triclosan. Elimina las bacterias causantes de padecimientos en encias, no la reduce

cuando ya se encuentra establecida. (39).
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CAPITULO II

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGARY PRUEBAS DE ENSAYO

La presente investigacion se desarrolld en: Laboratorio de Fitoquimica y de Microbiologia

de Alimentos de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2. RECURSOS MATERIALES

2.2.1. MATERIAL VEGETAL Y BIOLOGICO

Extractos fluidos vegetales
Extracto fluido de Arrayan (Myrcianthes rhopaloides)

Extracto fluido de Pumin (Salvia squalens)

Cepas nativas de microorganismos
Staphylococcus aureus

Escherichia coli
Streptococcus pyogenes

Candida albicans
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2.2.2. EQUIPOS

=z
=]

g b~ W N PP

DESCRIPCION N° DESCRIPCION
Autoclave FEDEGARI 6 Rotavapor (BUCHI)
Balanza analitica PW.MOD.PW.214 7 Estufa (FANEN)
Refrigeradora (DUREX) 8 Mufla TDM SAE 1010
Céamara de flujo laminar (ESCO) 9 Bafio Maria (MLW)

Potenciémetro de mesa pH (-2 A 16 /0,001) /MV

2.2.3. REACTIVOS

o

Co~NoTaMNwWNRZ

MATERIAL
Agua destilada
Acido clorhidrico 32% puris (Merck / 1.00313.2500)
Acido sulfarico 95-98% puris (Merck / 1.00713.2500)
Etanol 96% puris (Merck / 1.00971.1000)
Eter dietilico puris (Merck / 1.00926.5000)
Cloroformo reag. (Merck / 1.59129.0500)
Vainillina (Merck / 8.18718.0100)
Sulfato de Magnesio (Merck / 1.05886.0500)
Carbonato de Sodio (Merck / 1.96395.0500)
Cloruro de Sodio (Merck / 1.06404.0500)
Glicerina (Merck / 1.04092.2500)
Cloruro Férrico (Merck / 8.03945.0500)
Glicerina (Merck / 1.04092.2500)
Cloruro Férrico (Merck / 8.03945.0500)
Sulfato Férrico (Merck / 1.03965.0500)
Hidroxido de Sodio (Merck / 1.06498.0500)
Anhidrido acético para analisis (Merck / 1.00042.1000)
Alcohol n-amilico para analisis (Merck / 1.00975.1000)
Cloruro de bario dihidrato (Merck / 1.01719.0500)
Suero fisiol6gico 0,85%
Tartrato de Sodio y Potasio (Merck / 1.08087.0500)
Agar Saboraud (Merck / 1.05438.0500)
Agar Base Sangre (Merck / 1.10886.0500)
Agar Manitol Salado (Merck / 1.05469.0500)
Agar EMB segun Levine (Merck / 1.01342.0500)
Agar Mueller Hinton (Merck / 1.05437.0500)
Agar Plate Count (Merck / 1.05463.0500)
Agar Cerebro Corazon (Merck / 1.13825.0500)
Agar Kligler (Merck / 1.03913.0500)
Agar Citrato segun Simmons (Merck / 1.02501.0500 )
Agar MacCONKEY (Merck / 1.05465.0500)
Caldo Soya Triptica (Merck / 1.05459.0500)
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2.2.4. MATERIALES DE LABORATORIO

N° Material N° Material
1 Asas 16  Espatula

2 Balon esmerilado de 500mL 17 Gradilla

3 Matraz Erlenmeyer 250mL 18  Mechero

4 Matraz Erlenmeyer de 100mL 19  Puntas de pipeta automatica
5  Cuba 20  Papel cromatogréfico

6  Pipetas graduadas de 1mL 21 Pad Millipore

7  Pipetas graduadas de 5mL 22 Papel filtro

8  Pipetas graduadas de 10mL 23 Soporte universal

9  Vasos de Precipitacién de 100mL 24 Guantes estériles

10  Vasos de Precipitacion de 250mL 25  Mascarilla

11 Vasos de Precipitacion de 1000mL 26 Cajas petri

12 Tubos de ensayo 27  Parafilm

13 Embudos de filtracion 28  Gorros quirdrgicos

14 Varillas de agitacion 29  Hilo

15 Refrigerantes 30  Reverbero eléctrico

2.3. FACTORES DE ESTUDIO

Los factores que intervinieron directamente en el estudio fueron los siguientes:

TABLA N°11. FACTORES DE ESTUDIO APLICABLES A ESTA INVESTIGACION

FACTOR NIVEL

Val
A Va2

Va3

Vb1

B Vb2

Vb3

Val:1000mg/mL, Va2:750mg/mL, Va3:500mg/mL de A (Extracto fluido de Arrayan); Vb1:1000mg/mL, Vb2:750mg/mL,
Vb3:500mg/mL de B (Extracto fluido de Pumin)

2.4.  UNIDAD EXPERIMENTAL O DE ANALISIS

Se utilizé el extracto fluido de Arrayan (Myrcianthes rhopaloides) y Salvia (Salvia

squalens), los cuales fueron analizados por separado en tres concentraciones diferentes para



-70 -

evidenciar su actividad antimicrobiana por medio de pruebas de difusién en discos, en base
a sus resultados se probo su efecto combinado frente a un ino6culo de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Candida albicans, y sus respectivas cepas

de referencia ATCC, que se utilizaron para una comparacion relativa del analisis.

25. METODOLOGIA

2.5.1. DROGA VEGETAL CRUDA Y EXTRACTOS FLUIDOS

25.1.1. RECOLECCION DE DROGA VEGETAL

La recoleccion de las drogas vegetales, se realiz6 en Riobamba, Provincia de Chimborazo;

de acuerdo a las siguientes coordenadas: Arrayan: latitud de S 7°61.336, longitud de W

98°13.039 y altura de 2760msnm; Pumin: latitud de S 7°61.351, longitud de W 98°13.051 y

altura de 2734msnm.

2.5.1.2. PRUEBAS PARA CONTROL DE CALIDAD DE DROGA CRUDA

2.5.1.2.1. ANALISIS MACROSCOPICO DE HOJAS DE ARRAYAN Y PUMIN

En el andlisis macroscépico de las hojas de Arrayan (Myrcianthes rhopaloides) y Pumin
(Salvia squalens), se consideraron las siguientes caracteristicas: Forma, Textura, Superficie,

color, olor, dimensiones, condicion, peculiaridades. MIRANDA (1996) (43).
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2.5.1.2.2. ANALISIS FISICO-QUIMICO DE LAS HOJAS DE ARRAYAN Y

PUMIN

a. DETERMINACION DE HUMEDAD

Se pes6 2+5x10™ g de hojas de Arrayan y Pumin por separado en dos capsulas de porcelana
previamente taradas y luego fueron sometidas a 105°C en una estufa de aire caliente

durante 2 horas. (56).

b. DETERMINACION DE CENIZAS

Se pes6 individualmente 2+5x10™* g de hojas de Arrayan y Pumin en crisoles tarados,

fueron sometidos a incineracion en la mufla a 700°C de temperatura, durante 2horas. (56).

c. DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO
CLORHIDRICO

A las cenizas totales se adiciond de 2-3 mL de acido clorhidrico al 10%, se tapd con un
vidrio reloj y se hirvié durante 10 min, posteriormente se lavé con 5 mL de agua caliente y
se filtro, lavandose nuevamente con &cido nitrico, finalmente se agregd 2 gotas de nitrato de
plata 0,1M, fue sometido a la mufla a una temperatura de 700°C-750°C durante 2 horas.

(56).
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d. DETERMINACION DE CENIZAS SOLUBLES EN AGUA

A las cenizas totales obtenidas, se adicionaron 15 a 20 mL. de agua, se tapd y se hirvio
durante 5min, se filtr6 y se carbonizé sobre el crisol tarado lo cual fue llevado a la mufla a

700°C durante 2 horas. (56).

2.5.1.2.3. PROCESAMIENTO DE EXTRACTOS FLUIDOS VEGETALES

a. PREPARACION DE EXTRACTO FLUIDO:

La droga vegetal, luego de trituradas las hojas se transfirié a un recipiente, en el cual se
humedecid con un volumen exacto de alcohol potable 96°, se dejo reposar durante 30 min
asegurando la absorcion del alcohol; se vertié sobre un percolador, cuyo orificio de salida
se encontraba cubierto por algoddn, se afiadié alcohol 96° hasta que esté completamente
cubierto sin sobrepasar una concentracién de 1:1, es decir 1000g de droga vegetal: 1000mL
de alcohol, recirculando el volumen obtenido constantemente; el extracto fluido obtenido,

fue embasado en un recipiente de vidrio color ambar, y bajo refrigeracion. (33).

b. PRUEBAS DEL CONTROL DE CALIDAD DE EXTRACTOS FLUIDOS

Para la determinacién de caracteristicas de control de los extractos fluidos de Arrayan y
Pumin se realizaron los siguientes ensayos: determinacion de requisitos organolépticos,

densidad relativa, indice de refraccion, pH.
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c. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Este ensayo se realizo para la identificacion de metabolitos secundarios en las drogas

vegetales, su metodologia fue descrita por LOCK y MIRANDA (1996). (33, 43).

ENSAYO METABOLITO
Dragendorff Alcaloides
Mayer Alcaloides
Wagner Alcaloides
Baljet Lactonas
Borntrager Quinonas
Liberman-Buchard Triterpenos y/o esteroides
Catequinas Catequinas
Resinas Resinas
Fehling Azucares Reductores
Espuma Saponinas
Cloruro Feérrico Compuestos Fendlicos / Taninos
Shinoda Flavonoides
Principios Amargos Aceites Esenciales
Sudan 111 Grasas

d. CROMATOGRAFIAS DE CAPA DELGADA (TLC) DE LOS EXTRACTOS
FLUIDOS DE PUMIN (Salvia squalens) Y ARRAYAN (Myrcianthes

rhopaloides)

- CROMATOGRAFIA PARA ACEITES ESENCIALES PRESENTES EN EL

EXTRACTO FLUIDO DE PUMIN Y ARRAYAN

Se realiz6 una cromatografia en capa delgada para identificar aceites esenciales en los

extractos fluidos de salvia y pumin, segin WAGNER (79)., en las siguientes condiciones:
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Fase Mavil: Tolueno: acetato de etilo (95:5)
Revelador: Anisaldehido-acido sulfurico.

Soporte: Silica Gel 60 F 254 (Merck / 1.11846.0001)

- CROMATOGRAFIA PARA FLAVONOIDES PRESENTES EN

EXTRACTOS FLUIDOS DE PUMIN Y ARRAYAN

Se realiz6 una cromatografia en capa delgada para identificar flavonoides seguin WAGNER

(79)., en las siguientes condiciones:

Fase Movil: n-butanol: acido acético: agua 20:5:25
Revelador: tricloruro de aluminio al 5 % en etanol

Soporte: Silica Gel 60 F 254 (Merck / 1.11846.0001)

2.5.2. RECOLECCION, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CEPAS
BACTERIANAS NATIVAS IMPLICADAS EN INFECCIONES

PERIODONTALES CONFIRMADAS

2.5.21. RECOLECCION DE MUESTRAS DE SALIVA

En el Hospital Provincial Docente de la Provincia de Chimborazo se recolectd 20 muestras
de saliva de pacientes voluntarios con infecciones periodontales ratificadas que

conformaron el Pool Salival.
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2522. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE PATOGENOS
IMPLICADOS EN INFECCIONES PERIODONTALES EN MEDIOS

SELECTIVOS.

De las muestras obtenidas de saliva, segun LOPEZ(1993) (34)., se aislaron e identificaron
los microorganismos presentes en base a sus caracteristicas macro y micromorfoldgicas en
medios selectivos requeridos: Agar Manitol Salado para diferenciacion de Staphylococcus
aureus, Agar EMB y Mac Conkey para diferenciacion de Escherichia coli; Agar Sangre y
Agar EMB para diferenciacion de Streptococcus pyogenes, Agar Sabouraud para
diferenciacion de Candida albicansy se confirmé su aislamiento a través de pruebas

bioquimicas especificas y tincion Gram, de acuerdo a SACSAQUISPE (2002). (61).

2.5.3. PRUEBAS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS

FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

Con el objetivo de evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos fluidos de las
especies vegetales Myrcianthes rhopaloides y Salvia squalens frente a cepas nativas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Candida
albicansobtenidas del pool de saliva, se aplico un disefio experimental, en el cual se
comparé la capacidad de los extractos fluidos para inhibir el crecimiento de los

microorganismos seleccionados a través de la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana
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2.5.3.1. SENSIBILIDAD MICROBIANA DE EXTRACTOS FLUIDOS DE

ARRAYAN Y PUMIN POR SEPARADO.

a. PREPARACION DE SENSIDISCOS DE EXTRACTOS FLUIDOS DE

ARRAYAN Y PUMIN

Se prepar6 diluciones a una concentracion de 1000mg/mL, 100mg/mL y 10mg/mL de
extracto fluido de las drogas vegetales en estudio por separado, cada una se vertié en una
caja petri estéril que contenia un pad de 4,5cm para su posterior secado a 40°C en estufa de
aire caliente, el disco seco se procedié a perforar para obtener discos individuales de 6mm

de diametro. (12).

b. REACTIVACION DE MICROORGANISMOS IMPLICADOS EN

INFECCIONES PERIODONTALES

Cada microorganismo fue reactivado antes de 18 a 24 horas en Caldo Soya Triptica previa

su aplicacion en cada prueba. (12).

c. DIFUSION EN DISCO POR SEPARADO DE EXTRACTOS FLUIDOS DE

ARRAYAN Y PUMIN

Se procedio a la inoculacion de las suspensiones de las cepas nativas reactivadas de cada

una de los microorganismos implicados en el estudio, ajustadas al estandar Mc Farland, con
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un hisopo estéril sobre la superficie de MHA, donde inmediatamente, se aplicé sensidiscos
de 1000mg/mL, 100mg/mL y 10mg/mL de cada extracto fluido, se incubd las placas por 24
horas a 35+2°C, para su posterior lectura de zonas de inhibicion, cada analisis de los

diferentes microorganismos implicados en el estudio, se realiz6 por nonuplicado. (12).

d. MACRODILUCION EN CALDO CON EXTRACTO FLUIDO DE ARRAYAN

Y PUMIN PARA CMI Y CMB

CMI: De los extractos fluidos en estudio se prepararon independientemente diluciones
seriadas 1:2 en el rango de 1000mg/mL a 0,06mg/mL, dentro de los 15min. Siguientes, a
cada tubo se adiciond 1mL del inéculo de 2,33x10%ufc/mL., se emplearon controles de
crecimiento y esterilidad cada uno constaron de 1mL del in6culo y 1mL extracto fluido
respectivamente con 1mL de caldo cada uno, todos los tubos se incubaron a 35+2°C

durante 16 a 20 horas.

CMB: De cada uno de los tubos del ensayo de CMI al cabo de 20 horas de incubacién se
tomd in6culos que fueron estriados en placas de agar, que se incubaron a 35+2°C durante
24 horas. (12). Cuando se inocula 10pL de alicuota al caldo se usa una tabla de valores de
rechazo y se anota el numero de colonias permitidas en base al tamarfio final del inoculo.

(ver ANEXO N° 4)
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2.5.3.2. SENSIBILIDAD MICROBIANA DE EXTRACTOS FLUIDOS DE

ARRAYAN Y PUMIN COMBINADO.

a. TECNICA DE TABLERO PARA POSIBLES COMBINACIONES

Las combinaciones de extractos fluidos de Arrayan (A) y Pumin (B) se obtuvieron al
colocar en el eje X de un tablero las concentraciones de 1000mg/mL, 750mg/mL y
500mg/mL del antimicrobiano Ay en el eje Y las concentraciones del Antimicrobiano B es
decir 1000mg/mL, 750mg/mL y 500mg/mL. (10). Segln la TablaN°12, se prepararon los

sensidiscos respectivos de acuerdo a la técnica descrita anteriormente.

TABLA N°12: TABLERO DE COMBINACIONES PARA COMBINACIONES

X
1000mg/mL 750 mg/mL 500 mg/mL
1000 mg/mL 2000 mg/mL - -
Y 750 mg/mL - 1500 mg/mL -
500 mg/mL - - 1000 mg/mL

Fuente: CATON R. (10).

b. DIFUSION EN DISCO DE EXTRACTOS FLUIDOS COMBINADOS

Se estandariz6 el indculo de la suspension de la cepa nativa reactivada previamente y con
un hisopo estéril se procedid a la inoculacién sobre la superficie de MHA, donde
inmediatamente, se aplicd sensidiscos de concentraciones combinadas de los extractos de
acuerdo a la técnica de tablero para actividad combinada de antimicrobianos, se incubd las

placas invertidas por 24 horas a 35+2°C, para su posterior lectura de zonas de inhibicién,
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cada analisis de los diferentes microorganismos implicados en el estudio, se realiz6 por
nonuplicado.

Se examino cada placa para medir el didmetro de inhibicion, para determinar el tipo de
interaccion existente de acuerdo a las diferentes combinaciones de extractos fluidos; donde
se considerd: sinergia: el diametro de inhibicion total es mayor a la suma de dos halos de
inhibicidn por separado; antagonismo: presenta un crecimiento visible incluso en donde se
esperaba zona de inhibicion; adicion o indiferencia: el diametro de inhibicién es la suma de

dos halos de inhibicion por separado. (10).

2.5.4. INCORPORACION DE EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y

PUMIN EN LA ELABORACION DE UN DENTIFRICO

A una formulacion preestablecida de un dentifrico Tabla N° 13, (BERDONCES 1995) (6).,
se incorporaron los extractos fluidos de arrayan y pumin en concentraciones optimas en

base a su actividad antimicrobiana combinada y caracteristicas sensoriales aceptables.

TABLA N°13: FORMULACION DE UN DENTIFRICO EN FUNCION A SUS PORCENTAJES Y FUNCION

Nombre de ingrediente Porcentaje % Funcion
Extractos fluidos 0,2 Principios activos, aromatizante
Carbonato de calcio 30 Abrasivo
Lauryl sulfato de sodio 1,8 Detergente
Glicerina 20 Humectante
Cmc 1,8 Espesante
Sacarina 2,5 Edulcorante
Aceite mineral 4 Lubricante
Agua desionizada 39,7 Diluyente

Fuente: Verénica Bodero
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2.5.4.1. CONTROL DE CALIDAD DEL DENTIFRICO

Su calidad se determinG en base a los siguientes ensayos: sensoriales y fisicos como

grumosidad, extensibilidad. SHANGRAW, R.F. (1994) (67).

2.6. DISENO EXPERIMENTAL

2.6.1. TRATAMIENTO DE ACTIVIDAD “in vitro”

TABLA N°14: TRATAMIENTOS REALIZADOS DE CADA EXTRACTO FLUIDO POR SEPARADO Y EN
COMBINACION PARA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

DETERMINACION

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Va

VVolumen de Extracto fluido de Arrayan frente al microorganismo

Vb

Volumen de Extracto fluido de Pumin frente al microorganismo

COMBINACIONES

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

ValVbl Mezcla de extractos frente al microorganismo
ValVb2 Mezcla de extractos frente al microorganismo
ValVb3 Mezcla de extractos frente al microorganismo
Va2Vbl Mezcla de extractos frente al microorganismo
Va2Vb2 Mezcla de extractos frente al microorganismo
Va2Vb3 Mezcla de extractos frente al microorganismo
Va3Vvbl Mezcla de extractos frente al microorganismo
Va3Vvb2 Mezcla de extractos frente al microorganismo
Va3Vb3 Mezcla de extractos frente al microorganismo

ValVb1= 1000:1000; Val:Vb2 = 1000:750; Val:Vb3 = 1000:500; Va2:Vbl = 750:1000; Va2:Vb2 = 750:750; Va2:Vb3 = 750:500;
Va3:Vb1 = 500:1000; Va3:Vh2=500:750; Va3:Vh3 = 500:500mg/mL de los extractos fluidos combinados de Arrayan y Pumin

Se aplicé el disefio anterior por nonuplicado para cada microorganismo seleccionado:

Escherichia coli

Streptococcus pyogenes

Staphylococcus aureus

Candida albicans
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2.7.  ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de las pruebas de sensibilidad de cepas nativas aisladas de un pool de saliva
implicadas en infecciones periodontales confirmadas, frente a agentes antimicrobianos
presentes en los extractos fluidos en estudio, fueron analizados mediante la Prueba T-
Student para dos muestras independientes, con la finalidad de identificar cual de los dos
extractos fluidos mostraron la mejor actividad frente a cada microorganismo; los resultados
obtenidos en las pruebas de sensibilidad de extractos combinados fueron analizados
mediante Anova y Tukey al 5% , con lo cual se establecié una comparacion de efectividad entre

cada una de las combinaciones de los extractos fluidos en estudio.
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CAPITULO HI

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Gracias a la influencia de datos etnoboténicos se culmind el trabajo experimental, que
incluy6 el estudio farmacognostico de las drogas vegetales seleccionadas, su actividad
antimicrobiana combinada “in vitro” y su aplicacion en un dentifrico, obteniendo los

resultados que se detallan a continuacion:

3.1. ESTUDIO FARMACOGNOSTICO DE ARRAYAN (Myrcianthes

rhopaloides) Y PUMIN (Salvia squalens)

La exploracién de especies vegetales seleccionadas comprobé la presencia de saponinas,
flavonoides, azUcares reductores, lactonas, quinonas, taninos; metabolitos responsables de
las propiedades terapéuticas atribuidas a estas especies. (KINTNZIOS 2005) (30).,
(LIZCANO 2008) (32).; Sobre el Pumin no existen publicaciones acerca del estudio

farmacognostico por lo que este seria el primer estudio realizado en el pais.

3.1.1. CALIDAD DE DROGA CRUDA DE ARRAYAN Y PUMIN

La calidad del producto final es uno de los motivos por lo que se realizd esta prueba, sus
resultados depende, de varios factores para conservar integramente las propiedades

terapéuticas existentes.
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3.1.1.1. ANALISIS MACROSCOPICO DE HOJAS DE ARRAYAN Y PUMIN

ARRAYAN (Myrcianthes rhopaloides): hoja peciolada acuminada, entera ligeramente
eliptica, de olor aromatico, verde oscura brillante en la cara superior y verde palido en la
inferior de textura lisa — coriacea de 3,2cm de largo y 1,8cm de ancho.

PUMIN (Salvia squalens): hoja aguda, entera ligeramente truncada, sentada y palminervia,

olor aromatico verde parduzco de 1,5cm largo por 0,8cm de ancho, de textura membranosa.

3.1.1.2. CONTROL FIiSICO-QUIMICO DE LAS HOJAS DE ARRAYAN Y

PUMIN

a. DETERMINACION DE HUMEDAD

El material vegetal una vez cortado, experimenta alteraciones que influyen sobre la
actividad terapéutica, estos cambios se deben a reacciones de naturaleza enzimatica que se
producen en presencia de agua, acelerando los procesos de putrefaccién y enmohecimiento.
Por tanto, el contenido de agua en la droga influye sobre su calidad a la vez es importante

conocer este valor para los procesos de secado.

TABLA N°15: POCENTAJE DE HUMEDAD CONTENIDO EN LAS HOJA DE ARRAYAN Y
PUMIN RESPECTIVAMENTE

%Humedad media Desviacion Estandar
ARRAYAN 9,81 +0,0173
PUMIN 8,12 +0,00577

m1: Muestra 1(g); m2: Muestra 2 (g); m3: Muestra 3 (g)
Fuente: Verdnica Bodero
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La Tabla N° 15, corroboré que las drogas vegetales se encontraron dentro del 10% limite
establecido de contenido de humedad de acuerdo a la REAL FARMACOPEA ESPANOLA
(56)., valor que indica buenas condiciones de almacenamiento previniendo proliferacion
microbiana y asegurando la mantencion de las propiedades terapéuticas del material

vegetal.

b. DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES, SOLUBLES EN AGUA E
INSOLUBLES EN ACIDO CLORHIDRICO DE LA DROGA CRUDA DE

ARRAYAN Y PUMIN

El ensayo realizado permite conocer si el material vegetal tiene un exceso de materia

terrosa, arcillosa o arenosa.

TABLA N°16. DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES, SOLUBLES EN AGUA E INSOLUBLES EN
ACIDO CLORHIDRICO DE LA DROGA CRUDA ARRAYAN Y PUMIN

% C. totales (mg) % C. sol. agua (mg) % C. ins. HCI (mg)

ARRAYAN 9,82 8,54 0,97

PUMIN 8,72 7,32 1,18

% C. totales: cenizas totales; % C.sol.agua: cenizas solubles en agua; % C.ins.HCI: cenizas insolubles en &cido clorhidrico

Los resultados expresados en la Tabla N°16, indicaron que los valores se encuentran
aceptables para este tipo de muestra, de acuerdo a la REAL FARMACOPEA ESPANOLA
(56)., los limites permitidos de cenizas totales son hasta 10%, lo que da lugar a garantizar la

calidad de recoleccion de la droga vegetal a estudiarse.
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3.1.2. CALIDAD FIiSICO-QUIMICA DE LOS EXTRACTOS FLUIDOS DE

ARRAYAN Y PUMIN

Las variables analizadas fueron escogidas por ser estas las mas representativas en la

conservacion y actividad de un extracto fluido.

TABLA N°17. DETERMINACION ORGANOLEPTICA, DENSIDAD RELATIVA, INDICE DE REFRACCION
Y pH DE LOS EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

ARRAYAN PUMIN
OLOR Aromaético Aromaético
COLOR Verde intenso Ambar intenso
ASPECTO Transparente, homogéneo Transparente, homogéneo
p> 1,0094 1,0023
> 1,254 1,362
pH 4,69 5,72

Fuente: Verdnica Bodero

Los resultados revelaron en ambos casos caracteristicas tipicas de un extracto fluido, entre
las cuales se encuentra una ligera acidez, la cual favorece: a) conservacion del dentifrico
elaborado, previniendo el desarrollo bacteriano a largo plazo, b) absorcién 6ptima a nivel
celular de los compuestos terapéuticos, c) su aromaticidad corrobor6 la presencia de aceites

esenciales con potenciales propiedades antibacteriales y anestésicas.
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3.121. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Una de las etapas mas representativas en el estudio farmacognostico es la determinacion
cualitativa de grupos quimicos que ayudan a comprender su fisiologia y bioquimica,

logrando su mejor aprovechamiento con fines cientificos y medicinales.

TABLA N°18. TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LA DROGA CRUDA DE ARRAYAN Y PUMIN.

ENSAYOS INDICADORES ARRAYAN PUMIN
Opalescencia(+)
Dragendorff /Alcaloides Turbidez definida(++) + +

Precipitado Naranja (+++)

Opalescencia(+)
Mayer /Alcaloides Turbidez definida(++) - -
Precipitado Naranja (+++)

Opalescencia(+)
Wagner / Alcaloides Turbidez definida(++) ++ e+
Precipitado Naranja (+++)

Baljet / Lactonas Color rojo (++) +++ ++
Precipitado (+++)
Borntrager / Quinonas Rosado (++) +++ ++
Rojo (+++)
Rosado — azul
Liberman-Buchard/triterpenos Intenso — visible +++ ++
Oscuro — negro (+)
Catequinas Mancha verde carmelita/UV - +
Resinas Precipitado (+) - -
Fehling/Azucares Reductores  Color/precipitado rojo ladrillo (+) +++ +++
Espuma / Saponinas Espuma persistente 2” (+) +++ +++
Rojo - Vino (+),
Cloruro Férrico / Taninos Verde intenso (+) Azul Verde
Azul (+)
Shinoda / Flavonoides Amarillo, naranja o rojo (+) +++ +++
Principios Amargos Sabor amargo + +
Sudan 111/ Grasas Gotas de color rojo ++ +

(-) Ausencia; (+) Posible presencia; (++) Presencia confirmada; (+++) Presencia de cantidad suficiente
Fuente: Verdnica Bodero
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De acuerdo a la Tabla N°18, donde se exponen los compuestos activos encontrados: en
Pumin (Salvia squalens) coinciden con los principios activos descritos por (VARGAS
1995), en su estudio de Salvia officinalis donde se reveld la presencia de taninos, esencias
aromaticas, triterpenos y compuestos fenolicos entre los mas importantes. (75).

El tamizaje fitoquimico del Extracto fluido de Arrayan evidenciéo la presencia de
flavonoides, azlcares reductores, taninos, lactonas, triterpenos y esteroides, concordando
con los resultados de (CERRUTTI T. 2000), quien analiz6 material vegetal proveniente de

otra latitud geogréfica. (14).

3.1.22. CROMATOGRAFIA DE CAPA DELGADA (TLC) DE LOS

EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

Es uno de los requisitos exigidos para la evaluacion de medicamentos herbarios, la
determinacion de un perfil cromatogréfico contribuye a caracterizar la droga vegetal que se

utiliza para la elaboracién de un producto en cuestion.

a. CROMATOGRAFIA PARA ACEITES ESENCIALES PRESENTES EN EL
EXTRACTO FLUIDO DE PUMIN (Salvia squalens) Y ARRAYAN

(Myrcianthes rhopaloides)

Se realiz6 una cromatografia en capa delgada para identificar aceites esenciales en los
extractos fluidos de Pumin (Salvia squalens) y Arrayan (Myrcianthes rhopaloides), el

cromatograma mostré las caracteristicas del Grafico N°1 de acuerdo a las siguientes
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condiciones: Fase Mavil: Tolueno: acetato de etilo (95:5); Revelador: Anisaldehido-acido
sulfurico; Soporte: Silica Gel 60 F 254 (Merck / 1.11846.0001) (79)., y los resultados se

muestran en la Tabla N° 19.

GRAFICO N°1. CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA ACEITES ESENCIALES DE LOS DIFERENTES
EXTRACTOS
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M1.- Residuo del extracto fluido de Pumin (Salvia squalens)

M2.- Residuo del extracto fluido de Arrayan (Myrcianthes rhopaloides)
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TABLA N°19: RF DE BANDAS DE ACEITES ESENCIALES PRESENTES EN LOS EXTRACTOS FLUIDOS
DE ARRAYAN Y PUMIN.

PUMIN ARRAYAN
Rf teodrico Rf préctico Rf tedrico Rf préctico
Rfl | 0,34-0,39 (Borneol) 0,35 0,33-0,37(Linalol) 0,35
Rf2 | 0,44-0,47 (1,8Cineol) 0,45 0,40-0,45 (Timol) 0,43
Rf3 | 0,53-0,56 (Anetol) 0,54 0,50-0,58(Eucaliptol) 0,60
Rf4 | 0,61-0,64(o-B tujona) 0,67 0,67-0,73(Citral) -
Rf5 | 0,74-0,78 (Viridiflorol) - 0,78-0,80(Citronelal) 0,76
Rf6 | 0,84-0,87(Mirceno) 0,88 0,83-0,87(a-B pineno) -

Fuente: valores de intervalos de rf para Aceites esenciales de Salvia y Arrayan.’>*

Rf = distancia de la sustancia/frente de la fase movil; Rf1: banda de rf N°1;Rf2: banda de rf N°2; Rf3: banda
de rf N°3;Rf4: banda de rf N°4; Rf5: banda de rf N°5; Rf6: banda de rf N°6

El cromatograma obtenido para aceites esenciales, reveld un total de 5 y 4 bandas para los
extractos fluidos de Pumin y Arrayan respectivamente, ademas se confirm6 que sus rf
practicos caen dentro de los rangos teodricos expuestos por SANCHEZ (2005), en su estudio
acerca de la composicion de Salvia officinalis. (64). y por GARCIA (2002) en su

publicacion acerca de las Fracciones extractables del Arrayan. (23).

b. CROMATOGRAFIA PARA FLAVONOIDES PRESENTES EN
EXTRACTOS FLUIDOS DE PUMIN (Salvia squalens) Y ARRAYAN

(Myrcianthes rhopaloides)

Se realiz6 una cromatografia en capa delgada para identificar flavonoides en los extractos
fluidos de Pumin (Salvia squalens) y Arrayan (Myrcianthes rhopaloides), el Grafico N°2
mostré las caracteristicas del cromatograma obtenido de acuerdo a las siguientes

condiciones: Fase Movil: n-butanol: acido acético: agua 20:5:25; Revelador: tricloruro de
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aluminio al 5 % en etanol; Soporte: Silica Gel 60 F 254 (Merck / 1.11846.0001) (79)., y

los resultados se muestran en la Tabla N° 20.

GRAFICO N°2. CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA FLAVONOIDES DE LOS DIFERENTES
EXTRACTOS
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M1.- Residuo del extracto fluido de Pumin (Salvia squalens)

M2.- Residuo del extracto fluido de Arrayan (Myrcianthes rhopaloides)
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TABLA N°20: RF DE BANDAS DE FLAVONOIDES PRESENTES EN LOS EXTRACTOS FLUIDOS DE
ARRAYAN'Y PUMIN.

PUMIN ARRAYAN
Rf tedrico Rf préctico Rf tedrico Rf préctico
Rfl | 0,54-0,57(Rutina) 0,54 0,27-0,37 (Luteolina) -
Rf2 | 0,60-0,62 (Ac.Clorogénico) 0,61 0,39-0,46 (Miricetina) 0,47
Rf3 | 0,78-0,80 (Cinarina) 0,79 0,48-0,51(Apigenina) -
Rf4 | 0,82-0,85(Ac.Rosmarinico) 0,85 0,53-0,59 (Rutina) 0,59
Rf5 | 0,85-0,89 (Quercetina) - 0,71-0,82(Isoquercitrina) 0,80
Rf6 | 0,90-0,94 (Acido Cafeico) 0,90 0,84-0,93 (Quercetina) 0,88

Fuente: valores de intervalos de rf para Aceites esenciales de Salvia y Arrayan.’>*

Rf = distancia de la sustancia/frente de la fase movil; Rfl: banda de rf N°1;Rf2: banda de rf N°2; Rf3: banda
de rf N°3;Rf4: banda de rf N°4; Rf5: banda de rf N°5; Rf6: banda de rf N°6

El perfil cromatografico del extracto fluido de Pumin y Arrayan, mostraron
respectivamente, 5 y 4 bandas con manchas oscuras de diferente intensidad, concordando
con lo aseverado en sus publicaciones con SANCHEZ (64)., y GARCIA (23)., a los
flavonoides se les atribuye caracteristicas terapéuticas importantes, entre las cuales se
puede mencionar: antiinflamatorias, analgésicas, antimicrobianas, antivirales, antifungicos

y antibacteriales, propiedades Utiles para su uso a nivel odontolégico.

3.2. ANALISIS MICROBIOLOGICO

3.2.1. CEPAS BACTERIANAS

3.2.1.1. IDENTIFICACION MICROBIANA DE PATOGENOS IMPLICADOS
EN INFECCIONES PERIODONTALES.

Los aislamientos fueron recuperados en medios de cultivos selectivos, se tipificd cada uno
como presuntivos en base a su macro-micromorfologia, tincion Gram, posteriormente se

caracterizaron mediante pruebas de metabolismo para cada microorganismo implicado.
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a. Staphylococcus aureus

Microorganismo implicado en erupciones pustulosas agudas en la piel peribucal, en
osteomielitis, se presenta después de la aparicion de caries dental la cual estimula su
progreso a infeccion peribucal intradsea, de acuerdo con BUSTOS (2006) y TORRES

(2010), se constatd su aislamiento e identificacion de S. aureus del Pool de saliva inicial.

(7)..(74).

MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Staphylococcus aureus

Esta bacteria observada bajo 1000x se presenté como: coco Gram positivo, no moévil, no

esporulado, se encontrd solo o asociado en pares, en cadenas 0 en racimos.

MORFOLOGIA MACROSCOPICA DE Staphylococcus aureus

S. aureus en condiciones aerobias creci6 répidamente en agar sangre (Merck /
1.10886.0500) formando colonias de color amarillo dorado con 1 a 3 mm de didmetro,
produjo hemdlisis a las 24 horas, formacion de colonias amarillas en agar Manitol Salado

(Merck / 1.05469.0500).

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE Staphylococcus aureus

S. aureus fue catalasa positivo, coagulasa positivo y fermentd Agar Manitol Salado (Merck

/ 1.05469.0500) formando colonias de color amarillo.
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b. Escherichia coli

Su presencia en la placa subgingival complica el cuadro de pacientes con periodontitis,
tienen la capacidad para colonizar y proliferar en la cavidad bucal, actuando como
cofactores en las formas destructivas de la enfermedad periodontal induciendo septicemias
y aumentando el riesgo de enfermedades cardiovasculares; se corrobord su aislamiento

recuperando colonias verdes oscuras con brillo metalico caracteristicas de la especie.

MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Escherichia coli

E. coli observada bajo 1000x se presenté como bacilo recto Gram negativo, no esporulado.

MORFOLOGIA MACROSCOPICA DE Escherichia coli

E. coli en agar EMB (Merck / 1.01342.0500) formé colonias circulares, convexas de color
verde oscuro con brillo metalico; en agar MacConkey (Merck / 1.05465.0500) se presentd

con colonias de color rosado.

IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE Escherichia coli

E. coli fermentd glucosa, lactosa en agar Kligler (Merck/1.03913.0500), produjo indol, fue
movil en agar SIM (Merck/1.02501.0500), no hidroliz6 Urea, ni utilizé citrato como fuente

de carbono.
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c. Streptococcus pyogenes

Esta bacteria es responsable de faringitis, amigdalitis y algunas formas atipicas de
mucositis y gingivitis; al igual que Streptococcus viridans, se relaciona con la patogenia de
la caries dental, motivo de gran preocupacion en la practica odontoldgica ya que provoca

severos trastornos en la mucosa oral.

MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Streptococcus pyogenes

S. pyogenes observada bajo 1000x (TORRES 2010) se presenté como cocos Gram positivos
de 0,5 - 2 um de diametro, sin formar esporas, agrupados en parejas 0 en cadenas

inmoviles. (74).

MORFOLOGIA MACROSCOPICA DE Streptococcus pyogenes

S. pyogenes en agar sangre (Merck / 1.10886.0500) formé colonias blancas transparentes,

donde produjo zonas de Beta hemolisis, de 1 a 2 mm de diametro.

IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE Streptococcus pyogenes

S. pyogenes produjo beta hemolisis pronunciada, fue catalasa negativo, y presento

sensibilidad a Bacitracina 0,04Ul. (CAMPONOVO 2002)°
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d. Candida albicans

La colonizacion de C. albicans sugiere la formacion de un biofilm (biopelicula) sobre las
superficies dentales y mucosa bucal, causando infecciones sobre mucosas, esofagitis por
candida, candidiasis gastrointestinal, de acuerdo a lo expuesto por VELAZCO (2009) se

constato el aislamiento de C. albicans en el pool de saliva para este ensayo. (77).

MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Candida albicans

Levadura Gram positiva que present6 forma oval de 2 a 4 um, con extremos redondos de 3

a 5 um de diametro y pseudohifas.

MORFOLOGIA MACROSCOPICA DE Candida albicans

C. albicans en Agar Sabouraud (Merck / 1.05438.0500) se presentdé formando colonias
pequefias de 1,5 a 2 mm de diametro, lisas, suaves, humedas, de color y aspecto cremoso,
de consistencia blanda y rapidamente proyect6 filamentos hasta la profundidad del agar.

Después de 4-5 dias se percibié un olor caracteristico de levadura.

IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE Candida albicans

C. albicans fue identificada mediante un panel de pruebas bioquimicas API para Candida,
el cual arrojo como resultado el niamero 7112 corroborando su aislamiento. (ver ANEXO

N°6)
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3.2.1.2. SENSIBILIDAD MICROBIANA DE EXTRACTOS FLUIDOS DE

ARRAYAN Y PUMIN POR SEPARADO

a. DIFUSION EN DISCO POR SEPARADO DE EXTRACTOS FLUIDOS DE

ARRAYAN Y PUMIN

Los resultados de las pruebas de sensibilidad de cepas nativas aisladas de un pool de saliva
proveniente de infecciones periodontales confirmadas, frente a agentes antimicrobianos
presentes en los extractos fluidos en estudio, de acuerdo a los diametros de las zonas de
inhibicidén obtenidas en cada cuadro, se planted dos hipotesis para la realizacion de la
Prueba T-Student para dos muestras independientes, con la finalidad de identificar cual de
los dos extractos fluidos presentan la mejor actividad frente a cada microorganismo,

obteniendo lo siguiente:

TABLA N°21: COMPORTAMIENTO DE Escherichia coli AISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE A
AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS DE
ARRAYAN'Y PUMIN

Escherichia coli

Concentracion Diametro de halo de inhibicién Desviacién estandar

(mg/mL) (promedio)
1000 0 -
Arrayan 100 0 -
10 0 -
1000 0 -
Pumin 100 0 -
10 0 -

Fuente: Verénica Bodero
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En el Tabla N°21, E. coli en este caso, no presentd zonas de inhibicion a ninguna

concentracion aplicada en el estudio, lo que quiere decir que presenta resistencia a los

extractos fluidos aplicados por separado

TABLA N°22: COMPORTAMIENTO DE Staphylococcus aureus AISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE A
AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS DE

ARRAYAN Y PUMIN

Staphylococcus aureus

Concentracién Diametro de halo de inhibicion Desviacion
(mg/mL) (promedio) estandar
Arrayan 1000 7,84444444 + 0,201
100 0 -
10 0 -
Pumin 1000 7,06666667 +0,1
100 0 -
10 0 -

Prueba t para dos muestras independientes / Prueba unilateral a la derecha:

Intervalo de confianza para la diferencia entre las medias al 95%:

Diferencia 0,750

t (Valor observado) 9,227

t (Valor critico) 1,761
GDL 14
p-valor (unilateral) <0,0001
Alfa 0,05

Interpretacion de la prueba:
HO: La diferencia entre las medias es igual a 0.
Ha: La diferencia entre las medias es superior a 0.

Como el p-valor computado es menor que el nivel de significacion alfa=0,05, se debe

rechazar la hipétesis nula HO

El riesgo de rechazar la hip6tesis nula HO cuando es verdadera es menor que 0,01%.

Fuente: Verdnica Bodero

De acuerdo a las zonas de inhibicion obtenidas en el Tabla N°22, se corrobord la presencia

de actividad antimicrobiana de una concentracién de 1000mg/mL de los extractos fluidos
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de Arrayan y Pumin por separado, confirmando estadisticamente, una mejor actividad para

el extracto fluido de Arrayan frente a S. aureus.

TABLA N°23: COMPORTAMIENTO DE Streptococcus pyogenes AISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE
A AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS

DE ARRAYAN Y PUMIN

Streptococcus pyogenes

Concentracion Diametro de halo de

Desviacién estandar

(mg/mL) inhibicion (promedio)
1000 7,04444444 +0,053
Arrayan 100 0 -
10 0 -
1000 7,36666667 +0,122
Pumin 100 0 -
10 0 -

Prueba t para dos muestras independientes / Prueba unilateral a la derecha:

Intervalo de confianza para la diferencia entre las medias al 95%:

Diferencia -0,100
t (Valor observado) -1,414
t (Valor critico) 1,746
GDL 16

p-valor (unilateral) 0,912
Alfa 0,05

Interpretacion de la prueba:
HO: La diferencia entre las medias es igual a 0.
Ha: La diferencia entre las medias es superior a 0.

Como el p-valor calculado es mayor que el nivel de significacion alfa=0,05, se puede

aceptar la hipdtesis nula HO.

El riesgo de rechazar la hipdtesis nula HO cuando es verdadera es de 91,18%.

Fuente: Verdnica Bodero

De acuerdo a las zonas de inhibicidn obtenidas en la Tabla N°23, se confirmé la presencia

de actividad antimicrobiana de una concentracion de 1000mg/mL de los extractos fluidos
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de Arrayan y Pumin por separado, ratificando estadisticamente, una mejor actividad para el
extracto fluido de Pumin frente a S. pyogenes, ya que presenté un mayor diametro de halo

de inhibicion en comparacion del presentado por el extracto fluido de arrayan.

TABLA N°24: COMPORTAMIENTO DE Candida albicansAISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE A
AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS DE
ARRAYAN'Y PUMIN

Candida albicans

Concentracion Diametro de halo de Desviacion estandar
(mg/mL) inhibicion (promedio)
1000 7,95555556 +0,101
Arrayan 100 0 -
10 0 -
1000 7 -
Pumin 100 0 -
10 0 -
Estadisticas descriptivas:
Variable Observaciones Minimo Maximo Media Desviacion tipica
Varl 9 7,800 8,100 7,956 0,101
Varl(2) 9 7,000 7,000 7,000 0,000

Fuente: Verénica Bodero

De acuerdo a las zonas de inhibicién obtenidas, la Tabla N° 24 confirmé la presencia de
actividad antimicrobiana de una concentracion de 1000mg/mL de los extractos fluidos de
Arrayan y Pumin por separado, corroborando una mejor actividad para el extracto fluido de
Arrayan frente a C. albicans, y que los diametros presentados con para el extracto fluido de

Pumin se mantienen constantes.
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TABLA N°25: COMPORTAMIENTO DE Escherichia coli ATCC AISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE
A AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS
DE ARRAYAN Y PUMIN

Escherichia coli ATCC

Concentracién Diametro de halo de Desviacion estandar
(mg/mL) inhibicién (promedio)

1000 0 -

Arrayan 100 0 -
10 0 -

1000 0 -

Pumin 100 0 -
10 0 -

Fuente: Verdnica Bodero

En el Tabla N°25, E. coli ATCC no presentd inhibicion de crecimiento microbiano a
ninguna concentracion de los extractos fluidos en estudio, al igual que la Tabla N°21 de E.

coli nativa.

TABLA N°26: COMPORTAMIENTO DE Staphylococcus aureus ATCC AISLADO DE UN POOL SALIVAL
FRENTE A AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS
FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

Staphylococcus aureus ATCC

Concentracién Diametro de halo de Desviacion estandar
(mg/mL) inhibicién (promedio)

1000 7 -

Arrayan 100 0 -
10 0 -

1000 0 -

Pumin 100 0 -
10 0 -

Estadisticas descriptivas:

Variable Observaciones Minimo Maximo  Media Desviacion tipica
Varl 9 7 7 7 0
Varl(2) 9 0 0 0 0

Fuente: Verénica Bodero
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De acuerdo a las zonas de inhibicion obtenidas en la Tabla N°26, se confirmé la accion
antimicrobiana, en una concentracion de 1000mg/mL, Unicamente del extracto fluido de
Arrayan, ya que en este caso, el extracto fluido de pumin no inhibe crecimiento microbiano

alguno.

TABLA N°27: COMPORTAMIENTO DE Candida albicansATCC AISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE
A AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS
DE ARRAYAN Y PUMIN

Candida albicansATCC

Concentracién Diametro de halo Desviacion
(mg/mL) de inhibicién estandar
(promedio)

1000 9,79 +0,145
Arrayan 100 0 -
10 0 -

1000 7,06 +0,073
Pumin 100 0 -
10 0 -

Prueba t para dos muestras independientes / Prueba unilateral a la derecha:
Intervalo de confianza para la diferencia entre las medias al 95%:

Diferencia 2,733

t (Valor observado) 50,478

t (Valor critico) 1,785
GDL 12
p-valor (unilateral) <0,0001
Alfa 0,05

Interpretacion de la prueba:

HO: La diferencia entre las
medias es igual a 0.

Ha: La diferencia entre las
medias es superior a 0.

Como el p-valor computado es menor que el nivel de significacién alfa=0,05, se debe

rechazar

la hipétesis nula HO, y aceptar la hipétesis alternativa Ha.

El riesgo de rechazar la hipétesis nula HO
cuando es verdadera es menor que 0,01%.

Fuente: Verdnica Bodero
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De acuerdo a las zonas de inhibicion obtenidas en la Tabla N°27, donde se mostro la
presencia de actividad antimicrobiana de una concentracion de 1000mg/mL de los extractos
fluidos de Arrayan y Pumin por separado, confirmando estadisticamente, una mejor
actividad para el extracto fluido de Arrayan en comparacion con el extracto fluido de

pumin, ya que presenta unos diametros de inhibicion relativamente pequefios.

b. MACRODILUCION EN CALDO CON EXTRACTO FLUIDO DE

ARRAYAN Y PUMIN PARA CMI Y CMB

De acuerdo al ensayo empleado para la determinacion de la CIM, se establecio:

TABLA N°28. ENSAYO DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA CIM PARA Staphylococcus
aureus CON LOS DIFERENTES EXTRACTOS ARRAYAN Y PUMIN

N° de frasco POTENCIA CIM CIM PUMIN
( mg/mL) ARRAYAN (S-R-1)
(S-R-1)
1 1000 S S
2 500 I S
3 250 R R
4 125 R R
5 62,5 R R
6 31,25 R R
7 15,6 R R
8 7,81 R R
9 3,9 R R
10 1,95 R R
11 0,97 R R
12 0,49 R R
13 0,24 R R
14 0,12 R R
15 0,06 R R
Control de crecimiento -
Control de esterilidad 1000 - -

S: Sensible; I: Intermedio; R: Resistente
Fuente: Verénica Bodero
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En concordancia a la Tabla N° 28, la concentracion minima inhibitoria de los extractos
fluidos de Arrayan y Pumin para Staphylococcus aureus fueron de 250mg/mL, es decir las
concentraciones mas bajas de las series de diluciones en las que se evidencio crecimiento

visible tras la incubacion del ensayo.

CMB: El tamafio de la poblacién bacteriana inicial inoculado fue de 2,33x10° UFC/mL de
caldo, donde la CMB fue establecida como la concentracion mas baja de agente
antimicrobiano destruyo6 el 99,9% del indculo inicial, tomando en cuenta este criterio, la
CMB para el extracto fluido de pumin y para el extracto fluido de Arrayan fueron de

500mg/mL, en este caso coincidieron en su valor.

FOTOGRAFIA N°11. Ensayo biolégico de cada FOTOGRAFIA N°12. Ensayo biolégico de cada
juego de frascos de prueba de microdilucion en caldo juego de frascos de prueba de microdilucion en
de Extracto fluido de Arrayan (A0, Al, A2, A3) caldo de Extracto fluido de Pumin (PO, P1, P2, P3)
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FOTOGRAFIA N°13. Ensayo bioldgico de cada FOTOGRAFIA N°14. Ensayo biol6gico de cada
juego de frascos de prueba de macrodilucion en juego de frascos de prueba de macrodilucién en
caldo de Extracto fluido Arrayan A4, A5, A6, A7 caldo de Extracto fluido Pumin A8, A9, A10, A11

3.21.2. SENSIBILIDAD MICROBIANA DE EXTRACTOS FLUIDOS DE

ARRAYAN Y PUMIN COMBINADA

a. DIFUSION EN DISCOS COMBINADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS DE

ARRAYAN 'Y PUMIN

La sensibilidad microbiana en cada caso, se establecié de acuerdo a los didmetros de las
zonas de inhibicion obtenidas por el efecto de discos de extractos fluidos de Arrayan y
Pumin combinados frente a cepas nativas aisladas de infecciones periodontales

confirmadas, de acuerdo a este contexto se obtuvieron los siguientes resultados:
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TABLA N°29. COMPORTAMIENTO DE Staphylococcus aureus AISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE
A AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE UNA COMBINACION
DE EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

Staphylococcus aureus

[ 1 del disco (mgA : mgP) Didmetro de zona de inhibicion Desviacion estandar
(promedio)
1000:1000 15,9 +0,112
1000:750 8,5 40,393
1000:500 7 -
750:1000 7 -
750:750 7 -
750:500 7 -
500:1000 0 -
500:750 0 -
500:500 7 -

GRAFICO N°3: DIAMETROS DE ZONAS DE INHIBICION S. aureus vs. CONCENTRACIONES COMBINADAS DE
EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

Diametros de zonas de inhibicién S. aureus vs.
Concentraciones combinadas de extractos fluidos de Arrayan
y Pumin
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Concetraciones combinadas de extractos fluidos
Analisis de la varianza:
Fuente GDL  Suma de cuadrados Media de cuadrados F Pr>F
Modelo 8 1603,329 200,416 10768,627 < 0,0001
Error 72 1,340 0,019
Total 80 1604,669
R? 0.999

R: NUmero de repeticion; [ ] de disco (mgA:mgP): concentracion de extracto fluido de Arrayan y Pumin
presentes en el disco, R% coeficiente de correlacion
Fuente: Verdnica Bodero
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De acuerdo al analisis de varianza, establecio que el diametro de las zonas de inhibicion
microbiana, presentaron una correlacion muy buena, debido a que no mostré variacion
significativa entre las repeticiones de los ensayos; sin embargo estos didmetros variaron
entre pruebas, esto demuestra estadisticamente que al menos una de las concentraciones es

diferente de las demas.

TABLA N°30: ANALISIS DE DIFERENCIAS ENTRE CATEGORIAS TEST DE TUKEY PARA
Staphylococcus aureus

Intervalo de confianza de 95%

Categoria Media Grupo
1000:1000 15,900 A
1000:750 8,533 B
1000:500 7,000 C
500:500 7,000 C
750:1000 7,000 C
750:500 7,000 C
750:750 7,000 C
500:750 0,000 D
500:1000 0,000 D

Fuente: Verénica Bodero

La Tabla N°30, muestra las diferentes concentraciones combinadas de los extractos en
funcion al promedio de los halos de inhibicién presentados en los ensayos, en forma
descendiente, corroborando estadisticamente que la mejor combinacion fue del grupo A,
cuyo titulo fue de 1000mg/mL:1000mg/mL de los extractos fluidos arrayan y pumin
respectivamente. La resistencia de S. aureus a la accion combinada de Extractos fluidos de
Arrayan y Pumin (500:1000 y 500:750) mg/mL se manifestd por la activacion de una
sintesis de la pared celular, con hiperproduccion de proteinas ligadoras, engrosamiento de

la pared y el encarcelamiento de farmacos por hiperproduccion de los componentes de
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pared; el desarrollo de una via bioguimica resistente la cual puede tener lugar por
intercambio genético blogueando el agente antimicrobiano y por eflujo donde el
microorganismo es capaz de bombear hacia afuera el antimicrobiano que va entrando en la
célula; estudios previos han demostrado que S. aureus posee genes que le permiten generar

resistencia contra biocidas. TAVARES (72).

TABLA N°31. COMPORTAMIENTO DE Escherichia coli AISLADA DE UN POOL SALIVAL FRENTE A
AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE UNA COMBINACION DE
EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

Escherichia coli

[ 1 del disco (mgA : mgP) Diametro de zona de inhibicion Desviacion estandar
(promedio)
1000:1000 12,58 + 0,377
1000:750 0 -
1000:500 0 -
750:1000 0 -
750:750 0 -
750:500 0 -
500:1000 0 -
500:750 0 -
500:500 0 -

GRAFICO N°4: DIAMETROS DE ZONAS DE INHIBICION E. coli VS. CONCENTRACIONES COMBINADAS
DE EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

Diametros de zonas de inhibicién E. coli vs.
Concentraciones combinadas de extractos fluidos de
Arrayany Pumin
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Fuente GDL Suma de cuadrados Media de cuadrados F Pr>F
Modelo 8 1265,604 158,200 10030,716 < 0,0001
Error 72 1,136 0,016
Total 80 1266,740

RZ

R: NUmero de repeticion; [ ] de disco (mgA:mgP): concentracion de extracto fluido de Arrayan y Pumin

presentes en el disco, R% coeficiente de correlacion

Fuente: Verénica Bodero

De acuerdo al analisis de varianza de la Tabla N°31, se establecié que el diametro de las

zonas de inhibicion para E. coli mantiene una buena correlacion entre sus valores, sin

embargo estos didmetros variaron entre ensayos, demuestra estadisticamente que al menos

una de las concentraciones es diferente de las demas.

TABLA N°32: ANALISIS DE DIFERENCIAS ENTRE CATEGORIAS TEST DE TUKEY PARA Escherichia

coli

Intervalo de confianza de 95%

Categoria Media Grupos

1000:1000 12,578 A

1000:500 0,000 B
1000:750 0,000 B
500:1000 0,000 B
500:500 0,000 B
500:750 0,000 B
750:1000 0,000 B
750:500 0,000 B
750:750 0,000 B

R: NUmero de repeticion; [ ] de disco (mgA:mgP): concentracion de extracto fluido de Arrayan y Pumin

presentes en el disco, R% coeficiente de correlacion

Fuente: Verénica Bodero
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La Tabla N°32, confirma estadisticamente que el mejor tratamiento para inhibir el
crecimiento  bacteriano fue A que corresponde a una concentracion de
1000mg/mL.:1000mg/mL de los Extractos fluidos de Arrayan y Pumin respectivamente.

La naturaleza estructural de las bacterias Gram negativas que contienen LPS y una delgada
capa de peptidoglicano sugiere su resistencia frente a los extractos fluidos combinados de
Arrayan y Pumin exceptuando la combinacion de 1000:1000 mg/mL de concentracion de
los extractos en estudio.

La resistencia de E. coli se expres6 como producto de una alteraciéon del sitio blanco o
diana de antimicrobianos, disminuciéon de la permeabilidad de la pared por poseer una
pequefia capa de peptidoglicano, la adquisicion de mecanismo de eflujo y cambio de via
metabolica externa, lo que sugiere que las diferentes combinaciones de los extractos fluidos
vegetales son capaces de influir sobre los lipidos de la membrana ocasionado alteraciones

en su estructura y finalmente su muerte. MEDINA (2010). (40).

TABLA N°33. COMPORTAMIENTO DE Streptococcus pyogenes i AISLADA DE UN POOL SALIVAL
FRENTE A AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE UNA
COMBINACION DE EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

Streptococcus pyogenes

[ ] del disco (mgA : mgP) Diametro de zona de inhibicion Desviacion estandar
(promedio)
1000:1000 14,8 +0,459
1000:750 7,5 0
1000:500 0 0
750:1000 -14,7 10,415
750:750 0 0
750:500 7 0
500:1000 0 0
500:750 0 0
500:500 0 0
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GRAFICO N°5: DIAMETROS DE ZONAS DE INHIBICION S .pyogenes VS. CONCENTRACIONES
COMBINADAS DE EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

Diametros de zonas de inhibicién S. pyogenes vs. Concentraciones
combinadas de extractos fluidos de Arrayan y Pumin
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Andlisis de la varianza:

Fuente GDL Sumade cuadrados Media de cuadrados F Pr>F
Modelo 8 4629,952 578,744 13607,624 < 0,0001
Error 72 3,062 0,043

Total 80 4633,014

R’ 0.999

R: Numero de repeticion; [ ] de disco (mgA:mgP): concentracién de extracto fluido de Arrayan y Pumin
presentes en el disco, R?: coeficiente de correlacion
Fuente: Veronica Bodero

De acuerdo a la Tabla N°33, se establecié que la correlacion entre las repeticiones del
ensayo se encuentra dentro del rango aceptable, ya que se acerca a 1; sin embargo de la
misma manera que los anteriores ensayos los diametros de inhibicion obtenidos variaron

significativamente entre tratamientos.
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TABLA N°34 ANALISIS DE DIFERENCIAS ENTRE CATEGORIAS TEST DE TUKEY PARA Streptococcus
pyogenes

Intervalo de confianza de 95%

Categoria Media Grupos
1000:1000 14,756 A
1000:750 7,500 B
750:500 7,000 C
1000:500 0,000 D
500:1000 0,000 D
500:500 0,000 D
500:750 0,000 D
750:750 0,000 D
750:1000 -14,667 E

Fuente: Verdnica Bodero

De acuerdo la Tabla N°34, se determiné que el mejor tratamiento fue el A cuya
concentracion fue de 1000:1000mg/mL en funcion del didmetro de inhibicién formado; se
establecio que S. pyogenes presentd por lo menos dos mecanismos de resistencia
bacteriana: el primero que se refiere a una modificacién en el sitio receptor, produciendo un
cambio conformacional en el ribosoma que disminuye la afinidad al antimicrobiano
(macrolidos, lincosamidas y streptogramina B, farmacos quimicamente distintos pero con
similar mecanismo y sitio de accidn); y el segundo, cuando el fenotipo M codificado en el
gene mefA dependiente de energia, activa un sistema de expulsién para que la célula
elimine a los principios activos y exprese su resistencia. RODRIGUEZ R (58)., y

CAMPONOVO (9).
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TABLA N°35. COMPORTAMIENTO DE Candida albicansAISLADA DE UN POOL SALIVAL FRENTE A
AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE UNA COMBINACION DE
EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

Candida albicans

[ ] del disco (mgA : mgP)  Diametro de zona de inhibicion Desviacion estandar
(promedio)

1000:1000 0 -

1000:750

1000:500

750:1000

750:750

750:500

500:1000

500:750

O|0|0O|0O|o|o|o|o
1

500:500

R: Numero de repeticion; [ ] de disco (mgA:mgP): concentracién de extracto fluido de Arrayan y Pumin
presentes en el disco
Fuente: Veronica Bodero

En este caso, ninguna de las combinaciones fueron eficaces frente a C. albicans; se presume
que su resistencia se asocidé con: disminucion de la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica, por alteracién de lipidos de membrana, sobreexpresion de la enzima ERG11
y mutaciones de otras enzimas que actda en sintesis, eliminacion activa de la droga por
sobreexpresion de las bombas de flujo. Sin embargo, los mecanismos demostrados son

cambios en el lanosterol demetilasa, cambios en la D5-6 esterol desaturasa. SILVA (68).
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TABLA N°36. COMPORTAMIENTO DE CEPAS ATCC COMO CONTROL FRENTE A AGENTES
ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE UNA COMBINACION DE
EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

CEPAS DE CONTROL

S. aureus ATCC E. coli ATCC C. albicans ATCC

[ ] del disco (mgA:mgP) 25923 25922 10231

(mm) (mm) (mm)
1000:1000 11 12 0
1000:750 0 0 0
1000:500 0 0 0
750:1000 0 0 0
750:750 0 0 0
750:500 0 0 0
500:1000 0 0 0
500:750 0 0 0
500:500 0 0 0

R: Numero de repeticion; [ ] de disco (mgA:mgP): concentracion de extracto fluido de Arrayan y Pumin
presentes en el disco, R% coeficiente de correlacién
Fuente: Veronica Bodero

De acuerdo a la Tabla N°36; Staphylococcus aureus ATCC 25923 presentd una zona de
inhibicidn inferior de la mostrada por la cepa nativa aislada, que fue entre 15,7 — 16 mm de
diametro; Escherichia coli ATCC 25922 mostré una zona aproximada a la presentada por
su homologa aislada, a diferencia de los didmetros de las zonas de inhibicién mostrados por
las concentraciones de extractos fluidos de las drogas vegetales por separado, ya que estas
no presentaron zona de inhibicion alguna, al igual que Candida albicansATCC 10231 y su

nativa mostraron la ausencia de actividad, en su falta de zona de inhibicién.



- 114 -

b. INTERACCIONES DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA COMBINADA
DE EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN EN DISCOS
FRENTE A MICROORGANISMOS IMPLICADOS EN INFECCIONES

PERIODONTALES CONFIRMADAS.

Luego de un andlisis exhaustivo de los resultados obtenidos, se logré identificar el mejor
tratamiento relacionado con la concentracion combinada de los extractos fluidos de

Arrayan y Pumin; para su posterior aplicacion en un dentifrico

GRAFICO N°6: DIAMETROS DE ZONAS DE INHIBICION BACTREIANA VS. CONCENTRACIONES
COMBINADAS DE EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

Diametro de zona de inhibicion bacteriana vs.
concentracion combinada de extractos fluidos

S.aureus  E. coliATCC C. albicans
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A simple vista en el Grafico N°6; se determind de acuerdo a los diametros de inhibicion
que S. aureus a una concentracion de 1000:1000mg/mL, mostré una zona de inhibicion
superior a la suma de los halos presentados por los extractos fluidos de arrayan y pumin por
separado, revelando la existencia de un efecto de sinergismo, al igual que su homologa
ATCC; a diferencia de los demas tratamientos probados que presentaron indiferencia a la

concentracion de los discos o ausencia de efecto.

E. coli no fue inhibido por la aplicacion de los discos de extractos fluidos por separado, sin
embargo a una concentracion de 1000:1000 mg/mL de extractos fluidos combinados

mostra inhibicion; se deduce este efecto por sinergismo, al igual que su respectiva ATCC.

S. pyogenes, al igual que los casos anteriores mostré sinergismo por efecto de una
concentracion de 1000:1000mg/mL, sin embargo una concentracién de 750:1000mg/mL

fue antagdnico, pues se observo una zona de crecimiento alrededor del disco.

C. albicans no fue afectado en su crecimiento por ninguno de los extractos fluidos
combinados aplicados. Las cepas controles ATCC, evidenciaron comportamiento similar a

las cepas nativas.

La mejor concentracion aplicada fue de 1000:1000mg/mL de extractos fluidos de Arrayan y
Pumin combinados, porque evidencia una mayor capacidad inhibitoria sobre los
microorganismos nativos aislados, en comparacion con el efecto de cada uno de ellos por

separado.
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3.3. DENTIFRICO INCORPORADO EXTRACTOS FLUIDOS DE

ARRAYAN Y PUMIN

Se prepar0 una pasta dental que contenia como ingredientes: a) Lauril sulfato de sodio
(agente detergente, humectante, emulsificante) con gran capacidad para desnaturalizar las
proteinas y por tanto con eficaz accidn antiplaca, la produccion de espuma ayuda a la
limpieza dental. b) Carbonato de calcio (TUMS) y bicarbonato de sodio usados como
agentes abrasivos, permitiendo la limpieza de los dientes por friccidn sin que se dafie el
esmalte, su accion blanqueadora elimina manchas y placa dental. ¢) Glicerina, confirio
plasticidad y estabilidad , un contenido superior al 40% de este excipiente evito la adicion
de conservadores, ademas sirvié como humectante dio consistencia y garantizé estabilidad
microbioldgica, d) Carboximetilcelulosa sirvio como espesante (evita que las sustancias
abrasivas se sedimenten. €) Como principios activos se incorporé la mezcla mas efectiva de
los extractos fluidos de Arrayan y Pumin para aprovechar sus propiedades antisépticas y
anestésicas, la capacidad de reducir la hipersensibilidad en encias y mejorar el aliento al

reducir la proliferacion de bacteriana.

3.3.1. CONTROL DE CALIDAD DEL DENTIFRICO

TABLA N°37. CONTROL DE CALIDAD DE UN DENTIFRICO INCORPORADO EXTRACTOS FLUIDOS DE
ARRAYAN Y PUMIN

CARACTERISTICAS SENSORIALES DENTIFRICO

ASPECTO Homogéneo
COLOR Verde
OLOR Aromatico
UNTUOSIDAD Consistente

Fuente: Verénica Bodero
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La Tabla N°37, mostro que las caracteristicas sensoriales del producto formulado obtenidas
se encuentran dentro de los limites aceptados en la Farmacopea para un producto natural;
adicionalmente no existe presencia de grumos, el pH de 7,9 es el adecuado ya que la
descalcificacion del diente se acentla cuando este disminuye por debajo de 5,5; la
extensibilidad del dentifrico fue de 4,5 valor que estd dentro de lo especificado por la

REAL FARMACOPEA ESPANOLA. (55).
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CONCLUSIONES

1. Los extractos fluidos de Arraydn y Pumin contienen principios activos implicados
en la actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Streptococcus pyogenes aislados de infecciones periodontales confirmadas por
diagnostico  odontoldgico, sin embargo no controlaron a Candida

albicansprocedentes de la misma fuente.

2. Los ensayos de calidad de las drogas crudas revelaron que los materiales se
encontraron en buenas condiciones para la posterior elaboracion de un extracto
fluido, la ausencia de contaminacion, indico que su secado fue el dptimo para evitar

la pérdida de actividad terapéutica y la degradacion por exceso de humedad.

3. Los ensayos de Susceptibilidad de Antimicrobianos, demostraron que la
combinacion de extractos fluidos de Arrayan y Pumin fueron mas efectivos que los
extractos fluidos usados por separado sobre los diferentes microorganismos
patdgenos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus pyogenes a
excepcion de Candida albicansya que no presentd zona de inhibicidén alguna por

combinacion.

4. Los extractos de Arrayan y Pumin inhibieron el crecimiento de los patdgenos orales,

encontrando que el que posee mas potencial bacteriostatico fue la concentracion
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combinada de (1000:1000) mg/mL presentd sinergismo, y el mayor potencial

bactericida sobre microorganismos Gram positivos, Gram negativos.

La actividad antimicrobiana de los extractos fluidos ensayados, puede explicarse
por su constitucion quimica, pues mediante TLC se revel6 la presencia de esencias
aromaticas como borneol, 1,8-cineol, eucaliptol, linalol, citral, triterpenos,
flavonoides como quercetina, cinarina, isoquercitrina y rutina, cuya accién ha sido

corroborada con estudios previos.

Los extractos fluidos de Arrayan y Pumin pueden incorporarse a formulaciones para
la higiene bucal por su potencial antibacteriana y de control en la formacion de

biopelicula.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar varios estudios fitoquimicos con el fin de identificar, separar
y elucidar las moléculas presentes en la fase acuosa del extracto fluido de Arrayan 'y
Pumin responsables de la actividad antimicrobiana reportada en el presente trabajo,
con el fin de generar alternativas para la obtencion de nuevos antimicrobianos de
amplio espectro a partir de una fuente de origen natural y con potenciales

aplicaciones en higiene bucal y terapéutico odontoldgica.

2. Los agentes fitoterdpicos incorporados a los dentifricos poseen accion
antimicrobiana sobre las bacterias orales, lo cual sugiere realizar investigaciones
farmacoldgicas sobre el uso indiscriminado, sus posibles efectos adversos,

interacciones y contraindicaciones.

3. Se recomienda evaluar la actividad antimicrobiana del dentifrico formulado en este
estudio, asi como determinar la estabilidad del agente activo frente a factores fisicos

y quimicos que puedan interferir en la actividad antimicrobiana..



-121 -

RESUMEN

Se realizo el estudio de los componentes de Arrayan (Myrcianthes rhopaloides) y Pumin
(Salvia squalens) y evaluacion experimental de actividad antimicrobiana in vitro en cepas
nativas aisladas de un Pool de saliva, para proporcionar una alternativa al tratamiento de
infecciones periodontales descartando el uso obligatorio de antibioticos.

Los extractos fluidos de Arrayan y Pumin se prepararon por percolacién previo control de
calidad de las drogas crudas, el tamizaje fitoquimico y cromatografia en capa fina identifico
compuestos con potencial accion antimicrobiana, un screening por difusion en disco
mostrod actividad frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes
y Candida albicans; se determind las CMI y CMB de los extractos separados y su efecto
combinado; se formulé un dentifrico con la mejor combinacion.

El andlisis fisico quimico de las drogas determind contenido de humedad y cenizas dentro
de los limites aceptables. EI Tamizaje Fitoquimico establecié la presencia de esencias
aromaticas como borneol, 1,8-cineol, eucaliptol, triterpenos, flavonoides como quercetina,
cinarina y rutina.

Los extractos fluidos de Pumin y Arrayan analizados independientemente mostraron una
CMI de 1000 mg/mL y CMB de 500 mg/mL, los Extractos fluidos combinados
(1000:1000mg/mL) evidenciaron mejor actividad; fueron activos frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes a excepcion de Candida albicansy

tendrian potenciales aplicaciones para higiene bucal y terapéutica odontoldgica.



-122 -

SUMMARY

A study of the Arrayan components (Myrcianthes rhopaloides) and Pumin (Salvia
squalens) and experimental evaluation of antimicrobial activity in vitro in native strains
isolated of a saliva Pool was carried out to provide an alternative to the regular dental
infection treatment so that the antibiotics couldn’t be used anymore.

The Arrayan and Pumin fluids extracts were prepared by percolation after a raw drugs
quality control, components with potential antimicrobial action were identified by
phytochemical screening and thin-layer chromatography, a screening by disk diffusion
showed activity against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes
and Candida albicans; CMI and CMB were determinate from the separated and combined
extracts; a toothpaste was formulated with the best combination.

Humidity and ashes were determined by the drugs physical-chemical analysis and these
were acceptable. The phytochemical screening established the presence of aromatic
essences such as: borneol, 1,8cineol, eucalyptol, triterpenos, flavonoids as: quercetin,
cinarine and rutine.

The extracts mentioned above were analyzed one by one and they showed a CMI of
1000mg/mL and CMB of 500 mg/mL, and these ones combined (1000:1000mg/mL) had
better quality; they are active against Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes except in Candida albicansand will have the best applications for

oral hygiene and dental treatment.
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ANEXOS

ANEXO N° 1. CONTENIDO DE HUMEDAD POR TRIPLICADO DE HOJAS DE
ARRAYAN Y PUMIN

TABLA N°38: POCENTAJE DE HUMEDAD CONTENIDO EN LAS HOJA DE ARRAYAN Y PUMIN
RESPECTIVAMENTE

m 1 (g) m 2 (g) m 3 (9) %Humedad media Desv. Estandar

ARRAYAN 9,8 9,83 9,8 9,81 +0,0173

PUMIN 8,12 8,12 8,11 8,12 +0,00577

m1: repeticién N°1; m2: repeticion N°2; m3: repeticion N°3 para contenido de humedad
Fuente: Veronica Bodero

ANEXO N° 2. SENSIBILIDAD MICROBIANA DE EXTRACTOS FLUIDOS DE
ARRAYAN Y PUMIN POR SEPARADO POR METODO DE DIFUSION EN DISCO
DE CONCENTRACION DE 1000mg/mL, 100mg/mL Y DE 10mg/mL FRENTE A
MICROORGANISMOS IMPLICADOS EN INFECCIONES PERIODONTALES
CONFIRMADAS.

TABLA N°39: COMPORTAMIENTO DE Staphylococcus aureus AISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE A
AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS DE
ARRAYAN Y PUMIN

Staphylococcus aureus

1000 8 8 7,5 8 7,6 7,7 8 7,8 8
Arrayan 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1000 7 7,1 7,1 7 7,3 7 7 7,1 7
Pumin 100 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0

R: NUmero de repeticion;
Fuente: Verénica Bodero
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FOTOGRAFIA N°15. Ensayo bioldgico en Staphylococcus aureus frente a Sensidisco de
1000mg/mL, 100mg/mL, 10 mg/mL de Arrayan y Pumin respectivamente

TABLA N°40: COMPORTAMIENTO DE Escherichia coli AISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE A
AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS DE
ARRAYAN Y PUMIN

Escherichia coli

1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Arrayan 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pumin 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0

R: Numero de repeticion;
Fuente: Verénica Bodero
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FOTOGRAFIA N°16. Ensayo biolégico en Escherichia coli frente a Sensidisco de 1000mg/mL,
100mg/mL, 10 mg/mL de Arrayan y Pumin respectivamente

TABLA N°41: COMPORTAMIENTO DE Streptococcus pyogenes AISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE
A AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS
DE ARRAYAN Y PUMIN

Streptococcus pyogenes

1000 7 7 7,1 7 7 7 7,1 7,1 7,1
Arrayan 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1000 7,5 7,3 7,5 7,5 7,4 7,3 7,4 7,2 7,2
Pumin 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0

R: Numero de repeticion;
Fuente: Verénica Bodero

FOTOGRAFIA N°17. Ensayo biol6gico en Streptococcus pyogenes
frente a Sensidisco de 1000mg/mL, 100mg/mL, 10mg/mL de Arrayan
y Pumin respectivamente
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TABLA N°42: COMPORTAMIENTO DE Candida albicansAISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE A
AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS DE
ARRAYAN Y PUMIN

Candida albicans

1000 8 8 7,8 8 7,9 8,1 8 8 7,8
Arrayan 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1000 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Pumin 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0

R: NUmero de repeticion;
Fuente: Veronica Bodero

FOTOGRAFIA N°18. Ensayo bioldgico en Candida albicansfrente a
Sensidisco de 1000mg/mL, 100mg/mL, 10mg/mL de Arrayan y Pumin
respectivamente

TABLA N°43: COMPORTAMIENTO DE Staphylococcus aureus ATCC AISLADO DE UN POOL SALIVAL
FRENTE A AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS
FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

Staphylococcus aureus ATCC

1000 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Arrayan 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1000 O 0 0 0 0 0 0 0 0
Pumin 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0

R: NUmero de repeticion;
Fuente: Verénica Bodero
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TABLA N°44: COMPORTAMIENTO DE Escherichia coli ATCC AISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE
A AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS
DE ARRAYAN Y PUMIN

Escherichia coli ATCC

1000 O 0 0 0 0 0 0 0 0
Arraydn 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1000 O 0 0 0 0 0 0 0 0
Pumin 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0

R: NUmero de repeticion;
Fuente: Verénica Bodero

TABLA N°45: COMPORTAMIENTO DE Candida albicansATCC AISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE
A AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE EXTRACTOS FLUIDOS
DE ARRAYAN Y PUMIN

Candida albicansATCC

1000 10 97 97 10 98 99 96 97 97
Arrayan 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1000 7 710 72 7 71 7 71 7 7
Pumin 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0

R: Numero de repeticion;
Fuente: Verénica Bodero

FOTOGRAFIA N°19. Ensayo biolégico en  FOTOGRAFIA N°20. Ensayo biolégico en
Staphylococcus aureus ATCC frente a Sensidisco  Escherichia coli ATCC frente a Sensidisco de

de 1000, 100, 10mg/mL de extractos por separado 1000, 100, 10mg/mL de extractos por separado
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FOTOGRAFIA N°21. Ensayo biolégico en
Candida albicansATCC frente a Sensidisco de
1000, 100, 10mg/mL de extractos por separado

ANEXO N°3. MACRODILUCION EN CALDO CON EXTRACTO FLUIDO DE
ARRAYAN Y PUMIN PARA CMI Y CMB

FOTOGRAFIA 22. Juego de Frascos de Pumin  FOTOGRAFIA 23. Juego de Frascos de
para prueba de Macrodilucion en caldo para  Arrayan para prueba de Macrodilucion en
CIM después de 24 horas. caldo para CIM después de 24 horas.
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CMB

Tabla N° 46: RECUENTO DE UFC/INOCULO

ARRAYAN PUMIN

N° Dilucion Ufc/in6culo N° Dilucion Ufc/in6culo
Ay 0 Po 0
Aq 0 P, 0
A, 15 P, 0
Az Campo lleno P Campo lleno
A4 Campo lleno P4 Campo lleno
As Campo lleno Ps Campo lleno

Ay: control de esterilidad; A;: 1000mg/mL; A»:500mg/mL; Az:250 mg/mL; A4:125 mg/mL; As:62,5 mg/mL
de extracto fluido de Arrayan; Py: control de esterilidad; P, 1000mg/mL; P,: 500mg/mL P3: 250 mg/mL; Pg:
125 mg/mL; Ps:62,5mg/mL de extracto fluido de Pumin

ANEXO N°4. TABLA DE RECHAZOS PARA CMB Y CALCULO DE
SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE CONCENTRACION INICIAL

TABLA N°47. VALORES DE RECHAZO Y CALCULO DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE
CONCENTRACION INICIAL

Inoculo Inicial Valor de Rechazo Sensibilidad Especificidad
(UFC/mL)
1x10° 4 77 97
2x10° 8 89 99
3x10° 15 99 99
4x10° 20 99 99
5x10° 25 99 99
6x10° 29 99 99
7x10° 33 99 99
8x10° 38 99 99
9x10° 42 99 99
1x10° 47 99 99
2x10° 91 99 99
3x10° 136 99 99
4x10° 182 99 99
5x10° 227 99 99
6x10° 273 99 99
7x10° 318 99 99
8x10° 364 99 99
9x10° 409 99 99
1x10’ 455 99 99

Ejemplo de interpretacion de tabla: si el inéculo fue de 6,2x10° UFC/mL entonces serd >29 UFC se define
como rechazo para este caso.



- 143 -

ANEXO N° 5. SENSIBILIDAD MICROBIANA DE EXTRACTOS FLUIDOS DE
ARRAYAN Y PUMIN COMBINADOS POR METODO DE DIFUSION EN DISCO
DE CONCENTRACION DE 1000mg/mL, 100mg/mL Y DE 10mg/mL FRENTE A
MICROORGANISMOS IMPLICADOS EN INFECCIONES PERIODONTALES
CONFIRMADAS.

TABLA N°48. COMPORTAMIENTO DE Staphylococcus aureus AISLADO DE UN POOL SALIVAL FRENTE A
AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE UNA COMBINACION DE
EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

MICROORGANISMO A EVALUAR

Staphylococcus aureus

[ ] del disco R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9
(mgA:mgP) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1000:1000 16 15,8 16 157 159 158 16 15,9 16
1000:750 9 9 8 8,7 8,9 8 8,4 8,3 8,5
1000:500 7 7 7 7 7 7 7 7 7
750:1000 7 7 7 7 7 7 7 7 7
750:750 7 7 7 7 7 7 7 7 7
750:500 7 7 7 7 7 7 7 7 7
500:1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500:750 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500:500 7 7 7 7 7 7 7 7 7

R: NUmero de repeticion; [ ] de disco (mgA:mgP): concentracion de extracto fluido de Arrayan y Pumin
presentes en el disco, R% coeficiente de correlacion
Fuente: Verdnica Bodero

FOTOGRAFIA N°24. Ensayo bioldgico de FOTOGRAFIA N°25. Ensayo biologico de
sensidiscos 1000:1000 y 1000:750 combinados | sensidiscos 1000:500 y 750:1000 combinados de
de extractos frente a Staphylococcus aureus extractos frente a Staphylococcus aureus
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FOTOGRAFIA N°26. Ensayo biolégico de | FOTOGRAFIA N°27. Ensayo biolégico de
sensidiscos 750:750 y 750:500 combinados de | sensidiscos 500:1000 y 500:750 combinados de
extractos frente a Staphylococcus aureus extractos frente a Staphylococcus aureus

TABLA N°49. COMPORTAMIENTO DE Escherichia coli AISLADA DE UN POOL SALIVAL FRENTE A
AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE UNA COMBINACION DE
EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

MICROORGANISMO A EVALUAR

Escherichia coli

[ 1 del disco R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9
(mgA:mgP) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1000:1000 12 12 13 125 126 125 128 128 13

1000:750 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1000:500 0 0 0 0 0 0 0 0 0
750:1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
750:750 0 0 0 0 0 0 0 0 0
750:500 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500:1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500:750 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500:500 0 0 0 0 0 0 0 0 0

R: Numero de repeticion; [ ] de disco (mgA:mgP): concentracion de extracto fluido de Arrayan y Pumin
presentes en el disco, R% coeficiente de correlacion
Fuente: Verdnica Bodero
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FOTOGRAFIA N°28. Ensayo biol6gico de FOTOGRAFIA N°29. Ensayo biologico de
sensidiscos 1000:1000 y 1000:750 combinados sensidiscos 1000:500 y 750:1000 combinados
de extractos frente a Escherichia coli de extractos frente a Escherichia coli

FOTOGRAFIA N°30. Ensayo bioldgico de FOTOGRAFIA N°31. Ensayo biolégico de
sensidiscos 750:750 y 750:500 combinados de sensidiscos 500:1000 y 500:750 combinados de
extractos frente a Escherichia coli extractos frente a Escherichia coli
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TABLA N°50. COMPORTAMIENTO DE Streptococcus pyogenes i AISLADA DE UN POOL SALIVAL FRENTE A
AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE UNA COMBINACION DE
EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

MICROORGANISMO A EVALUAR

Streptococcus pyogenes

[ ] del disco R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8 R9
(mgA : mgP) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1000:1000 15 14 14 152 15 151 149 146 15
1000:750 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
1000:500 0 0 0 0 0 0 0 0 0
750:1000 -14 -15 -14 -145 -15 -14,7 -148 -15 -15
750:750 0 0 0 0 0 0 0 0 0
750:500 7 7 7 7 7 7 7 7 7
500:1000 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500:750 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500:500 0 0 0 0 0 0 0 0 0

FOTOGRAFIA N°32. Ensayo biologico de FOTOGRAFIA N°33. Ensayo biol6gico de
sensidiscos 1000:1000 y 1000:750 combinados sensidiscos 1000:500 y 750:1000 combinados de
de extractos frente a Streptococcus pyogenes extractos frente a Streptococcus pyogenes
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FOTOGRAFIA N°34. Ensayo biologico de FOTOGRAFIA N°35. Ensayo biol6gico de
sensidiscos 750:750 y 750:500 combinados de sensidiscos 500:1000 y 500:750 combinados de
extractos frente a Streptococcus pyogenes extractos frente a Streptococcus pyogenes

TABLA N°51. COMPORTAMIENTO DE Candida albicansAISLADA DE UN POOL SALIVAL FRENTE A
AGENTES ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN DISCOS IMPREGNADOS DE UNA COMBINACION DE
EXTRACTOS FLUIDOS DE ARRAYAN Y PUMIN

MICROORGANISMO A EVALUAR

Candida albicans

Py)
Yy
pY)
(0 0]
Pyl
o

[ ] del disco R1 R2 R3 R4 R5 R6
(mgA : (mm)  (mm) (mm)
mgP)

3
E)
3
3
3
3

1000:1000

1000:750

1000:500

750:1000

750:500

500:1000

500:750

o|o|o|o|o|o|oelel o
3
N
o|o|o|e|o|o|oolel &
3
N
o|o|o|o|o|o|ololel Z
3
N

O|0O|0|0O|Oo|o|o|o|o
O|I0|0|0O|O|Oo|Oo|Oo|Oo
O|0O|0|O0|Oo|o|o|o|o
O|O0O|0|0O|Oo|o|o|o|o
O|O0O|0|O0|Oo|o|o|o|o

0
0
0
0
750:750 0
0
0
0
0

500:500
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FOTOGRAFIA N°36. Ensayo biologico de
sensidiscos a diferentes  concentraciones
combinados de extractos frente a Candida
albicansATCC

CEPAS DE CONTROL

Staphylococcus aureus ATCC 25923

FOTOGRAFIA N°37. Ensayo bioldgico de FOTOGRAFIA N°38. Ensayo bioldgico de
sensidiscos a diferentes  concentraciones sensidiscos a diferentes concentraciones
combinados de extractos frente a combinados de extractos frente a
Staphylococcus aureus ATCC Staphylococcus aureusATCC
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Escherichia coli ATCC 25922

FOTOGRAFIA N°39. Ensayo biolégico de FOTOGRAFIA N°40. Ensayo biolégico de

sensidiscos a diferentes concentraciones sensidiscos a diferentes  concentraciones
combinados de extractos frente a Escherichia combinados de extractos frente a Escherichia
coli ATCC coli ATCC

Candida albicansATCC

FOTOGRAFIA N°41. Ensayo biolégico de sensidiscos a
diferentes concentraciones combinados de extractos
frente a Candida albicansATCC
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ANEXO N°6. LISTA DE PERFILES NUMERICOS api ® Candida

TABLA N° 52. LISTA DE PERFILES NUMERICOS api ® Candida.

Cédigo Especie Cédigo Especie

0403 Trichosporon spp2 7043 Crytococcus neoformans 2

0412 Trichosporon spp2 7051 C. neoformans 2/C. neoformans 1

0413 Trichosporon spp2 7053 C. neoformans 2/Trichosporon spp 1

0417 Trichosporon spp2 7100 Candida famata

1000 Candida krusei 7102 Candida albicans

1010 Candida krusei 7104 Candida famata

1100 Candida glabrata 7110 Candida tropicalis/Candda albicans

1300 Candida glabrata 7112 Candidas albicans

1402 Trichosporon spp 2 7120 Candida lusitaniae/C. famata /C.
guilliermondi

1412 Trichosporon spp 2 7200 Saccharomyces cerevisiae

1413 Trichosporon spp 2 7204 Candida kefyr

1416 Trichosporon spp 2 7213 Trichosporon spp 1/ C. neoformans 1

1417 Trichosporon spp 2 7220 Candida guillermondii

1443 Trichosporon spp 2 7224 Candida kefyr

1453 Trichosporon spp 2 7241 Cryptococcus neofarmans 1

2403 Trichosporon spp 2 7243 C. neofarns 1/ C. neoformans 2

2412 Trichosporon spp 2 7251 Cryptococcus neofarmans 1

2413 Trichosporon spp 2 7253 C. neoformans / Trichosporon spp 1

2417 Trichosporon spp 2 7300 Saccharomyces cerevisiae

3000 Geotrichum spp 7310 Saccharomyces cerevisiae

3001 Crytococcus neoformans 2 7312 Candida albicans

3003 C. neoformans / Trichosporonspp2 7320 Candida guikkiermondii

3020 Geotrichum spp 7324 Candida kefyr

3041 Cryptococcus neoformans 2 7341 Cryptococcus neoformans 1

3043 Cryptococcus neoformans 2 7351 Cryptococcus neoformans 1

3051 Cryptococcus neoformans 2 7413 C. neoformans / Trichosporon spp 2

3053 Cryptococcus neoformans 2 7417 C. neoformans / Trichosporon spp 2

3100 Candida famata 7420 Candida  lusitaniae /  Candida
guilliermondii

3241 C. neoformans 1/C. neoformans 2 7441 C. neoformans 1/ C. neoformans 2

3251 Cryptococcus neoformans 1 7453 Trichosporon spp 1

3402 Trichosporon spp 2 7457 Trichosporon spp 1

3403 Trichosporon spp 2 7500 Candida lusitaniae

3407 Trichosporon spp 2 7510 Candida tropicalis

3412 Trichosporon spp 2 7512 Candida albicans

3413 Trichosporon spp 2 7513 Trichosporon spp 1

3416 Trichosporon spp 2 7520 Candida lusitaniae

3417 Trichosporon spp 2 7530 Candida tropicalis

3443 Trichosporon spp2 / C.neoformans 2 7553 Trichosporon spp 1

3453 Trichosporon spp 2 7557 Trichosporon spp 1
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3641 Cryptococcus neoformans 1 7600 Candida guilliermondii

3651 Cryptococcus neoformans 1 7603 C. neoformans / Trichosporon spp 1

3653 Trichosporon sppl /C. neoformans 1~ 7611 C. neoformans / Trichosporon spp 1

5000 Candida famata / C. parapsilosis 7613 Trichosporon spp 1

5100 Candida famata 7617 Trichosporon spp 1

5104 Candida famata 7620 Candida guilliermondii

5200 Saccharomyces cerevisiae 7641 Cryptococcus neoformans 1

5241 Cryptococcus neoformans 1 7643 C. neoformans / Trichosporon spp 1

5243 Cryptococcus neoformans 1 7647 Trichosporon spp 1

5251 Cryptococcus neoformans 1 7651 C. neoformans / Trichosporon spp 1

5253 C. neoformans 1/Trichosporonspp 1 7652 Trichosporon spp 1

5300 Saccharomyces cerevisiae/ Candida 7653 Trichosporon spp 1/ C. neoformans 1
famata

5641 Cryptococcus neoformans 1 7657 Trichosporon spp 1

5651 Cryptococcus neoformans 1 7671 C. neoformans / Trichosporon spp 1

5653 Trichosporon spp 1 C. neoformans 7700 Candida guilliermondii

7000 Candida parapsilosis 7717 Trichosporon spp 1

7001 Cryptococcus neoformans 2 7720 Candida guilliermondii

7002 Candida albicans 7741 Cryptococcus neoformans 1

7003 Cryptococcus neoformans 2 7751 C. neoformans 1/ Trichosporon spp 1

7012 Candida albicans 7753 Trichosporon spp 1

7041 C. neoformans 1/C neoformans 2 7757 Trichosporon spp 1




