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Antimicrobiano:

.Ascomycetes:

CMI:

CH2CL2:
EE:
EEH:
EET:
EEF:
ETOH:
EP:

E.EP:

E.DM:

P.D.A.:

S/L:

GLOSARIO

Sustancia suprime el crecimiento o destruye el microorganismo.
Grupo de hongos que se reproducen por ascas.
Concentracion minima inhibitoria: cantidad mas pequefia de la
sustancia requerida para inhibir el desarrollo del microorganismo, se
determina mediante el método de difusion en gel.

Diclorometano.

Extracto en etanol.

Extracto en etanol para hojas.

Extracto en etanol para tallos para inflorescencias

Extracto en etanol para flores

Extracto total en etanol.

Eter de petréleo.

Extracto en eter petroleo: para hojas (E.EP.H), para tallos (E.EP.T.),
y Para influorescencias (E.EP.I).

Extracto en diclorometano: para hojas (E.DM.H), para tallos
(E.DM.T), y para influorescencias (E.DM.I).

Medio de cultivo Papa- Dextrosa- Agar.

Fraccionamiento so6lido liquido.
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INTRODUCCION

El presente trabajo tiene como fin el empleo de las plantas como alternativas en prevencion
y manejo de la enfermedad cariogenica y oportunista, ya que no es desconocido que para el
hombre ha sido y sera siempre importante conocer las propiedades medicinales de los
extractos de las plantas y su directa acciéon farmacoldgica, sobre los organismos. Estos
extractos han sido utilizados desde tiempos antiquisimos y recientemente en muchos
medicamentos.

Esta investigacion de Graphalium y Achyrocline hace parte del proyecto de investigacion
denominado “Actividad antimicrobiana de extractos de algunas especies de Gnaphalium y
Achyrocline”. La finalidad del proyecto consiste en obtener extractos de Gnaphalium
elegans , Achyrocline bogotensis y Achyrocline Sp. Y evaluar la actividad antimicrobiana
(antibacteriana y antifungica) de los extractos obtenidos. La parte experimental de este
trabajo se dividid en tres etapas: En la primera etapa se realizd el aislamiento de
Streptococcus mutans, y Candida albicans a partir de surcos profundos de molares y
para la Candida albicans de la parte dorsal de la lengua de un paciente cuyo diagndstico
clinico presuntivo fué¢ Candidiasis oral. En la segunda etapa se realizé la extraccion de
Gnaphalium y achyrocline.

En la tercera etapa se evaluaron las propiedades antimicrobianas (fungitdxicas y

antibacterianas) de dichos extractos.



1. CONTEXTO DE LA INVESTIGACION

1.1 PROBLEMA

Las bacterias y las levaduras se encuentran como microbiota normal de cavidad oral,
cuando un proceso bien sea interno o externo altera el medio ambiente de la cavidad oral,
surgen enfermedades “silenciosas” como es el caso de la Periodontitis y Oportunistas para
la infeccion producida por Candida. Por esta razon se enfocd éste estudio como una
alternativa en la prevencion y posible tratamiento de éstas enfermedades, en vista que no se

han logrado encontrar tratamientos terapéuticos que solucionen del todo éstos problemas.

1.2. JUSTIFICACION

Desde hace algunos afios se ha venido observando un considerable aumento de personas
que sufren de Caries, mal aliento y lesiones de tejidos duros y blandos; problemas que
conllevan con el tiempo a la pérdida de una o mas piezas dentales, o en el peor de los casos
a la pérdida de sostén y piezas dentarias en su totalidad. Esta problematica motiva a la
atencion dental y a la busqueda de nuevas opciones para evitar éste problema.

Su etiologia es en general provocada por la descomposicion bacteriana de particulas de
alimentos, células, sangre y de algunos componentes de la saliva.

Existen en el mercado numerosos antibacterianos que contrarestan los problemas de caries
y enfermedad periodontal, que contienen antisépticos u otros compuestos que con el tiempo
pueden llevar al desgaste del esmalte dental o a la aparicidon de carga microbiana resistente

si se utilizan de manera descontrolada.



Es por ello que en este trabajo se plantea el uso de agentes antimicrobianos a partir de
extractos de Gnaphalim y Achyrocline ya que es imposible desconocer la importancia que
han tenido las “plantas” en la fabricaciéon de farmacos en paises industrializados,
satisfaciendo las espectativas de la humanidad frente al tratamiento de ciertas afecciones .

La posibilidad de determinar su bioactividad, toxicidad y principios activos, se convierten

en alternativas de empleo de las plantas como fitomedicamentos.

1.3 PROPOSITO

Através de éste estudio se quiere dar a conocer el uso de productos naturales en el
tratamiento de enfermedades ya que ha sido un componente importante en el transcurso del
tiempo en las terapias medicinales.

En éste sentido la familia Compositae puede ofrecer oportunidades de descubrir nuevas
sustancias con propiedades antimicrobianas ya que la gran biodiversidad de plantas en los
paises latinoamericanos ha dado lugar a que exista un gran nimero de especies vegetales
que son utilizadas en medicina tradicional por diferentes grupos étnicos. Es importante por
lo tanto validar la eficacia y utilidad en la terapéutica en el hombre, de manera que puedan

ser integrados a los programas de salud primarios del pais.

1.4 MARCO TEORICO

Las compuestas constituyen la familia de las plantas mas extensas de las angioespermas,
en éstas hay cerca de 20.000 especies (CRONQUIST,A. 1982) agrupadas en 1000 géneros
aproximadamente y trece tribus (TORRENEGRA,R..et al 1982), las que se encuentran
distribuidas por todo el mundo. La sistematica de la familia de las compuestas, fue

organizada en un principio, por el botanico Wettsein (TORRENEGRA,R..et al 1982),
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quien las dividié en doce grupos segun las caracteristicas florales; Teniendo en cuenta que
evolutivamente estas poseian rasgos avanzados, como la reduccién del numero de partes,
modificaciones de éstas, como la presencia de papos, flores irregulares, algunas flores
imperfectas, coalescencia de cada verticilo y adnacion (GOLA,G. Et al 1975) . Su
ubicacidn taxondmica fue descrita posteriormente por Erlich quien las organizé en trece
tribus, y dentro de las ultimas modificaciones introducidas en la sistematica, se encuentra
en la denominada “Clasificacion moderna"de Engler (CRONQUIST,A. 1982), quien
agrupo a la familia Compositae en las siguientes dos subfamilias: Las ligulifloras (entre las
cuales se encuentra las tribu Cichoracea) y en las tubifloras las doce tribus restantes:
Veronias, Eupatoriae, Astereae, Helianteceae, Musticeae, Heleneae, Senecieae,
Calenduleae, Arctotideas, Cynareae, Anthemineae e inuleae).

La inclusién de todas las especies del género Graphalium dentro de la tribu Inuleae no es
completamente aceptada por los taxénomos de hoy, quienes refieren un considerable
polimorfismo entre sus especies.

Se han hecho algunos estudios para complementar la clasificacién de las compuestas entre
los cuales el analisis de anatomia vascular, embriologia y estructura del grano de polen, que
han demostrado claramente como ninguno de los sistemas tradicionales son totalmente
correctos. En este sentido se pronuncia Cronquist (CRONQUIST, A. 1982).

Las Gnaphalium son plantas que se distribuyen en zonas frias, localizadas entre 2600 y
3800 metros sobre el nivel del mar.

Se conocen unas 25 especies diferentes, americanas y europeas, pertenecientes al género
Gnaphalium que llevan los nombres comunes de “vira-vira”, “queto-queto”, “Don alonso”,
“Lechuguilla”, entre otros. Son plantas que tienen las siguientes -caracteristicas

morfologicas: herbaceas y pueden alcanzar hasta dos metros de altura, presentan tallos
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redondeados cubiertos por tomento blanco, ramificados, hojas alternas, sesiles, lanceoladas
o lineoblongas, dentadas, apice agudo o acuminado, base angosta, haz y envés con
tricomonas, anteras paniculadas o en espiga, ramificadas, subglobosas, involucros
subacampanados, tres- cuatro seriados, bracteas oblongas, redondeadas en el apice, glabras,
aquenios rugosos, glabros globosos, vilano o papo blanco con numerosas aristas,
cabezuelas heterogamas, discoideas, numerosas flores marginales femeninas, flores del
centro hermafroditas, con corolas tubulosas o discoideas (TORRENEGRA,R. Et al 1982).
A continuacion se describe morfoldgicamente la especie perteneciente al género
Gnaphalium, escogida para el trabajo:

Gnaphalium elegans: Arbustico o yerba alta de 2 metros, erecta, tallos redondeados,
cubiertos por tomento blanco en la parte media superior, hojas alternas sésiles, lanceoladas,
base angosta, haz verde oscuro con tricomonas, envés blanco, enteras y membranaceas,
corimbos terminales, involucro subacampanado, bracteas exteriores mas cortas, cabezuelas
heterdgamas, discoideas, aquenios glabros.

Para elaborar la siguiente tabla se tomo encuenta la informacién contenida en la literatura.



CUADRO No. 1 CONTENIDO DE TERPENOS Y FLAVONOIDES ESPECIE GNAPHALIUM.

G. refescens

(SANCHEZ,C.1984)

G.anntenarioides

(OURISSON,G.1971)

G, americanum

(WAGNER,H. 1971)

G, affine

(CROUDEN,R.K.1971, 1980)

G. obtusifolium
(PEDRAZAG.L1980,

TORRES D.I. 1980)

G. Colombianum

(VINCHIRA 1980)

G. meridianum

(CARDENAS, M.E. 1980)

G. graveolens

(TORRENEGRA,R 1979)

G. purpureum

G. lanuginosum

(Torrenegra,R 1980)

G. pellitum

(ESCARRIA,S TORRENEGRA

1976)

G. elegans

(VINCHIRA,1980,

TORRENEGRA,R 1979,1980)

Diterpenos*

Diterpenos*

Diterpenos*

Acido kaurénico

Acido kaurénico
Stigmasterol
Dihidrostigmasterol

Epiu-Sclareol

Pinitol

Ac. Kaurénico

Gnaphalin

Apigenina

Luteolina
Apigenina

Luteolina

Gnaphalin
Quercetrina

Quercetina

Hyperina
Myrcetina

Quercetina

Gnaphalin

Javerianina
Rhamnetina

Quercetina
Gnaphalin
Myricetina

Luteolina



Las plantas del género de Gnaphalium poseen propiedades de caracter farmacoldgico en
organismos, tal es el caso de Gnaphalium elegans que en infusién se le atribuyen
propiedades curativas contra la prostatitis.En cuanto a Gnaphalium purpureum. El envés de
las hojas en las partes afectadas, en caso de heridas actiia como hemostatico.

Estas plantas poseen pigmentos de tipo flavonoides, como la quercetina, que inhibe el
desarrollo de asociaciones virales en células humanas in vitro.

Algunos flavonoides son medianamente activos contra el cultivo de células malignas,
como el carcinoma, poseen poderes estrogénicos en animales y promueven o inhiben
respuestas en el crecimiento vegetal. (LITTER, M 1971)

Otros compuestos encontrados en estas plantas, son los diteroenos, a los cuales se les
atribuyen acciones farmacoldgicas, por su caracter de vitaminas o coenzimas como el
retinol (vitamina A), y el to- coferol (vitamina E), la vitamina k y la coenzima Q.

Los Achyrocline son hierbas erectas o semipostradas que alcanzan hasta un metro de
altura, ramificadas; tallos erectos pubescentes o lanuginosos con tricomonas blancos hojas
alternas, sésiles, linear-lanceoladas agudas, en el apice y con la base angosta, anteras
lanuginosas por ambas caras influorescencias en glomérulos laxos, globosos o subglobosos,
pedunculados, dispuestos en el extremo de las ramas; cabezuelas heterégamas discoideas,
sesiles, con unas 18 flores; involucros cilindricos 3 seriada; bracteas en varias series cortas,
glabras o ligeramente aracnoideo-lanuginosas en la base; flores marginales femeninas con
las 4 corolas filiformes, glabras; flores centrales hermafroditas con 1-3 corolas tubulosas
aquenios glabros, comprimidos papo uniseriado blanco,formados por pelos numerosos y
largos. Se conocen unas doce especies llamadas comiinmente: “cenizo suso, vira- vira, etc.,

entre ellas; 4. bogotensis, A. lehmannii, A. satureioides, A. Crassiceps, etc.



CUADRO N° 2 COMPUESTOS A ASILADOS DE LAS ESPECIES ACHYROCLINE

| TERPENOIDES

- FLAVONOIDES

(CARRIZOSAS 198

3,5-dihidroxi- 61,8

metoxiflavona

(+) De estas dos especies se ha aislado bién,B-sitosterol. i



FIGURAL.

GNAPHALIUM ELEGANS

FIGURA 2.
ACHYROCLINE BOGOTENSIS




El complejo de la microbiota oral ha sido reconocido desde la examinacién con
microscopia por Van Leewenhoek en 1683, (Socransky et al 1998) desde éste tiempo
numerosos estudios han evaluado la composicién de la placa usando microscopia de luz y
microscopia electronica, mas recientemente tecnicas inmunolégicas por DNA. Todas éstas
técnicas refuerzan a Van Lewenhhoek en su observacion inicial de la placa subgingival, por
cierto se ha estimado mas de 400 especies en ésta area indicando un alto grado de
organizacion de la placa; por ejemplo las especies bacterianas de la superficie del diente
son completamente diferentes a las del exterior de la placa (Listgarten et al 1975). La
placa subgingival se caracteriza por una zona de carga microbiana Gram negativa y /o
moviles localizadas adyascentes al epitelio de unidn y algunas positivas en la raiz y
agrupaciones cocoides en la superficie del esmalte y raiz. (Listgarten 1976,1994).

En general, el mayor nimero de bacterias se encuentran en el diente y en el dorso de la
lengua; la mucosa bucal y palatal esta menos poblada. La descamacién limita la
colonizaciéon en las superficies mucosas, pero puede ocurrir grandes acumulaciones
bacterianas en el diente, especialmente en areas, que no puede tener una buena limpieza
oral, como fisuras oclusales (Addy M, et al.1998); en adultos con enfermedad periodontal
(Moore en 1983) se en cuentra una carga microbiana supragingival predominante
perteneciente a las especies de Streptococcus, Actinomyces, Capnocytophaga, Veillonella
parvula Leptotrichia bucalis, Selenomonas y Rothia dentocariosa en contraste la
composicion con la placa subgingival donde habita especies de Eubacterium,
Campylobacter rectus, Porphiromonas gingivalis y Prevotellas ésto sugiere un rol
importante en la iniciacion de infecciones periodontales (Moore 1994, Zambon 1996) .

Cao 1990 encuentra carga microbiana con predominio de Actinomyces y Streptococcus

10



con Fusobacterium y Bacteroides pigmentados, y Zee et al en 1996 encuentra microbiota
Gram positiva y negativa donde incluye también a las especies enunciadas por moore en
1983 con unas variantes demas como son Sthaphylococcus epidermidis, Veillonella dispar,
Propionibacterium granulosum, gemella morbillorum, Streptococcus mitis y sanguis.
Gmur & Gggenheim 1994 detectan la presencia en placa interdental supragingival una
carga microbiana perteneciente a Actinobacillus actinomicetemcomitans, Bacteroides
Sforsythus, C. rectus, P. gingivalis e intermedia y prevotella nigrescens sugiriendo que la
placa supragingival puede ser reservorio de muchos microorganismos y que se puede
encontrar tanto en placa supragingival como subgingival especies similares; sin embargo
los datos en términos numéricos son limitados.

La composicion de la carga microbiana oral es muy variada existiendo muchos géneros de
bacterias axogénicas y anoxigénicas.

Dentro de las anoxigénicas se encuentran:

Actinomyces, Arachnia, Bacteroides, Lactobacillus, Peptococcus, Peptostreptococcus,
Propionibacterium, Bacteroides, Fusobacterium, Eubacterium, Bifidobacterium.(JOEL
B, ET AL 1991).

La incidencia de estos anoxigénicos varia con la edad, y con los sitios dentales de donde se
tome la muestra, ya que la boca presenta una serie de diferentes microambientes y cada una
de los cuales puede ser colonizado por diferentes microorganismos. La mayoria de los
microorganismos que inicialmentre se adhieren a las superficies orales son desechados y
solo una pequefia porcién permanecen firmemente pegados. La caries dental es
probablemente la infeccién microbiana mas comun encontrada en el hombre. Como no es
una enfermedad, limitante en ausencia de tratamiento progresara hasta involucrar la pulpa

dental y en algunos casos los tejidos que rodean al diente.
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La caries ataca el esmalte y la dentina del diente, y se caracteriza por una inicial
desmineralizacion del material organico de éstas estructuras seguida por la destruccion de
los componentes orgéanicos.

Una vez iniciada, la caries progresa en la capa de esmalte del diente; al visualizarla en
secciones histolégicas esta formada por una zona de descalcificaciéon completa, con caida
de las estructuras del diente y presencia de bacterias.

La caries del tejido blando se encuentra en la regidn cervical del diente, donde la encia esta
en contacto con el diente. Una placa dental densa y adherente es importante en el desarrollo
de esta caries. (WHINGMING L, et al 1998)

La placa microbiana presente en la proximidad de los tejidos gingivales es un factor para la
iniciacién de la gingivitis y por lo tanto de la mayoria de las formas destructivas de la
enfermedad periodontal .

Estrptococcus viridans tienen su habitat principalmente en la cavidad oral, y estan
claramente implicados en la colonizacidon de superficies duras y blandas de la misma. Su
significacién patégena mas importante va ligada a la formacién de placas, a la génesis de la
caries, gingivitis, periodontitis y a otros procesos odontolégicos (abscesos periapicales y
periodontales y pulpitis .(KONEMAN 1999)

Bajo la denominacion de viridans se agrupa un amplio numero de Estreptococcus. Basados
en criterios fisioldgicos, quimiogenéticos y nutricionales, se admiten los siguientes grupos:
mutans, oralis, salivarius, milleri y variantes nutricionales. Estos Estreptococcus fuera del
ambito oral participan cada vez mas en procesos sistémicos y focales, si bien su mayor
importancia radica en la relacion con las endocarditis subagudas. En la cavidad oral, los

factores de virulencia mas destacados de estos microorganismos son: la sintesis de
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polisacaridos extracelulares solubles e insolubles, la sintesis de polisacaridos intracelulares
y su capacidad para iniciar el desarrollo a pH 5. (WHINGMING L, et al 1998)

El grupo mutans esta constituido por las especies S. mutans, S. rattus, S. cricetus, S.
sobrinus, S ferus, S. downei y S. macacae. No tienen capsula, caracen de polisacarido C, ni
complejos fibrilares y si éstas existen no son muy prominentes. En la pared se destacan
proteinas dotadas de diversas funciones y polisacaridos, distintos del C. Estos polisacaridos
muestran distintas especificidades antigénicas, lo que permite distinguir los serotipos a, b,
cyd; e gy h

El Streptococcus mutans posee polisacaridos antigénicos del grupo mutans c, e, y f. Sus
colonias en agar sangre son alfa y gamma hemoliticas y exepcionalmente beta hemoliticas.
Posee enzimas GTF-I, GTF-S Y FTF, sintetizando glucanos solubles , insolubles y
fructanos, ademas de polisacaridos intracelulares de reserva que pueden ser degradados por
dextranasas y glucogeno fosforilasas. Presenta proteinas fijadoras de glucanos, que
intervendrian en la adhesion a la pelicula adquirida, cuando en ella existen glucanos
adsorbidos, y en los procesos de agregacion bacteriana. También posee proteinas parietales
superficiales, que pueden liberarse ( KONEMAN 1999).

Al medio en el curso del crecimiento bacteriano, y que se comportan como adhesinas; son
conocidas como antigenos I/II (sinénimos de Pac IF,B,P1), y mediarian la adhesion a la
pelicula adquirida en ausencia de glucanos en su superficie y la coagregacion con otras
bacterias, hechos que aumentarian con la saliva. (SOUCHAY A, et al 1995) .El papel que
desempefian sus fimbrias y acidos lipoteicoicos en los procesos de adhesién a tejidos del
hospedador y en los de agregacion bacteriana es controvertida. Entre el 50 y el 70% de las
cepas son bacteriocindgenas. Estas bacteriocinas muestran un espectro que se extiende a

otras bacterias Grampositivas, tanto cocos como bacilos e incluso Nocardia spp. Y

13



Mpycobacterium phlei, aunque su importancia ecoldgica no esta clara si pueden tener
interés para la tipificacién de cepas, con objeto de demostrar los mecanismos de su
transmision intrahumana.

El hospedador principal es el hombre, en el que al igual que en diversos animales
gnotobidticos ha mostrado su poder cariégeno. Coloniza principalmente las superficies
duras de la cavidad oral (esmalte o cemento), aunque se han obtenido también aislamiento a
partir de heces humanas. S. mutans induce lesiones cariosas tanto de superficies lisas, de
fosas y fisuras, como en zonas interproximales y en cemento radicular, siendo mas que
posible su papel en la progresion del proceso. A nivel extraoral, S mutans esta relacionado
con endocarditis subagudas y, mas raramente con otros procesos patoldgicos.

Esta especie sigue siendo sensible a una amplia gama de antibidticos (betalactamicos,
macrolidos y lincosamidas). En los ultimos afios, se ha observado una lenta y progresiva
pérdida de la sensibilidad, y sehan descrito cepas con elevados grados de resistencia a los
aminoglucosidos y tolerantes a la penicilina. (RUSELL D et al 1999)

Candida albicans se encuentra comunmente como comensal en el tracto digestivo y
vaginal como microbiota normal .En las decadas pasadas la prevalencia de candida ha sido
atribuida al uso indiscriminado de antibidticos, agentes inmunosupresores, deficiencias
nuticionales, desordenes endocrinos y defectos inmunes (Bodey GP, 1992). Cdndida se
considera una de las infecciones oportunistas més frecuentes en humanos su colonizacién
inducida por estados hipersensitivos los agentes causales son levaduras anascosporadas
cuyo estado anamorfo pertenece a la subdivision Deutero mycotina y su estado teleomorfo
puede ser Ascomicotina (Pichia, kluyveromyces) o Basidiomycotina (Leucosporidium) , Se
han descrito 81 especies, de las cuales al menos siete causan enfermedades en seres

humanos (ROBERT B ET AL 1999).El género Cdndida, en sentido amplio es dimorfo. C.
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albicans se ha dividido en varios biotipos, y por sus caracteristicas antigénicas en los
serotipos A y B; el primero estd relacionado con C. tropicalis y el segundo con C.
stellatoidea que algunos consideran similar a C. albicans.

Estos hongos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, pero C. albicans
solo se encuentra como endosaprofito del tubo digestivo de mamiferos y aves y en los seres
humanos son comensales de la cavidad oral.

La infeccién ocurre apartir de un foco endégeno y en pocas ocasiones, del medio externo.
Los hongos acttian como oportunistas y se convierten en patégenos cuando hay alteraciones
de la inmunidad celular; como en inmunodeprimidos; a consecuencia de cambios
fisiolégicos normales. La candidiasis puede ser enfermedad ocupacional o transmitirse por
contacto sexual. Los factores predisponentes son multiples y muchas veces pueden
combinarse, como es el caso de la cavidad oral se relacionan con aplicacion local de
antibidticos o pérdida del espacio interdental por uso de protesis inapropiadas.

La Candida puede afectar cualquier tejido, incluso hueso y articulasiones, La localizacion
en esdfago es consecuencia de exensidon a partir de la cavidad bucal. La colonizacién
primaria de la membrana (Henderson DK.. 1989) y mucosa es un factor importante en
infecciones invasivas mas recientemente se ha demostrado la asociacion de la candida con
el SIDA ya que puede ser uno de los primeros signos del virus de inmunodeficiencia
humana (Holmstrup P, et al 1990). La candidiasis orofaringea y esofagica es una infeccién
que ataca a la mayoria de la poblacién infectada con VIH. (Spencer PM et al 1989)

La gravedad de la infecciéon depende sobre todo de las alteraciones primarias del huésped
mas que de las propiedades patégenas del hongo.

En pacientes con sida se encuentra con mayor frecuencia el serotipo B, pero al parecer no

son cepas en particular virulentas.
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Cdndida es una levadura con capacidad de producir filamentos. La fase levaduriforme esta
relacionada con la fase saprofitica y con la iniciacién de lesiones clinicas; en cambio la fase
micelial se relaciona con la forma parasitaria e invasora de casi todos los hongos dimorfos.
En estudios recientes se sefiala que las levaduras se adhieren, por medio de mananas al
epitelio antes de invadirlo; se ha encontrado en la pared celular una glicoproteina acida que
es el componente antigénico de mayor importancia; tambien se ha encontrado una
candidotoxina que es tdxica invitro para células animales e in vivo produce eritema. Por
estudios histoquimicos se ha encontrado que la superficie de la levadura tiene gran
importancia durante el fendmeno de la invasiéon y destrucciéon debido a producciéon de

fosfolipasas y quiza , de enzimas hidroliticas.(Arenas R.,1993).

CUADRO No. 3 FACTORES PREDISPONENTES A CANDIDIASIS ORAL

Dentaduras

CAMBIOS EPITELIALES ENDOGENOS

CAMBIOS CUANTITATIVOS EN SALIVA
Ipi

CAMBIOS CUALITATIVOS EN SALIV.

FLORA COMENSAL

FUMADORES DE TABACO

Fuente: (Ejvind Budtz et al 1996)
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Las manifestaciones y el diagnostico de las infecciones causadas por levaduras de tipo

Candida en cavidad oral pueden ser categorizadas basicamente como:

Categoria I: Candidiasis oral, que pueden ser infecciones confinadas al tejido oral y
perioral.

Categoria II: Candidiasis secundaria es un desorden en el cual las manifestaciones
candidosas son generalizadas, mucocutaneas sistémicas.

La candidiasis oral puede ser subdividida deacuerdo al criterio clinicopatolégico en los
siguientes tipos: (BUDTZ-J, LOMBARDI T 1994.)

Tipo agudo que se divide en Pseudomembranoso y eritematoso, el tipo crénico que se
subdivide en Pseudomembranosa, eritematosa, liquen plano y nodular y la Candida
asociada a lesiones como la queilitis angular, estomatitis por dentaduras y la glositis
romboidal media.

El criterio usado para el diagnoéstico y clasificacidon de la candidiasis oral dentro de estos
grupos tenemos tradicionalmente incluidos:

Areas blancas o areas difusas eritematosas

Culturas de candidas positivas

Presencia de micelios en examen directo del extendido de la lesion

Examen de biopsia que demuestre hifas en el epitelio

Cambios histologicos caracteristicos

Niveles altos de anticuerpos contra Candida en suero y saliva.

El diagnéstico podria ser basado en la presencia de cambios clinicos consistentes con
candidiasis, la presencia de hifas o pseudomembranas en extendidos de lesiones y especies

de Cdndida en lesiones. En las formas eritematosa y atrofica las levaduras sobre el
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extendido es generalmente menos importante en la Cdndida pseudomembranosa o
hiperplasica( MARTIN MYV, 1986). En estomatitis producida por dentaduras, la cual es la
mas comun de las formas de candidiasis oral la cual es una lesioén eritematosa que recubre
la mucosa y cuya etiologia es multifactorial. Para el diagndstico es muy importante obtener
o cuantificar levaduras sobre las superficies dentales y sobre toda la mucosa.

En pacientes con sospecha de candidiasis oral y/o aguda, el digndstico se confirma
semicuantitativamente o microscopica y/o examen directo.

Una biopsia y un examen histoldgico son primarios e indicados en tipos de placas cronicas
o nodulares y la deteccion de estados malignos asociados con infecciones producidas por
Candida.. Idealmente el digndstico oral de éstas levaduras se basa sobre la combinacién de
identificacion micoldgica y una valoracién de signos y sintomas clinicos que podrian ser
realizados antes del tratamiento antifungico.

En pacientes inmunocomprometidos la infeccion fungica es frecuente como causa de
estados febriles, sintomas sépticos o signos inflamatorios localizados o diarreas eventuales.
Sin embargo la transmicion podria ser por contacto directo como un patégeno nosocomial
en pacientes inmunosuprimidos. La colonizacidn por candida es uno de las primeras
manifestaciones en pacientes inmunocomprometidos el cultivo extraido de cavidad oral y la
faringe podria ser obtenido antes de que los pacientes entren en periddos profundos de
granulocytopenia . En pacientes inmunocomprometidos es muy importante determinar la
susceptibilidad de las levaduras a agentes antimicdticos antes del tratamiento. Esto se
podria realizar sin embargo los test realizados in vitro de agentes antifingicos pueden no
demostrar respuesta in vivo. (CIDALIA P, ET AL 2000)

Dentro de los antifiingicos encontramos los polienos que es un macrolido, la nistatina y la

anfotericina B, los derivados del imidazol, clotrimazol, miconazol, ketoconazol, itraconazol
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y el biguanadine- bis — cationico antiseptico clhorhexidina que es una medicina de uso
topico intraoral y de uso sitémico.( MACNEILL S ET AL 1997) Dentro de los aspectos
que entrarian a evaluarse de los agentes antifingicos seria:

Indicacion, accién, periodo de tratamiento, complicaciones, efectos secundarios vy
resistencia de la Cdndida.

El modo de accidn de los polienos es la membrana plasmatica de los hongos incrementando
la permeabilidad celular. La resistencia fiingica es virtualmente no conocida. La nistatina es
usada solamente topicamente como tabletas, pastillas o suspension, el problema con la
nistatina es que no es agradable, la nistatina en tablestas de 500.000UI puede ser usado para
el tratamiento de candidiasis oral sin embargo ésta no es muy efectiva cmo la suspension o
las pastillas.(Martin MV 1986). La hipersensibilidad puede darse en algunos casos
(Martin MV, 1990). El efecto de la clorhexidina se ha evaluado para el tratamiento y
prevencion de candida asociada a estomatitis por protesis (Axéll T, Budtz 1989,Budtz-
jorgensen E, 1972) la clorhexidina es efectiva en tratamientos asociados a estomatitis por
protesis dental usandola como rinse para el tejido o como agente para las dentaduras. La
accién de la clorhexidina sobre las levaduras puede ser mayor en la inibicién de la
adherencia de especies de Cdndida al acrilico de la dentadura (McCourtie J, 1985,
McCourtie J, 1986).Sin embargo la pérdida del color de las dentaduras puede ser un
problema. En nifios con leucemia puede ser un gran problema con candidiasis
pseudomembranosa, la chlorexidina al 0.2% solucién ha mostrado tener un efecto clinico

excelente.(Langsslet A Olsen I, 1974)

19



1.5 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de algunas especies de Gnaphalium y
Achyrocline sobre Streptococcus mutans 'y Candida albicans causante de caries

dental y lesiones en cavidad Oral.

1.5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Evaluar la actividad antimicrobiana (antibacteriana) de extractos de Gnaphalium y
Achyrocline, contra Streptococcus mutans .

Determinar la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de extractos de ~ Grnaphalium y

Achyrocline contra Streptococcus mutans

Evaluar la actividad antifiingica de extractos de Gnaphalium y Achyrocline contra

Candida albicans.

Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de aceites esenciales de

Gnaphalium y Achyrocline contra Candida albicans.
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METODO

2.1 TIPO DE ESTUDIO
Ensayo clinico cuantitativo

Fase 1 prueba de laboratorio.

2.2 POBLACION DE ESTUDIO

Constituido por cepas de streptococcus mutans, y Candida albicans.

2.3 DEFINICION DE VARIABLES
Tipos de microorganismos
Streptococcus mutans

Candida albicans

Crecimiento bacteriano

Actividad antibacteriana
Actividad antifiingica
Temperatura

bacteriana 35.5°C.
fingica 25-30°C
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2.4 INSTRUMENTOS
Para efectos de éste estudio se utilizarén los siguientes instrumentos:

INSTRUMENTO No. 1

Pruebas Bioquimicas para la identificacion de Streptococcus mutans




INSTRUMENTO 2
Para la identificacion de la muestra “b” tomada del dorso de la lengua se tuvo en cuenta el
examen clinico:
- Test de raspamiento (positivo) y aspectos macroscopicos y microscopicos como:
- Presencia de clamidosporas de pared gruesa sostenidas aisladamente o en racimos,
habitualmente en los apices de pseudohifas y/o blastoconidias producidas en densos
racimos regularmente espaciadas a lo largo de las pseudohifas.
- Prueba de tubos germinativos que consistio en un indculo muy pequefio aislado de
levaduras se suspendi6 en 0,5 ml de suero de cordero, el tubo inoculado se incubd a
35°C durante 3 horas y se coloco una suspension de levaduras en un portaobjetos
limpio, se cubrid y se observé con bajo poder en busca de tubos germinativos, los cuales
se observaron como apéndices y 3-4 veces la longitud de las células de levaduras de las

cuales se originaron.

2.5 PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION
Para el aislamiento primario se tomaron muestras de un paciente que presentaba caries
activa en surcos de molares; para la evaluacion de Cdndida se tomé de la parte dorsal de

un paciente en donde ante el examen clinico se determind sugestivo de Cdndida sp.

CULTIVO BACTERIANO
El aislamiento bacteriano primario de las muestra (a) se llevo a cabo en agar sangre y azida

de sodio mediante la técnica de agotamiento; se incubd por un lapso de 24 horas en
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ambiente de anoxigenia, donde se observaran las caracteristicas macroscopicas

metabdlicas y microscopicas de las colonias. (Koneman 1999)

IDENTIFICACION BACTERIANA
Para la identificacion bacteriana se utilizarén las pruebas bioquimicas correspondientes

para el microorganismo descritas por Koneman en 1999.

RECOLECCION MATERIAL VEGETAL

Las especies se recolectaron en los alrededores de la sabana de Bogota en el municipio de
la calera a una altura aproximada de 2600 mts y se recogieron en periédo de floracién y se
transportaron empacados en bolsas, las cuales inmediatamente se llevarén al laboratorio
donde se procedio a separar cada una de sus partes (hojas, tallos y flores) y se dejaron al

medio ambiente bajo techo.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Las plantas se recolectaron y se separaron en hojas, flores y tallos, las cuales

se pusieron a secar por separado a temperatura ambiente bajo techo cubierto durante 24
horas. El material seco se homogeniz6 en un molino eléctrico salvato 35010 curtardo (PD),
posteriormente se pesaron cada una de las partes molidas de las plantas (50 gr) y se
sometieron a una extraccion continua en soxlhex con etanol para obtener los diferentes
extractos, los cuales se concentraron a presion reducida en un rotavapor Buchi El11, y se
filtraron. El material seco se pesaron 10 mg y se diluyeron en 2 ml de dimetil sulféxido

(DMSO).
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Cada uno de los extractos se sometieron a ensayo antimicrobiano (antibacteriana y
fungitoxica).

Los métodos utilizados para la separacion de los compuestos fueron seleccionados teniendo
en cuenta alguna de las propiedades fisicas (polaridad, grado de adsorcion y solubilidad) de
las sustancias que fueron detectadas en las pruebas quimicas preliminares realizadas para
los diferentes extractos.

Para tratar los diferentes sutancias se realizaron extracciones S/L con 30ml de CH,CL, y
Eter de petroleo (solventes de mediana y alta polaridad e inmiscibles con el agua)
obteniendo las fracciones en Eter de Petroleo : EPH, EPT, EPI ; y diclorometano: EDMH,
EDMT, EDMI ; de cada uno de los filtrados secos se pesaron 10 mg de cada una de las
sustancias y se diluyerén en 2 ml de DMSO y Eter de petroleo y se sometieron a actividad

antimicrobiana y fungitoxica.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

Se utilizé el método de dilucién en agar que es una modificacion de la técnica descrita por
Bauer; Barry en 1970 describi6 la técnica Overline la cual tiene como ventaja el empleo de
un in6culo mas constante.

En éste estudio se empled el medio BHI (Anexo 3) para la cepa Streptococcus mutans.
Para la preparacion del inoculo y siembra de la bacteria se tomaron colonias del
microorganismo, de cultivos puros de no mas de 24 horas, las colonias se llevaron a un tubo
que contenia 4 ml del caldo Tripticasa sodio (Anexo 4). Este caldo de cultivo se llevé a
incubacion a 35 °C durante 12 horas de incubacidn; el cultivo se diluyé en solucién salina

esteril hasta obtener una turbidez equivalente al tubo N° 2 de Mac Farland (Anexo2) el
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cual corresponde a 600 millones de gérmenes viables por mililitro; se adicioné a la caja de
petri esteril en donde se mescld con agar BHI que se encontraba a una T° de 45°-50°C, una
vez mezclados se dejo solidificar y se realizaron perforaciones en el agar .A partir del
método del disco se hizo una modificaciéon , método de perforaciones en placa ;con un
sacabocado esteril se hicierén perforaciones de 6 mm de diameto sobre el agar y dentro de
éstos orificios se agregardn los diferentes extractos. Se llevardn a incubacion por 24 horas
a 35”C en anaxogenia, antes de obtener datos.

Para evitar falsos positivos se hicieron patrones. En uno de los medios empleados en éste
estudio se sembrd la bacteria para observar si ésta crece bien en éste medio (Control del
Inéculo) ademas se tuvo un control negativo (Control de inactividad del solvente). A
manera de comparacién se colocarén 50 ug/ml del antibidtico:

Amoxicilina, (Control del halo de Inhibicién).

Se evalud la posible actividad que tendria el Listerine frente a ésta bacteria (enjuague bucal

recomendado para el control del crecimiento de la placa bacteriana).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

El método utilizado para la evaluacion del hongo Candida albicans se realizd en agar
Muller Hinton ; el Comité de la Organizaciéon Mundial de la Salud para la estandarizacion
de pruebas de susceptibilidad ha aceptado el medio Miiller Hinton para las pruebas ante
éstos microorganismos, debido a sus posibilidades de reproduccién y aceptaciéon por
aquellos dedicados a trabajos en éste campo.

A partir de un cultivo puro de no més de 24 horas que se encontraba en fase estacionaria de

Candida albicans se realizé una suspension en 4 ml de caldo nutritivo hasta el patron 0.5
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de Mac Farland y se sirvié en una caja de petri esteril, se mesclé en 15 ml de Agar Muller
Hinton que se encontraba a una temperatura de 45-50°C.
- Después de sembrado el microorganismo se dejo solidificar el agar y con la ayuda de un
sacabocado esteril se abrierén 5 pozos de 6 mm de diametro en donde se depositaron los
extractos de EEH, EET y EEF con DMSO.
Como Stock se utilizé 10mg de cada uno de los extractos totales EEH, EET y EEF
diluidos en 2 ml de DMSO (5Sug/ul) y cada uno se diluyé hasta 25, 50, 100, 200, 250 ug/ul
y se depositaron en cada uno de los pozos.
Se llevo a incubar a 25,5 °C por 24 horas.
Al cabo de éste tiempo se detectd la presencia de halos de inhibicién en donde se determind
el efecto de cada uno de los extractos EEH, EEF y EET sobre la Cdandida albicans.
Barry, Overlay 1970
Se empleardn 4 controles en el ensayo.

1 - Control de medio de cultivo Muller Hinton

2 — Control de crecimiento normal del hongo en el medio Muller Hinton

3 — Control positivo Nistatina, antibidtico de primera eleccidon en infecciones

causadas por Candida albicans.

4 — Control negativo DMSO
El medio que se emple6 como cultivo de mantenimiento de la Candida
albicans fue P.D.A. (Papa- Dextrosa-Agar) en el cual éste tipo de hongo tiene una curva de
crecimiento adecuada. El indculo empleado se tomé a partir de éste medio PDA y se
mantuvo la cepa en fase estacionaria haciendo repiques cada 24 horas e incubandolos a

25,5 °C
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3. RESULTADOS
TABLA N°1 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA FRENTE A Streptococcus mutans

oREE
Achy. Bogotensis
EEH 10.0 mm
. EEE 120.5 mm
Achyrocline sp
R 14.5 mm
EEF 18 mm
EET 15.0 mm

Achy. Bogotensis
EEH I
EEF I
. EET . I
‘Achyroclinesp
. EEH 1
 EEF I
EET |

El ntimero expresa el diametro en milimetros de la zona de inhibicién, incluyendo el didmetro del pozo; 6
mm.

Control de la inactividad del solvente; no presentaron halos de inhibicion alrededor del pozo con DMSO.
I=INACTIVO

2
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TABLA N° 3 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EEP Y EDM FRENTE A
Streptococcus mutans

EDMF
EEPH

EDMH

EEPT ,

EDMT

Achy. Bogotensis _

EEPF - 30 mm
EDMF 28mm
EEPH 26mm
EDMH - 22.0mm
EEPT s
EDMT &
Achyrocline sp

EEPF : 24mm
EDMF 20mm
EEPH 19mm
EDMH 21 mm
EEPT 17.5mm
EDMT 19mm

El nimero expresa el didmetro en milimetros de la zona de inhibicién, incluyendo el diametro del pozo;

6 mm.
Control de la inactividad del solvente; no presentaron halos de inhibicion alrededor del pozo con DMSO.

29



FIGURA2

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE EXTRACTOS TOTALES

EEH Achyrociing sp.
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FIGURA2A

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS TOTALES

FET Achyrocline bogote
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3.1 ANALISIS DE RESULTADOS

Para cada uno de los datos obtenidos, se determiné el porcentaje de inhibicién (%l) a las
diferentes concentraciones, tomando el control positivo con un %I = 100.
Los (%]) permitieron calcular los porcentajes de crecimiento (%C) segtn la siguiente
ecuacion.

% 1 =100 -% C

% C=100- % I
TABLA N° 4

Porcentaje de crecimiento (%C) y porcentaje de inhibicion (%I) para el extracto etanolico

de Gnaphalium elegans hojas, flor y tallos.

Ug/ul

50 s 57.5 425 B 225

100 12 60 40 18.5 92.5 7.5

200 12.5 62.5 37.5 TS s 7.5

250 12.5 BERsTR E RS 21 105 0
DMsO 6 0 100 6 0 100
AMOXICILINA 20 20 TR0 o 20 0
50 ug/ul
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50ug/ul f"f{:;’ 0 Tl
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TABLA N°S§

Porcentaje de crecimiento (%C) y porcentaje de inhibicién (%) para el extracto etanolico

de Achyrocline bogotensis hojas, tallos.

NCECN HOUAS' (i AN [ AC) i [EETATIOS (AT S

Ug/l

IBgp T S SO S ONE SREBR RO T

SR SO)iE (s 6 0 100
pwso. gp - 00 @ 6~ e

'AMOXICILINA 20 }20“,., 0 | 20 20 e
S0ugul ' - i e
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TABLA N° 6

Porcentaje de crecimiento (%C) y porcentaje de inhibicidn (%I) para el extracto etanolico

de Achyrocline sp hojas, flor y tallos.

CONCENTRACION IEHEIASE EEAD L R SRGOREIES EEEOAD T L ORO)

. Ugl

- .} 135 : , 3.‘ ‘ — _ 77

"110’0 _  H6CH 0N B0 R e T

'? 20:0»  e SR Lo o G 15

PSR s s 13   o   10.- '
s 2 e ERIOTAE 0 o e roias s Ol

AMOXICILINA 20 o0 0 20_ 20 0‘
‘so_“g,m:.‘ i , v v i :
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TABLA N° 7
Porcentaje de Crecimiento (%C) y porcentaje de inhibicion para el extracto en eter de

petroleo de Gnaphalium elegans.hojas y flores
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TABLA N° 8

Porcentaje de Crecimiento (%C) y porcentaje de inhibicion para el extracto en eter de

petroleo de Achyrocline bogotensis. hojas y flores
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TABLA N°9

Porcentaje de Crecimiento (%C) y porcentaje de inhibicion para el extracto en eter de

petroleo de Achyrocline sp. Hojas, flor y tallo.
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TABLA N° 10

Porcentaje de Crecimiento (%C) y porcentaje de inhibicion para el extracto en

Diclorometano de Graphalium elegans. Hojasy flor.
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TABLA N°11

Porcentaje de Crecimiento (%C) y porcentaje de inhibicion para el extracto en

Diclorometano de Achyrocline bogotensis. Hojasy flor.

CONCENTRACION ~ HOJAS (%D (%O FLOR

~ Ugl

W oifosel dioisil D soEE IHORE Y 8

95 6 LS

.

BSOS SR S ORS00I P 0

AMoNICIINAG | - tp . T I00N E T 0T DI el 0
Soug/li_ls' : o i i - ) : |

40



TABLA N°12

Porcentaje de Crecimiento (%C) y porcentaje de inhibicion para el extracto en

Diclorometano de Achyrocline sp.Hojas, flor y tallo.
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4. DISCUSION

Para estudiar la accién antibidtica de las plantas Gnaphalium elegans, Achyrocline
bogotensis y  Achyrocline sp. Fue necesario la extraccién de sustancias alta y
medianamente polares con el fin de determinar si la actividad antimicrobiana era ejercida
por alguna de éstas.

Los extractos totales de hojas, tallos y flores contienen flavonoides que son pigmentos de
(Quercetina) que se localizan frecuentemente en la cuticula, flores y en forma de glucésido
en las hojas y los terpenos se presentan en los aceites de las flores, frutos y semillas;
guiandonos de una manera mas precisa hasta el sitio de la planta en la que se encuentra mas
acumulada la sustancia con accion antibiotica.

Los extractos evaluados se les declard activos frente a Streptococcus mutans, cuando el
halo de inhibicidén fue similar al del antibidtico control, Amoxicilina. Aunque lo establecido
por Kirby Bauer para los ensayos de susceptibilidad el halo debe ser superior a 21mm,
Teniendo en cuenta que no estamos trabajando con sustancias puras, sino con una mezcla
de ellas y debido a que el didametro del halo depende de la difusién de la sustancia sobre el
agar, un halo de inhibicién mayor de 17 se consideré como extracto activo con poder
antibacteriano.

Los extractos que manifestaron actividad antibacteriana fueron reevauados a los 8 dias con
el fin de reevaluar el resultado inicial y conocer algo de las sustancias responsables de la
actividad antibacteriana. Los ensayos practicados después de 8 dias de permanecer el
extracto en la nevera arrojaron resultados iguales a los iniciales mientras que los que
permanecieron a temperatura ambiente no mostraron ninguna accion, lo que indicé que las

sustancias que poseen accién antibacteriana son inestables a temperatura ambiente,
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posiblemente se oxidan con el aire; razén por la cual los extractos utilizados debieron
permanecer tapados y refrigerados.

Para conocer la accién que ejercen las sustancias de los extractos en el estudio se tomé una
muestra a partir del halo de inhibicién y se hizo un repique en agar sangre y a las 24 horas
se volvié a repicar en agar sangre. La inhibicién del crecimiento desaparecié ya que el
extracto no se encontraba en el agar; por lo tanto los extractos poseen poder
bacteriostatico.

Control del crecimiento del indculo: para que se considere valida una accion antibidtica es
necesario que haya crecimiento en el medio en el cual se efectud el ensayo; se inocul6 la
bacteria y la levadura en los agares BHI Y Muller Hinton sin ninguna clase de sustancia
inhibitoria.

Control de la inactividad del solvente: También es necesario comprobar que los solventes
utilizados (etanol, eter de petroleo, diclorometano) en la extraccién de las sustancias, no
interfieran en el crecimiento de los microorganismos, por lo tanto en los medios utilizados
se adicionaron cantidades de solvente iguales a las agregadas por el extracto.

Para estudiar la actividad antifingica de los extractos sobre la Cdndida albicans se escogi6
el método de dilucion en agar en el cual a 4 ml de suspencién se llevo hasta la escala de
MacFarland y se mescl6 uniformemente con el agar Muller Hinton fundido. Los extractos
se colocaron en los pozos se incubaron, al cabo de 24 horas se daclararon inactivos frente a
Candida albicans.

La interaccién de las sustancias disueltas o suspendidas en el medio de cultivo y cada una
de las células inoculadas es directa € inmediata, por lo tanto cualquier sustancia insoluble

podra ejercer su accidon aunque no existan condiciones adecuadas para la buena difusion.
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El crecimiento bacteriano puede medirse en términos de concentracién celular, la cuenta de
las celulas viables se considera proporcional a la medida de concentracién celular
determinando la absorcién de la luz o la dispersion de ella por medio del cultivo mediante
procesos fotométricos relacionando los datos obtenidos con el tiempo, dando como
resultado una curva estandar de crecimiento; dado que la reproduccion celullar es fisién
binaria, una célula que se divide produce dos; el crecimiento de la poblacién serd en
progresion geométrica. El tiempo de generacién para una poblacion celular es variable, sin
embargo el desarrollo no se modifica, la poblacién permanece temporalmente inalterada
adaptandose al medio sintetizando enzimas y protoplasma nuevo; ésta fase se denomina
fase de retardo, seguidamente las células se multiplican regularmente al ritmo constante, el
desarrollo es maximo cuando se encuentra en la fase logaritmica o expotencial, luega cesa
el crecimiento y la poblacién permanece por un tiempo constante; se encuentra en fase
estacionaria, finalmente los nutrientes se agotan la poblacionmuere y la curva declina.

La técnica de dilucién en un tubo es la utilizada en éste ensayo para determinar la actividad
minima del extracto requerida para inhibir el desarrollo o crecimiento del microorganismo
invitro, cantidad denominada CIM (Concentracién inhibitoria minima).

En éste ensayo se adicion6 a los tubos con el microorganismo concentraciones de los
extractos que presentarén actividad inhibitoria ante la bacteria, para evitar los falsos
negativos que puedan presentarse durante la lectura a 580nm en el espectrofotometro

( Baush Lomb, spectronic 20) se leyeron los tubos contra blanco de caldo de Tripticasa de
sodio esteril con los extractos a diferentes concentraciones, de ésta manera de los materiales

o la opacidad que adquiera el medio de cultivo no interferira en la evaluacion.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados de ésta investigacion permiten concluir:

Los extractos totales de flores y hojas de Gnaphalium elegans, Achyrocline bogotensis y
Achyrocline sp, son activos frente a Streptococcus mutans.

Los extractos totales de flores y hojas de Gnaphalium elegans, Achyrocline bogotensis y
Achyrocline sp, son inactivos frente a Cdndida albicans.

Las fracciones de los extractos en eter de petroleo y diclorometano son activos frente

Streptococcus mutans.

La CMI para strptococcus mutans en EET DE: EETH, EETF, EETT de Achyrocline

bogotensis y Achyroclyne sp es de 4,5.
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6. RECOMENDACIONES

Efectuar estudios in vitro utilizando los mismos extractos con otros microorganismos que

ocasionen enfermedad periodontal y/o caries dental.

Ampliar el estudio de las especies de Gnaphalium y Achyrocline utilizando estudios
complementarios sobre sustancias que ayuden al conocimiento de éstas plantas bastante

distribuidas en Colombia
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ANEXO1

AGAR MULLER HINTON

Infusion de carne deshidratada 300 g
Hidrolizado de caseina 175 g
Almidon 15¢
Agar _ 17,0 g
PH 74

Este medio se puede enrriquecer agregandole por cada litro S0 ml de sangre

desfibrinada de cordero.



ANEXO 2

NEFELOMETRO DE MAC FARLAND

TUBO N° 2

Cloruro de Bario 0,5 ml de 0.048 M

Acido Sulftirico 99,5 ml de 0.18 m

Concentraciéon estandar de 0.5 de Mac Farland equivalente a 600 millones de

gérmenes viables por mililitro.



AGAR BHI

Extracto de cerebro

Extracto de corazon
Peptonas

D — Glucosa

Cloruro de Sodio

Fosfato hidrogenado de sodio

Agar-agar

ANEXO 3

275¢

15.0¢g



CALDO TRIPTICASA DE SODIO

Code CM 129 OXOID

Férmula:

Digestivo Pancreatico de caseina
Digestivo de papaina soya
Cloruro de sodio

Fosfato de potasio dibifasico
Dextrosa

ph 7.3

ANEXO 4



ANEXO 5

AGAR PDA

Papa 200 g
Agua destilada 1 litro
Dextrosa 20 g
Agar-agar 12 g

Cloranfenicol



