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“Evaluacion de la actividad antibacteriana y antimicotica de los extractos de
Myrciantes hallii (arrayan), Amaranthus asplundii (ataco), Peperomia peltigera
(pataku yuyo), especies reportadas en Peguche — Imbabura, sobre Streptococcus
mutans, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans causantes de enfermedades

bucofaringeas.”

RESUMEN

El presente trabajo comprendio la seleccion de 3 plantas utilizadas en la poblacién de
Peguche - Imbabura, para el tratamiento de enfermedades bucofaringeas, que no se
encuentran validadas cientificamente y que tampoco se tiene informacién sobre las
caracteristicas fitoquimicas, estas plantas fueron Myrciantes hallii (arrayan),
Amaranthus asplundii (ataco), Peperomia peltigera (pataku yuyo), ya que éste trabajo
tuvo como objetivo evaluar las propiedades antimicrobianas de las plantas ya
mencionadas contra microorganismos causantes de enfermedades bucofaringeas:
Streptococcus mutans ATCC 25175, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, se
realizé una identificacion boténica, ademds se utilizaron métodos fitoquimicos para la
extraccion de tres extractos utilizando solventes de polaridad creciente hexano, etanol,
agua. Luego se realizaron pruebas microbioldgicas in vitro utilizando la técnica de

difusién en agar para los microorganismos ya mencionados.

El mejor extracto fue Mpyrcianthes hallii  (arrayan) en etanol, que inhibié a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans,
pudiendo ser considerado como un extracto de gran espectro. Como etapa final se
identificaron metabolitos secundarios de éste extracto, mediante pruebas fitoquimicas
preliminares, identificando que en las hojas de ésta planta, se encuentran presentes
taninos, flavonoides, saponinas y alcaloides en muy baja cantidad. De ésta manera se
considera satisfactoria la utilizacién de Myrcianthes hallii (arraydn) para el tratamiento
de enfermedades bucofaringeas, validado asi con criterio cientifico el uso empirico de

ésta planta.



'""Evaluation of antibacterial and antifungal activity of extracts of Myrcianthes
hallii (arrayan), Amaranthus asplundii (ataco), Peperomia peltigera (pataku yuyo)
species reported in Peguche - Imbabura, on Streptococcus mutans, Klebsiella

pneumoniae, Candida albicans disease-causing oropharyngeal. "

ABSTRACT

This work involved the selection of three plants used in the population of Peguche
- Imbabura, for the treatment of oropharyngeal diseases, which are not scientifically
validated and that no information is available on phytochemical characteristics, these
plants were Myrcianthes hallii (arrayan), Amaranthus asplundii (ataco), Peperomia
peltigera (pataku yuyo), since this study aimed to evaluate the antimicrobial properties
of the plants mentioned above against oropharyngeal disease-causing microorganisms:
Streptococcus mutans ATCC 25 175, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, was
performed botanical identification also specific phytochemical methods were used for
the extraction of three extracts using solvents of increasing polarity hexane, ethanol,
water. After microbiological tests were performed in vitro using the agar diffusion

method for microorganisms mentioned above.

The best extract was Myrcianthes hallii (arrayan) in ethanol, which inhibited
Streptococcus mutans ATCC 25 175, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, can be
considered a broad spectrum extract. As the final stage of secondary metabolites were
identified extract more effective in this case Myrcianthes hallii (arrayéan) in ethanol, by
qualitative tests, identified for the leaves of this plant, tannins, flavonoids, saponins.
This way is considered satisfactory the use of Myrcianthes hallii (arrayan) for the
treatment of oropharyngeal disease, and validated with scientific criteria the empirical

use of this plant.



CAPITULO1

INTRODUCCION

1.1 Introduccion

En los ultimos afios la investigacion cientifica de las plantas medicinales ha
resurgido con inusitado interés, partiendo del hecho que gran parte de la poblacion de
muchos pueblos, especialmente el indigena, recurre a la medicina tradicional como
unica fuente para resolver sus problemas de salud (Kowii, 2001; Loor, 2000). Sin
embargo, la medicina popular, estd muriendo rdpidamente, debido a los procesos de
aculturacién de los pueblos indigenas, fuentes de todo el conocimiento milenario, que

ésta dejando de ser transmitido. (Heras, 1997).

El Ecuador siendo un pais con una gran biodiversidad, rico en plantas
vasculares, calculada en mas de 20.000 especies entre herbolaria y especies forestales,
no cuenta con muchos estudios que demuestren que las plantas de uso medicinal que
generalmente se comercializan por sus propiedades curativas (Cerén, 2002), realmente

presenten las propiedades atribuidas.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y otras organizaciones
prestigiosas en funcién de la salud, fomentan y financian la utilizaciéon de plantas
medicinales sobre una base cientifica con relacién a la efectividad terapéutica y a la
relativa inocuidad de estas, ya que estudios han revelado el potencial de las plantas
superiores como fuente de agentes anti-infecciosos, permitiendo de esta manera un
avance al uso empirico de las especies vegetales medicinales con una base cientifica

(Lopez et al., 1997).



La investigacion de plantas medicinales consta de diferentes disciplinas: la
etnomedicina, la farmacologia, la fitoquimica, la toxicologia, la investigacion clinica, la

biotecnologia y el disefio de medicamento.

Este trabajo pretende validar las propiedades medicinales de 3 plantas
utilizadas en la comunidad de Peguche — Imbabura para el tratamiento de enfermedades
bucofaringeas. Las plantas seleccionadas son Myrcianthes hallii (Arrayan), Peperomia
peltigera (Pataku yuyo), Amaranthus asplundii (Ataco) contra Streptococcus mutans,

Klebsiella pneumoniae, Candida albicans.



1.2 Formulacion del Problema

El uso frecuente de antibidticos ha permitido que varios microorganismos
generen resistencia a determinados medicamentos, teniendo que administrarse dosis
cada vez mds potentes. Las condiciones socio econdmicas baja de muchas personas y
familias es la principal causa para no poder acceder a un especialista y por ende a los
medicamentos, motivo por el cual gran parte de la poblacién en el Ecuador recurre a la

medicina natural.

Existen varias especies de uso conocido por las comunidades locales que
pueden contener compuestos con potencial antimicrobiano, sin embargo muy poco de
este conocimiento ha sido validado mediante bioensayos, y ain menos sus principios

activos identificados.

Ya que la biotecnologia, permite el aprovechamiento de la biodiversidad
mediante la valorizaciones sostenibles, que contribuyen no solo a mejorar la salud y
nutricién, sino también a aumentar la productividad agricola e industrial, se quiere
evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de Myrcianthes hallii, Amaranthus
asplundii, Peperomia peltigera, especies utilizadas en la comunidad de Peguche como

tratamiento o paliativo de enfermedades bucofaringeas.

Por este motivo se ha planteado el siguiente problema:

(Los extractos de Myrcianthes hallii (arrayan), Amaranthus asplundii (ataco),
Peperomia peltigera (pataku-yuyo), tienen accién antimicrobiana in vitro frente a
Streptococcus mutans, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans microorganismos

causantes de enfermedades bucofaringeas?



1.3 Justificacion

La gran diversidad de la flora ecuatoriana ha sido reconocida por ser
inmensamente rica en plantas ttiles (De la Torre, Navarrete, 2008), se sabe que los
Andes ecuatorianos, es la zona mds afectada por la deforestacion con pérdida de
diversidad, debido a la ampliacién de la frontera agricola (Acosta, 1995), sus
habitantes principalmente indigenas han perdido en gran parte sus conocimientos,
costumbres y tradiciones, por los procesos de aculturizacion (Farinango et al., 2005).
Sin embargo, el poco conocimiento local que sobrevive no ha sido validado o
corroborado mediante estudios e investigaciones sobre sus principios y/o moléculas

bioactivas (Rios et al, 2007).

Rocha (2006) manifiesta que el uso de la biotecnologia, permite
investigaciones que contribuyen a la descripcién de nuevos principios activos u otros
compuestos fitoquimicos que servirdn como base en la experimentacién farmacoldgica
o en la sintesis de nuevos farmacos, que ayuden en el tratamiento o en el paliativo de
muchas enfermedades que aqueja a la comunidad en general (CESA, 1993), entre las
que se encuentran las infecciones respiratorias agudas (IRA) que forman parte de la
infecciones bucofaringeas, y que segtin el Ministerio de Salud Publica (MSP) (2009) se
encuentra como la causa nimero uno de muerte en la provincia de Imbabura, las
afecciones dentales como: caries, periodontitis, halitosis, piorrea, calculos dentales, que
suelen conducir a afecciones mds graves que incluso pueden causar la muerte si no

existe un tratamiento o prevencion (Gamboa et al, 2000).

Segun registros del Ministerio de Salud Publica (2009), la falta de recursos
tanto humanos como econdmicos que existen dentro de la comunidad rural, no han
permitido un seguimiento y control de las enfermedades mencionadas. (Hinostroza,

2008; Arias, 2002).



Este trabajo se encuentra basado en la investigacién in vitro, del efecto
antimicrobiano de los extractos de Myrcianthes hallii (arrayan), Amaranthus asplundii
(ataco), Peperomia peltigera (pataku yuyo), frente a Streptococcus mutans, Klebsiella
pneumoniae, Candida albicans, causantes de enfermedades bucofaringeas, por ello ésta
investigacién presenta un potencial beneficioso, para la comunidad de Peguche y la
comunidad en general, ya que las plantas utilizadas en este estudio contienen principios
activos que pueden ser aislados e identificados mediante la aplicacion de la

biotecnologia (Barahona & Jativa, 1995).



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

e Evaluar la actividad antibacteriana y antimicotica de los extractos de
Myrcianthes hallii (arrayan), Amaranthus asplundii (ataco), Peperomia peltigera
(pataku yuyo), sobre Streptococcus mutans, Klebsiella pneumoniae, Candida

albicans causantes de enfermedades bucofaringeas.

1.4.2 Objetivos Especificos

1.Obtener extractos de Myrcianthes hallii (arrayan), Amaranthus asplundii
(ataco), Peperomia peltigera (pataku yuyo), utilizando n-hexano,

etanol, agua.

2.Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de los extractos obtenidos
sobre el crecimiento de: Streptococcus mutans, Klebsiella pneumoniae,

Candida albicans.

3.Comparar la actividad antibacteriana y antimicética del extracto mds
efectivo frente a antibidticos empleados en el tratamiento de las
enfermedades causadas por: Streptococcus mutans, Klebsiella

pneumoniae, Candida albicans.

4.Establecer los principales metabolitos secundarios de la planta con mayor

actividad antibacteriana y antimicética mediante screening fitoquimico.

5.Divulgar los resultados obtenidos.



1.5 Fundamentos Teoricos

1.5.1 Descripcion del Area de Estudio

1.5.1.1 Especificaciones Generales

Provincia: Imbabura
Cantén: Otavalo
Parroquia: Dr. Miguel Egas Cabezas (Peguche)

Comunidad: Peguche

1.5.1.2 Ubicacion Geografica

La parroquia Doctor Miguel Egas Cabezas (Peguche) se encuentra ubicada en
el canton Otavalo (provincia de Imbabura (Figura 1-1) Limita al Norte desde el cruce de
la via Doctor Miguel Egas, San Juan de [lumén con la quebrada de Iluman grande. Al
Sur con la cumbre del cerro Imbabura, al Este alcanza las nacientes de la quebrada de
Alcantarilla o quebrada Susanahuico, hasta el cruce de la carretera San Juan de Iluman-
San Pablo, hasta la altura longitudinal de la localidad de Agato. Al Oeste desde el cruce
del rio Jatunyaco con la via Otavalo-San Juan de Ilumdn, por dicha via hasta el cruce

con la quebrada de llumén Grande. (San Feliz, 1988)

Figura 1-1: Ubicacién cantonal

Fuente: Otavalonet, 2003
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1.5.1.3 Aspecto Vegetal

La vegetacion predominante en el drea de estudio que constituye una ceja
andina, estd cubierta de formas vegetativas de aspecto lefioso, herbaceo y diverso. El
continuo despojo de la vegetacion propia de éste lugar, han reducido las especies
propias de la zona, como: chulpi, mishca, zaramaiz, cusco, motilén, pumamanqui,

matache, laurel, palo borracho, guatizic, yurayuashcaspi, aliso. (San Feliz, 1988)

Figura 1-2: Aspecto Vegetal de Peguche

1.5.1.4 Aspecto Climatico

Peguche tiene un clima temperado alrededor de 18 a 22° C y en la noche
desciende a 2 °© C. Todas las variaciones meteoroldgicas influyen directamente en la
vida de las plantas por lo que el estudio de las relaciones clima vida, es el bioclima. Esta
zona tiene una humedad relativa entre 75 y 85 con una nubosidad mensual menor,

generalmente las lluvias se dan entre enero — mayo. (San Feliz, 1988)
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1.5.2 Etnomedicina en el Ecuador

El interés actual en la medicina etnomédica y la busqueda de alternativas
terapéuticas tiene sus raices en la insatisfaccion hacia la medicina convencional, tanto
por su falta de éxito en la cura de algunas enfermedades como por los efectos

colaterales que ciertos medicamentos acarrean.

Centenares de plantas medicinales, son utilizadas de forma empirica con fines
médicos, es decir sin conocer los posibles principios activos que puedan justificar su
actividad terapéutica (Cerdén, 2003), muchas de estas plantas son utilizadas por las
comunidades indigenas, rurales e incluso las que ahora se localizan en los barrios
urbano-marginales de las grandes ciudades, todos ellos poseedores de un conocimiento

ancestral en el uso de plantas como medicamentos. (Sosa, 2006)

Debido a que el uso de plantas en diversas poblaciones del Ecuador, esté ligada
a las tradiciones culturales, la etnobotdnica ha sido clave para investigar como cada
poblacién aprovecha la flora de su entorno por ser parte de su identidad (Rios & Kaziol,
2007), sin embargo, actualmente los procesos de aculturacion en las comunidades
indigenas, estdn acelerando la desaparicién no solo de la perdida de las especies de
plantas utiles, sino también del saber milenario de las nacionalidades indigenas, por ello
la importancia de que las especies vegetales de uso frecuente, se encuentre
cientificamente evaluadas, ya que implica la posibilidad de tener informacién de

aquellas que requieren un manejo adecuado e inmediato para evitar su extincion.

Considerando que la prevencién y el tratamiento eficaz de las enfermedades
infecciosas del hombre se encuentran ligadas directamente al conocimiento de los
agentes causales (Nolte, 1971), se deben llevar a cabo ensayos biolégicos de productos
naturales, con el fin de evaluar la bioactividad de las plantas (Barahona & Jativa ,
1995), y asi convalidar la utilidad del saber campesino celosamente guardado, ya que es

probable que pocas especies rara vez sean utiles, como también es posible que las
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comunidades que conocen estas especies, conozcan mds usos, o hayan creado mds
aplicaciones por especie, igualmente se puede decir que algunas especies que son ttiles
en un espacio y tiempo determinado, no lo sean en otros distintos. (Paz y Mifo,

Balsleu, & Valencia, 1997)

1.5.3 Estudio fitoquimico de plantas

Muchas especies vegetales son estudiadas con frecuencia para hallar en ellas su
posible valor farmacolégico, en especial por sus propiedades estrogénicas, antipiréticas,

midridticas antihelminticas, astringentes, amebicidas, fungicidas, antibidticas.

Segin Roca (2003) tradicionalmente las investigaciones sobre plantas
medicinales no trascendian de aislar, caracterizar y publicar una nueva estructura de
origen natural, con o sin actividad farmacoldgica y utilizaba en general el criterio de
seleccién casual o al azar de plantas, que no daba éxito para encontrar nuevos

compuestos.

Actualmente la aplicacion de la biotecnologia, considerada como una ciencia
multidisciplinaria que incluye ya en sus estudios referencias taxénomicas, etnomédicas,
etnobotdnicas, ecoldgicas, y otras; permite la validacién cientifica del conocimiento
tradicional sobre los usos de la biodiversidad, tales como las plantas medicinales y
microorganismos, con el fin de expandir y acelerar significativamente el estudio y uso
de la biodiversidad y sus productos. CESA (1993) indica que al utilizar técnicas
analiticas de extraccion e identificacion de sustancias y/o moléculas con principios
activos, se puede brindar con criterios cientificos, alternativas terapéuticas a personas

de bajos recursos.
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La investigacion fitoquimica de una planta, puede comprender los siguientes

aspectos:
. Extraccién de la planta.
. Separacion y aislamiento de los componentes de interés.
. Caracterizacion de las rutas biosintéticas.
. Valoraciones cuantitativas.

1.5.4 Descripcion especies vegetales de estudio

En el presente estudio se eligieron tres plantas utilizadas tradicionalmente
como medicinales en la comunidad de Peguche, las cuales fueron seleccionadas por
referencia de su uso etnomédico en afecciones bucofaringeas y por no poseer estudios

previos de su actividad antimicrobiana.

1.5.4.1 Arrayan: Myrcianthes hallii

Figura 1-3: Myrcianthes hallii (arrayén)
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1.5.4.1.1 Descripcién botanica (De la Torre & Navarrete, 2008)

Orden: Myrtales

Familia: Myrtaceae

Género: Myrcianthes

Especie: hallii

Nombres comunes: arrayan, wawall hembra, chiruito.

Nombre botanico: Myrcianthes hallii (O. Berg) Mc. Vaugh

1.5.4.1.2 Caracteristicas generales

Es un érbol o arbusto silvestre nativo del Ecuador, posee una altura entre 10 —
15 m, de hojas opuestas, a veces alternas, de forma ovada, la Idmina de la hoja tiene
venas secundarias pinnadas o basal, a menudo con venas intramarginales cerca del
margen. Tiene las inflorescencias axilares o terminales, posee flores bisexuales, a veces
poligamas, actinomorfas, los 16bulos del caliz 3 - 5 0 més, son separados o connados en
una caliptra. Tiene 4 o 5 Pétalos, estambres generalmente numerosos, filamentos
separados o connados en 5 paquetes de pétalos opuestos; anteras 2-unicelulares,
dorsifijas o basifijas, dehiscentes longitudinalmente, o rara vez terminal, por lo general
terminan en conectores 1 o mds gldndulas apical. Ovario inferior, semi-inferior, o muy
pocas veces fusionados entre si, superior, de 2 a méas, 16bulos, muchas veces presenta
placentacion parietal axilar. Fruto en cdpsula, baya, o drupas. Semillas sin endosperma
o endospermo escaso y fino; cartilaginoso testa membranosa o finas, a veces ausente,
embrién recto o curvo (BSF, 2009). Para ésta planta se han definido algunos
componentes fitoquimicos: aceite aromdtico, glucdsidos de fenol, antraquindénico,

ramnosantina, saponinas, taninos. (Cerdén, 2003 & CESA, 1993)
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1.5.4.1.3 Distribucion

Se encuentra distribuido entre los 2.200-3.000 m.s.n.m. Alrededor de 130
géneros y 4500-5000 especies se encuentran en la regién del Mediterraneo, el Africa,
Madagascar, Asia tropical y templada, Australia, islas del Pacifico tropical y América
del Sur donde se puede encontrar 10 géneros (cinco introducidas) y 121 especies (50
endémicas)en China. Muchas se cultivan ornamentalmente en jardines, drboles de la

calle, o 4rboles de la plantacién (BSF, 2009).

1.5.4.1.4 Usos etnobiolégicos del arrayan en el Ecuador

Las hojas, tallos de ésta planta son utilizadas para disminuir la hiperactividad e
inflamacion de la mucosa respiratoria y fluidifican las secreciones bronquiales, por ello
se la utiliza en afecciones bronquiales, dolores estomacales, las hojas secas y molidas, o
en infusiéon son aplicadas a heridas para ayudar a cicatrizarlas, sirven para curar
reumatismo (De la Torre & Navarrete, 2008), se utilizan para tratar caries, encias
sangrantes, resfrios, colicos, dolor de muelas, y afecciones posparto (Matheus, 2007).
Calma el dolor de pies, es eficaz para tratar el sudor nocturno, el fruto se usa para
cicatrizar el ombligo y tratar la diarrea en nifios. Al hervir en agua la fruta expele una
cera de la cual se puede hacer velas, también sirve para peinar el cabello, las ramas

secas se usa como combustible. (Cerén. M; 2003)
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1.5.4.2 Ataco: Amaranthus asplundii

Figura 1-4: Amaranthus asplundii (ataco)

1.5.4.2.1 Descripcion botanica (De la Torre & Navarrete, 2008)

Orden: Caryophyllales

Familia: Amaranthaceae

Género: Amaranthus

Especie: asplundii

Nombres comunes: ataco, bledo, ataku de castilla, bledo blanco, bledo macho,
bledo negro, salig.

Nombre botanico: Amaranthus asplundii Thell.

1.5.4.2.2 Caracteristicas generales

Generalmente es una hierba, pocas veces arbusto, nativa del Ecuador,
generalmente anual, raramente perennes. Posee hojas pecioladas alternas u opuestas, de

forma ovada, obovadas, espatuladas, lanceoladas, los margenes por lo general plano,
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ligeramente ondulado, o crispados, dpices agudos, obtusos. Tallos erectos, ascendentes,
generalmente ramificada, en ocasiones simples, sin espinas. Las inflorescencias
terminales dispuestas en espigas, paniculas o glomérulos, los componentes de
inflorescencias terminales a menudo sostenidas por hojas reducidas. Flores unisexuales,
postiladas sostenidas por bricteas membranosas ovadas, lanceoladas, lineares, solitarias
o agrupadas en racimos. Tépalos ausentes; estambres ausentes; pistilo 1, 1 évulo; estilo
de 0.1-1 mm, o ausente, estigmas 2-3, delgado. Flores estaminadas: 3-5 tépalos, igual o
subiguales; estambres 3-5, filamentos distintos, anteras 4-locular, pistilos ausente o
rudimentario. Frutas secas en una cdpsula carnosa, indehiscente, de forma irregular de

ruptura, Semillas lenticulares, subgloboso o cilindrico, lisa. (BSF, 2009)

La familia Amaranthaceae reporta presencia de nitritos y nitratos, triterpenos,

taninos, saponinas; las semillas contienen proteinas y el tallo hierro. (Cabrera, 2005)

1.5.4.2.3 Distribucion

Han sido registradas entre los 2.200-3.000 m.s.n.m, por toda América del Sur
y ciertas regiones del Viejo Mundo, donde son consideradas como malas hierbas. (BSF,

2009)

1.5.4.2.4 Usos etnobiolégicos del ataco en el Ecuador

El fruto y las hojas tiernas son comestibles, se usan en la preparacion de
coladas, ensaladas y morcillas de chancho. El zumo de la raiz machacada se usa para
tratar el malestar producido por los célicos menstruales, la flor en infusion y mezclada
con aguardiente, se usa para tratar el resfrio, la infusion de la raiz se bebe para tratar el
colorin y la diarrea en nifios, la raiz machacada se usa para tratar la holanda (Matheus,
2007), es astringente, aplicable en irritaciones de la boca y de la garganta y puede

servir para lavados externos. (De la Torre & Navarrete, 2008)
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1.5.4.3 Pataku-yuyo: Peperomia peltigera

Figura 1-5: Peperomia peltigera (pataku-yuyo)

1.5.4.3.1 Descripcion botanica (De la Torre & Navarrete, 2008)

Orden: Piperales

Familia: Piperaceae

Género: Peperomia

Especie: peltigera

Nombres comunes: Pataku yuyo, corazoncillo, patacon.

Nombre botanico: Peperomia peltigera C.DC.

1.5.4.3.2 Caracteristicas generales

Es una hierba terrestre epifita, anual o perenne, Los aces vasculares més o
menos dispersos en la seccion transversal. Hojas carnosas, alternas, a menudo opuestas
o verticiladas, las bases a menudo asimétricas, ldmina de la hoja visible con nervadura

pinnada, nervios laterales ascendentes primordiales, o poco visibles, las venas terciarias
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aparentemente ausente o muy débil. Tallos subterrdneos, suculentos y verdes, con nudo
engrosado, erecto, glabro o pubescente. Inflorescencia una espiga pedunculada, rara vez
se agrupan en una umbela. Flores sésiles, pequefias, bisexuales, hermafroditas,
poligamas o dioicas, casi siempre sésiles, bracteas pequenias, generalmente peltadas o
cupular, generalmente sin perianto. Estambres 2, filamentos libres, Estigma 1, anteras
separadas, dehiscentes longitudinalmente. Frutos sésiles o estipitadas en drupa pequefia
o nuececilla; pericarpio carnoso, delgado o seco. Las semillas poseen almidén y un

embridn incrustado en el endosperma. (BSF, 2009)

Se multiplica por esquejes, division de matas y por medio de hojas con un
pequeio trozo de peciolo. En su cultivo la utilizacién de calor de fondo es adecuada, la
perjudican los riegos con aguas salinas, soportan condiciones de luz bajas. El género
Peperomia, reporta la presencia de flavonoides, saponinas, alcaloides en menor

cantidad, taninos y diversas terpenlactonas. (Guillermo, 2002)

1.5.4.3.3 Distribucion

Se encuentra en la sierra ecuatoriana entre 1000 a 2500 m.s.n.m. El género
Peperomia es nativo de América del Sur, gran parte de las especies son nativas de la
regiéon amazoénica, cerca de ocho o nueve géneros y especies de 2000-3000: se
encuentran en regiones tropicales y subtropicales, principalmente en Sudamérica, Asia,

unos pocos en Africa. (BSF, 2009)

1.5.4.3.4 Usos etnobiolégicos del pataku-yuyo en el Ecuador

La decoccién de las hojas se bebe para tratar la pena, la infusion de la planta se
toma para tratar problemas de los nervios, la planta trata afecciones indeterminadas, las
hojas en infusién o en colonia se usan para tratar afecciones del corazén, las hojas en

infusién son usadas para tratar el colerin y la pulmonia, es eficaz para combatir el
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insomnio, ademads es utilizado para tratar caries y dolor de encias, las hojas machacadas
se aplican en los sitios con dolencias. La infusion de toda la planta sirve para hacer
gargaras y tratar la inflamacién de la garganta, la amigdalitis aguda y combate la tos
(De la Torre, Navarrete, 2008). En otras partes del mundo se utilizan como plantas de

interior, plantas de invernadero y en regiones calidas como plantas de jardin. (BSF,
2009).

1.5.5 Obtencion de extractos

Las plantas contienen gran cantidad de compuestos bioactivos, denominados
metabolitos secundarios, para su obtencién se pone en contacto una fase sélida con una
liquida, al entrar en contacto el soluto se difunde desde el sélido a la fase liquida,
permitiendo la separacién de los principios activos de la estructura original. Ya que
muchos de los metabolitos secundarios son hidrofébicos se extraen por medio de
solventes orgdnicos como: etanol, cloruro de metileno, cloruro de etilo, cloroformo, etc.
Y otros son hidrofilicos y se obtienen utilizando agua, los extractos obtenidos pueden

ser liquidos y en polvo.

Los métodos tradicionales de extraccion requieren altos tiempos de residencia
y grandes cantidades de solvente, el cual se encuentra asociado al uso de calor y

agitacion, que incluyen la utilizacién de equipos como el soxhlet. (Lizcano, 2007)

1.5.6 Principios activos

Las plantas son fundamentales en el desarrollo de la medicina moderna. Su
accion preventiva o curativa se debe a sustancias quimicas que provocan un efecto
fisiolégico en el organismo. Estas sustancias se conocen como principios activos, que

son producto del metabolismo secundario de la planta (Domingo, 2003).
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Son compuestos quimicos propios de la planta que se encuentran sometidos a
una serie de variables fisicas tales como: humedad del suelo, condiciones de luz,
temperatura, factores ambientales, entre otros. El metabolismo secundario compromete
aquellos procesos quimicos que son Unicos para una planta dada y no son universales,
los metabolitos secundarios cambian de una planta a otra, pues precursores quimicos
comunes pueden conducir a resultados totalmente diferentes. Muchos de los principios
activos de las plantas pueden encontrarse en su raiz, hojas, corteza, tallo, flores y fruto,

de donde deben extraerse para ser utilizadas (Navarro & Fabiola, 2004).

La formacién del metabolito secundario no es vital para la planta, aunque
cumplen misiones de naturaleza muy diversa, algunos metabolitos estdn implicados
ecoldgicamente en la relacidon planta-organismo, como los pigmentos de las flores, que
atraen a los insectos polinizadores, o los compuestos que inhiben el crecimiento de otros
organismos (sustancias alelopdticas), o que protegen a la planta productora de
infecciones (fitoalexinas) o de los depredadores (disuasorios nutritivos). Otros
metabolitos secundarios tienen misiones fisiologicas. Dentro de esta vasta diversidad,
existen especies vegetales con propiedades de interés para la investigacion y el
descubrimiento de nuevos productos. Sin embargo, se calcula que menos del 10 % de
las plantas han sido evaluadas en la bisqueda de actividad bioldgica. (Mendoza,

Moreno, Weil, & Elango, 2007)

La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales ha revelado el potencial
de las plantas superiores como fuente de agentes antiinfecciosos, permitiendo de esta
manera un avance al uso empirico de las especies vegetales con una base cientifica. La
fitoquimica permite detectar y posteriormente identificar los principios activos

responsables de las propiedades atribuidas a las plantas.
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1.5.6.1 Alcaloides

Reciben esta denominacién los compuestos nitrogenados heterociclicos,
constituidos ademds por carbono e hidrégeno, muchos llevan oxigeno, lo que les
confiere una serie de propiedades fisicas (sélida, cristalizable), y raramente suelen
contener azufre. Son sustancias provenientes del metabolismo secundario y sintetizadas
a partir de aminodcidos, tienen por caracteristica ser amargos en el gusto, solubles en
alcohol, éter, cloroformo o hexano, poco solubles en agua. La actividad bioldgica de los
alcaloides es muy amplia, sin embargo su papel en los vegetales no es muy claro, se
localizan generalmente en los tejidos periféricos de corteza, raices, hojas, frutos y
semillas. El mecanismo de accion de los alcaloides parece ser mediante intercalacion

entre la pared celular y el DNA del microorganismo. (Villacis, 2009)

1.5.6.2 Flavonoides

Son estructuras fendlicas que contienen un grupo carbonilo y son solubles en
agua. Constituyen la familia mas amplia de fenoles naturales, son sintetizados en todas
las plantas, pero su composicién quimica varia entre especies, en respuesta al ambiente.
Son sintetizados en el citoplasma y migran hacia las vacuolas celulares. Tienen
propiedades antioxidantes, diuréticas, antimicrobianos, entre otros. (Villacis, 2009) Su
actividad frente a los microorganismos probablemente se debe a que forman complejos
con las proteinas solubles y extracelulares y con las células de la pared bacteriana.

(Domingo, 2003)

1.5.6.3 Taninos

Son sustancias de origen vegetal, no nitrogenadas de estructura polifendlica,
solubles en agua, alcohol y acetona. Estas sustancias son de sabor astringente y tienen la
propiedad comiin de curtir la piel, debido a su capacidad de unirse a macromoléculas de

hidratos de carbono y proteinas (Domingo, 2003).
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El término tanino se empleo para denominar ciertas sustancias presentes en
extractos vegetales capaces de combinarse con proteinas de la piel animal, evitando su
putrefacciéon y convirtiéndola en cuero, dentro de los vegetales, se encuentran en las
vacuolas celulares combinados con alcaloides, proteinas u osas. Tienen propiedades
cicatrizantes, antidiarreicas, antidotos para envenenamientos, antimicrobianas. Su
actividad bioldgica se debe a que actian como inhibidores enzimdticos ademds de
privar a los microorganismos de medio apropiado para que pueda desarrollarse.

(Villacis, 2009)

1.5.6.4 Saponinas

Son heterdsidos naturales, solubles en agua y caracteristicamente espumosos
tras agitar una solucién acuosa que los contenga. Poseen propiedades diuréticas,
digestivas, antiinflamatorias, expectorantes, antimicrobianas generalmente
antiprotozoaria, y otras. (Villacis, 2009) Prevalecen en las partes subterraneas de las
plantas, su actividad bioldgica se debe a que las saponinas se unen al colesterol y otros

esteroles de la membrana celular causando su inestabilidad, lisis y muerte celular.

1.5.7 Descripcion de Enfermedades Bucofaringeas

1.5.7.1 Infecciones Respiratorias Agudas (IRA)

Las Infecciones Respiratorias Agudas son padecimientos infecciosos de las
vias respiratorias que en ocasiones se complican con neumonia. Las IRA constituyen un
importante problema de salud publica, y mucho maés si se produce en zonas donde no
existe cobertura total de medicina, generalmente se manifiesta con fiebre y se localiza
en el aparato respiratorio. Este estd formado por una porcién alta y una baja. El sector
alto comprende la nariz, los senos paranasales, la garganta (faringe) con las amigdalas

y el oido medio y la epiglotis. Las vias respiratorias bajas comprenden la laringe y la
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trdquea, cuando una infeccion ataca las vias respiratorias bajas, segtn el sitio, se habla
de laringitis, traqueitis, bronquitis, bronquiolitis, alveolitis o neumonitis y de
combinaciones de éstas como son: laringotraqueobronquitis, bronconeumonia, etc.

(Barreda, 2008)

El 75% de los casos de IRA son de origen viral, a otras complicaciones otitis
media y neumonia se agrega la etiologia bacteriana, éstas enfermedades bucofaringeas,
estdn intimamente relacionadas entre si, ya que las investigaciones realizadas
confirman la relacion entre la salud de la cavidad bucal con la salud general, ademds
cuando una persona no se alimenta bien es mas facil que se contagie de una bacteria o

bacilo que genere la enfermedad.

Debido a que es dificil diferenciar a quienes tienen una infeccién primaria, y
quienes tienen una infeccién del mismo tipo, pero por bacterias, ya que de hecho son
idénticos los signos y los sintomas de uno y otro cuadro clinico, razén por la cual las
infecciones agudas se diagnostican principalmente sobre bases clinicas, lo cual dificulta
el empleo juicioso de los antibidticos en estos casos, es asi que el consumo enorme de
farmacos contra dichas enfermedades ha contribuido al aumento en la frecuencia de
resistencia a ellos, entre los microorganismos patdégenos extranosocomiales mas

frecuentes, como Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae. (Arce, 2008)

1.5.7.2 Infecciones Bucofaringeas

Son parte de las IRA, y van desde cuadros viricos leves que ceden por si solos,
hasta infecciones bacterianas graves y mortales. El sintoma inicial mds frecuente es la
faringitis, que constituye una de las causas mas frecuentes de visitas ambulatorias de
adultos y nifos. A pesar de que también la faringitis es un sintoma de muchos cuadros
no infecciosos, la mayor parte de los pacientes con una nueva faringitis por lo comtn
tienen un cuadro agudo de origen virico o bacteriano en la faringe, microorganismos de

muy diverso tipo causan la faringitis aguda. (Arce, 2008)
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1.5.7.3 Infecciones de la boca

Ademds de la enfermedad periodontal como la gingivitis, las infecciones
dentro de la cavidad de la boca muy a menudo dependen del ataque de especies como
Candida albicans, que ademds de presentar faringitis se puede identificar placas
friables blanquecinas o grisdceas en las encias, la lengua y la mucosa de la cavidad

bucal.

La angina de Vincent, conocida también como gingivitis, se caracteriza por
dolor e inflamacién de las encias, con ulceras en las papilas interdentales, que
facilmente sangran. La ocasionan las bacterias anaerobias de la cavidad bucal, por lo
cual en forma tipica los enfermos muestran mal aliento (halitosis) y el cuadro inicial

suele ser de fiebre, malestar general y linfadenopatia. (Arce, 2008)

La angina de Ludwig es una celulitis de evolucion répida, potencialmente
mortal, que afecta los espacios sublinguales y submandibular y, de forma caracteristica,
tiene como punto de partida alguna pieza dental infectada o extraida en fecha reciente,

muy a menudo segundos y terceros molares inferiores. (Arce, 2008)

1.5.7.4 Caries

Es una enfermedad de origen infeccioso producida por la placa bacteriana,
especificamente por Streptococcus mutans y el Lactobacillus acidofilus, modulada por
ciertos factores ambientales, que afectan la pieza dentaria produciendo una lesién
desmineralizada de las estructuras del diente con una posterior formacioén de cavidad.
Es de evolucién crénica o aguda, afectando las diferentes estructuras duras de la pieza
dentaria como son el esmalte y la dentina (Castillo, 2009). La caries es una enfermedad
multifactorial con innumerables factores primarios y secundarios que estan involucrados

en su etiologia y su gravedad.
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La evaluacion de la mayor cantidad de pardmetros involucrados en el proceso
asegura una mayor eficiencia en el diagndstico de la enfermedad y en el descubrimiento
de los individuos mads susceptibles a ella, los cuales son los llamados pacientes de alto

riesgo. (Castillo, 2009)

Pueden ser considerados de alto riesgo si presentan una de estas situaciones:

Alteracién o disminucién en el flujo salival.

Presencia de un nimero elevado de Streptococcus mutans y lactobacilos

en boca.

Pacientes que no hayan tenido contacto previo con flior.

Aparicién de caries nuevas en un pasado inmediato.

Presencia de caries en superficies que normalmente no son atacadas por

caries.

Pacientes con alta frecuencia de ingesta de sacarosa.

Pacientes con abundante placa bacteriana.

Enumerar y describir los principales microorganismos implicados en todas las
infecciones bucofaringeas (respiratorias, periodontitis, caries, etc.) son muy complejos
de describir. Por ello la constancia en investigaciones relacionadas han permitido
afirmar a un microorganismo como causante de una o varias enfermedades. (Liébana,
1995), que incluso se puedan relacionar unas con otras, por ello es necesario
comprender bien la causa de una afeccidn, para instaurar una adecuada prevencion asi

como un efectivo tratamiento. (Farias, 2008)
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1.5.8 Descripcion de Microorganismos patégenos utilizados

1.5.8.1 Generalidades de Streptococcus mutans

1.5.8.1.1 Taxonomia (Ferniandez, 2008)

Dominio: Bacteria

Phylum: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Lactobacillales

Familia: Streptococcaceae

Género: Streptococcus del grupo A de Lancefield
Grupo: Viridans

Especie: S. mutans

1.5.8.1.2 Descripcion del género y especie

Se trata de cocos grampositivos, anaerobios facultativos, asociados en parejas o
cadenas, no producen catalasa y fermentan la glucosa con produccién de acido lactico.

Es alfa hemolitico.

El término viridans deriva del latin viridis, que significa verde, ya que
producen, en su mayoria, unas colonias pequefias en agar sangre rodeadas de un halo
estrecho de hemolisis verde debido a una destruccién incompleta de los eritrocitos
(hemdlisis a ). En este grupo de microorganismos se incluyen aquellos estreptococos
que, sin ser B-hemoliticos (con algunas excepciones en Streptococcus anginosus), no
poseen antigenos de pared de los grupos B o D, no crecen en caldo con 6,5% de cloruro

de sodio y no son solubles en bilis ni inhibidos por la optoquina. (Gamboa, 2006)
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El grupo viridans, presenta en la actualidad, dificultades para lograr una

identificacion de especies, la Tabla 1-1 muestra un esquema de identificacién para éste

grupo.

Tabla 1-1: Clasificacion de Streptococcus del grupo viridans més aceptadas

Coykendall
(1989)

Bruckner y Colonna
(1997)

Colman y Facklam
Williams (1972) (1977)
S. salivarius S. salivarius
S. mitior S. mitis
S. sanguis 11
S. sanguis S. sanguis 1
S. milleri S. intermedus
S. anginosus-constellatus
S. mutans S. mutans
S. morbillorum
S. acidominimus
S. uberis

S. salivarius

S. mitis

S. sanguis

S. anginosus

S. mutans

S. salivarius

S. mitis

S. sanguis

S. milleri

S. mutans

Fuente: Fernandez, 2008

1.5.8.1.3 Pruebas bioquimicas

Fermentacion de rafinosa (+), manitol (+), melobiosa (+), trehalosa (+) e

inulina (+); hidrdlisis de la esculina en presencia (-) y ausencia de bilis (+); ureasa (-);

hidrdlisis de la arginina (-), catalasa (+), y resistencia a optoquina.
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1.5.8.1.4 Habitat

Streptococcus mutans se encuentra en forma permanente en la cavidad oral
después de la erupcién dental, debida fundamentalmente a que requiere la presencia de
tejido duro no descamativo para su colonizacién. La principal fuente de adquisicién y
transmision de Streptococcus mutans en los nifos es la saliva de sus madres. (Gamboa,

2006)

1.5.8.1.5 Manifestaciones Clinicas

La comunidad de microorganismos orales usualmente implica una sucesion de
poblaciones; este proceso comienza con la colonizacién del hébitat por grupos de
microorganismos pioneros. Por si solas y en estado de equilibrio, la mayoria de las
bacterias de la cavidad oral son inofensivas; sin embargo, cuando se conjugan
condiciones especiales del ambiente oral, de los mecanismos de infeccién del
microorganismo y de la respuesta del huésped, estas bacterias se convierten en actores
principales, exhibiendo todo su potencial infeccioso que conduce al estado de

enfermedad. (Fernandez et al, 2004)

Streptococcus mutans es un agente infeccioso muy importante en endocarditis,
la participacién de este microorganismo en infecciones orales y no orales ha generado
un interés por el conocimiento de su susceptibilidad a agentes antimicrobianos. La
caries dental sin ser una entidad que comprometa la vida, constituye una de las
patologias actuales mds frecuentes y costosas, con una duracién de por vida. Por otro
lado, el torrente sanguineo puede ser invadido transitoriamente por Streptococcus
mutans tras un traumatismo u otros procesos, que incluirian las manipulaciones
dentales, cirugia del tracto respiratorio superior (amigadalectomias), o cirugia e

instrumentalizacion del aparato genitourinario o del tracto intestinal. (Gamboa, 2006)
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Un elevado consumo de azucar en combinaciéon con un valor-pH
frecuentemente bajo contribuye al aumento de los Streptococcus mutans, en la cavidad
bucal. Estos gérmenes son cocos Gram positivos, que se caracterizan por las siguientes

propiedades:

Capacidad de adherencia a la sustancia dura dental

Sistema de transporte de azucares

Produccion de dcido lactico a partir del azicar

Produccion de polisacaridos intracelulares y extracelulares

Tolerancia de un medio acido

Estas bacterias adherentes disponen de receptores especiales y producen
ademads, una matriz pegajosa, el dextran, que les permite cohesionarse fuertemente entre

si. (Castro, 2005). Es una bacteria cocacea, Gram positiva, microaerofilica.

Hay que considerar que un descenso de pH impide el crecimiento de muchas

bacterias, mientras que el nimero de Streptococcus mutans aumenta. (Fernandez, 2008)

1.5.8.1.6 Cultivo

Para poder crecer y desarrollarse “in vitro” necesita de medios enriquecidos
como el Agar Sangre de Cordero y un ambiente con baja tension de oxigeno, sus células
se disponen en cadenas. Las colonias de este microorganismo son facilmente
diferenciadas: altas, convexas, pulvinadas, mucoides, tiene un didmetro de 0,5 a 0,75 u
de didmetro y opacas, con un aspecto que recuerda al vidrio esmerilado. (Neira, 2005)
En forma concomitante con la sintesis de dextrano a partir de la sacarosa, las colonias
de este microorganismo emiten un exudado acuoso en la superficie del medio de cultivo
a menudo lo suficientemente abundante para que corra y forme un charco en torno a la

colonia.
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Aunque se pueden multiplicar en presencia de oxigeno algunos autores
recomiendan incubar las placas inoculadas 24 horas en anaerobiosis y luego 24 horas en
aerobiosis, ya que esto favorece tanto la formacién de agua oxigenada, como la sintesis
de polisacéridos extracelulares, ambos utiles para la diferenciaciéon y reconocimiento.

(Alcaide, 2008). La temperatura Optima para su desarrollo es 36 +/- 1°C.

1.5.8.1.7 Susceptibilidad antibiética

Es sensible a la acciéon de la penicilina y otros antibidticos como las
cefalosporinas, los macrdélidos, los aminoglucésidos, la vancomicina, la rifampicina, el
cotrimoxazol, las lincosamidas, cloranfenicol y el imipenem que actualmente es el mas

activo in vitro frente a las cepas resistentes a la penicilina. (Ferndndez, 2008)

1.5.8.2 Generalidades de Klebsiella pneumoniae

1.5.8.2.1 Taxonomia

Dominio: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Klebsiella

Especie: K. pneumoniae

32



1.5.8.2.2 Descripcion del género

El género Klebsiella esta formado por bacilos Gram negativos (0.5 por 1 a 3
pum), anaerdbicos facultativos y oxidasa negativos. Las bacterias del género Klebsiella
se caracterizan por ser generalmente capsuladas, no modviles con flagelos peritricos,
productoras de la enzima lisina descarboxilasa pero no de la enzima ornitina

descarboxilasa. (Izquierdo, 2003)

1.5.8.2.3 Pruebas bioquimicas

Indol (-), Citrato (+), Lisina (+), (+/+) TSI (con el gas), Urea (+), No motil,
Ornitina (+), Voges-Poskauer (+). (Izquierdo, 2003)

1.5.8.2.4 Habitat

En humanos portadores de Klebsiella pneumoniae se encuentra en las vias

respiratorias superiores y en el tracto intestinal.

1.5.8.2.5 Manifestaciones Clinicas

La gran mayoria de las infecciones por Klebsiella estin asociadas con la
hospitalizaciéon, como patégenos oportunistas que son, las especies del género
Klebsiella infectan principalmente a individuos inmunocomprometidos que se hallan
hospitalizados y padecen severas enfermedades subyacentes, como pueden ser la

diabetes mellitus o la obstruccién pulmonar crénica. (Izquierdo, 2003)
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Las infecciones nosocomiales causadas principalmente por Klebsiella
pneumoniae, la especie mas importante del género desde el punto de vista médico y
estdn asociadas a una alta morbilidad y mortalidad. Klebsiella pneumoniae causa,
principalmente, infecciones del tracto urinario y neumonias y es el segundo agente
causal, tras Echerichia coli, de septicemias nosocomiales por bacterias Gram negativas,
produce también enteritis y meningitis (en lactantes). (Izquierdo, 2003). El porcentaje
de individuos portadores de Klebsiella aumenta radicalmente en el ambiente
hospitalario y la colonizacién en el paciente se asocia significativamente con la

utilizacién de antibidticos (Lemus, 2004)

Los principales factores de virulencia asociados a Klebsiella pneumoniae son
los polisacdridos capsulares, las fimbrias o adhesinas, los sider6foros y el
lipopolisacarido. Todos ellos tienen una gran importancia y la patogenicidad de la
bacteria es resultado de la accién conjunta de varios de estos factores, que permitirdn a
la bacteria entrar y multiplicarse en el interior del hospedador, resistir su sistema

inmune (o simplemente no estimularlo) y producirle un dano. (Izquierdo, 2003)

Una mala terapia puede ser a veces fatal en pacientes que reciben antibidticos
inapropiados, creando una multirresistencia de patdgenos gram negativo, la cual

requiere un gran control. (Lemus, 2004)

1.5.8.2.6 Cultivo

Se desarrollan bien en medios artificiales, para poder crecer y desarrollarse “in
vitro” necesita Agar MacConkey, en el que produce colonias de color rosa purpura, de
igual forma en EMB Agar y en SS agar, todas las especies forman 4cido o 4cido y gas a
partir de la glucosa. Es oxidasa negativos, reducen nitratos a nitritos. Producen
colonias relativamente grandes, de color gris opaco, secas o mucoides en agar sangre.

(Lemus, 2004) Crece rapidamente en el laboratorio bajo condiciones aerobias.
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1.5.8.2.7 Susceptibilidad antibiética

Klebsiella pneumoniae presenta sensibilidad intrinseca a las cefalosporinas de
espectro extendido y a las cefamicinas, dado que no contiene la beta lactamasa

cromosdmica del tipo AmpC.

1.5.8.3 Generalidades de Candida albicans

1.5.8.3.1 Taxonomia (Murray. P et al., 2007)

Reino: Fungi

Division: Deuteromycota
Clase: Blastomycetes
Familia: Candidaceae
Género: Candida

Especie: C. albicans

1.5.8.3.2 Descripcion del género

Las levaduras del género Candida son hongos dimorfos, se suelen presentar
como una célula oval levaduriforme de 2 a 4 micras, con paredes finas; sin embargo, en
tejidos infectados también se han identificado formas filamentosas de longitud variable,

con extremos redondos de 3 a 5 micras de didmetro y seudohifas. (Segundo, 2006)
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1.5.8.3.3 Pruebas de identificacion

Prueba de formacion de tubos germinativos que es una prueba simple, rdpida y
econdmica que permite la identificacién en 2 a 3 horas. Otra técnica util para la
identificaciéon rdpida de cepas de Candida albicans es la filamentizacién de las
levaduras y formacion de clamidoconidias en agar harina de maiz-tween 80. También se
realizan pruebas bioquimicas, pero no son muy comunes, auxogramas de hidratos de
carbono, auxonograma para sustancias nitrogenadas y fermentacién de sustancias

hidrocarbonadas (zimograma). (Lépez, Giro, Ramos, Ramadén, & Bulacio, 2005)

1.5.8.3.4 Habitat

El hombre es el principal reservorio de este tipo de hongo, y ya que es un
hongo oportunista, se puede encontrar como comensal en piel, estdmago, colon, recto,
boca y garganta de individuos sanos. En la cavidad bucal la colonizacién es
significativamente distinta de sitio a sitio, sin embargo la capacidad de infeccién por
Candida disminuye porque existe un equilibrio biologico con la flora comensal
bacteriana, ya que estas pueden contribuir a la colonizacién y proliferacion de especies
de Candida en la cavidad bucal, generalmente Streptococcus mutans. (Pardi &Cardozo,

2002)

1.5.8.3.5 Manifestaciones clinicas

Candida albicans, en principio no es patdégena, ya que la flora bacteriana
beneficiosa y el sistema inmunitario limitan su crecimiento y frenan su excesiva
proliferacién, manteniendo asi un equilibrio. Pero cuando se rompe este equilibrio
Candida albicans empieza a proliferar y puede dar lugar a un conjunto de enfermedades
denominadas Candidiasis o micosis candididsica, que pueden consistir en leves
infecciones de mucosas y piel o desencadenar diseminaciones sistémicas graves,

pudiendo afectar 6rganos vitales. Para multiplicarse utiliza, sobre todo, carbohidratos
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simples. Asi, las personas que sufren alguna candidiasis suelen sentir la necesidad de

comer muchos dulces. (Segundo, 2006)

La candidiasis suele ser una enfermedad de facil contagio, ya que es
transmisible por contacto sexual, a través de las manos u objetos diversos. También se
ha observado transmision vertical, es decir, que pasa de madres a hijos, si durante el
parto la madre sufre Candidiasis genital. Ademads, lesiona rdpidamente las células y los

tejidos que invade.

La candidiasis oral se manifiesta en forma de manchas de color blanco rosado
sobre la lengua, encias, mucosa oral o comisuras de los labios. Puede ser asintomatica o
producir dolor, ardor o mal sabor de boca. Algunas veces, puede causar grietas, Ulceras
y hendiduras. La candidiasis esofdgica, aparece en la profundidad de la garganta. Se

manifiesta con dolor pectoral y dificultad para deglutir. (Segundo, 2006)

Se cree que las hifas pueden penetrar al tejido en forma mdas rapida que la
levadura, la cual es mucho mas dificil de ingerir y por lo tanto al ser esta propiedad
exclusiva de Candida albicans esto le confiere mayor patogenicidad que las otras

formas de Candida.

1.5.8.3.6 Cultivo

Las especies de Candida crecen bien en medios de cultivo con agar, peptona,
dextrosa, maltosa o sacarosa. Se presenta bajo condiciones de cultivo semianaerdbico o
facultativo y estd formado por células elongadas que se mantienen unidas entre si como
una cadena y blastoconidias o blastosporas que estan agrupadas en montones a lo largo
del pseudomicelio, en los sitios en que los extremos finales de las células

pseudomiceliales se empalman con otras.
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Las colonias muy pequefias aparecen en un lapso de 24 a 36 horas en Agar
Sabouraud y miden de 1,5 a 2 m.m. de didmetro después de 5 a 7 dias. Las colonias son
tipicamente blancas por completo, pero adquieren un color crema o requemado al
continuar envejeciendo, su temperatura Optima de crecimiento es 37° C. (Pardi &

Cardozo, 2002)

1.5.8.3.7 Susceptibilidad antimicética

Es sensible a nistatina, anfotericina P, fluconazol, hay que considerar que
algunas cepas pueden adquirir resistencia a éstos medicamentos antimicoticos.

(Segundo, 2006)

1.5.9 Descripcion de Antimicrobianos

Son sustancias quimicas sintetizadas parcial o totalmente en laboratorio, son
capaces de inhibir el crecimiento y/o destruir microorganismos de cualquier tipo como:
bacterias, hongos y virus. Constituyen la base fundamental del tratamiento de las

enfermedades infecciosas. (Mora, 2007)

Los agentes antimicrobianos tienen un modo especifico de accién contra las

c€lulas microbianas, pudiendo interferir con:

¢ Sintesis de la pared bacteriana

o Alteracion de la permeabilidad de la membrana celular
e Inhibir la sintesis de Acidos nucleicos

¢ Inhibir la sintesis de proteinas

e Inhibir una ruta metabdlica.
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1.5.9.1 Ciprofloxacina

Es un antibiético genérico del grupo de las fluoroquinolonas.

Nombre quimico: Acido 1-ciclopropil-6-fluoro-1 4-dihidro-4-oxo-7-(1-

piperacinil) quinolin-3-carboxilico

N
' { rﬁNH
/U’NTTQ/[# o
- -~
HO - Hr.-r' el - F
] ]

1.5.9.1.1 Mecanismo de accion

Los efectos antibacterianos de la ciprofloxacina se deben a la inhibicion de la
topoisomerasa IV y la DNA-girasa bacterianas. Estas topoisomerasas alteran el DNA
introduciendo pliegues super helicoidales en el DNA de doble cadena, facilitando el
desenrollado de las cadenas. La DNA-girasa tiene dos subunidades codificadas por el
gen gyrA, y actuan rompiendo las cadenas del cromosoma bacteriano y luego
pegandolas una vez que se ha formado la superhélice. Las quinolonas inhiben estas
subunidades impidiendo la replicacién y la transcripcion del DNA bacteriano, aunque
no se conoce con exactitud porqué la inhibicién de la DNA-girasa conduce a la muerte
de la bacteria. Las células humanas y de los mamiferos contienen una topoisomerasa
que actia de una forma parecida a la DNA-girasa bacteriana, pero esta enzima no es

afectada por las concentraciones bactericidas de la ciprofloxacina.

Como todas las quinolonas, la ciprofloxacina muestra un efecto post-
antibidtico: después de una exposicion, los gérmenes no pueden reiniciar su crecimiento

durante unas 4 horas, aunque los niveles del antibiético sean indetectables. (IQB, 2007)
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1.5.9.2 Imipenem

Es un antibidtico betalactamico

Nombre quimico: monohidrato del dcido [5R-[5a, 6a(R*)]] -6-(1-hidroxietil)-
3-[[2-[(iminometil)amino]etil]tio]-7-oxo0-1-azabiciclo [3.2.0]-hepta-2-en-2-carboxilico o

monohidrato de N-formimidoil-tienamicina.

1.5.9.2.1 Mecanismo de accion

Imipenem actia como antimicrobiano inhibiendo la sintesis de la pared
bacteriana en varias bacterias gram-negativas y gram-positivas. Permanece estable en
presencia de betalactamasas (penicilinasa y cefalosporinasa) producidas por diferentes
gérmenes, ademads actia como potente inhibidor de betalactamasas de bacterias gram-
negativas que son resistentes a la mayoria de antibidticos betalactdmicos. (Thomson,

2004)

1.5.9.3 Anfotericina 3

Este es un antimicético de amplio espectro obtenido del hongo Streptomyces

nodosus. (Korolkovas, A., & Burckhalter, J., 1983)
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Se utiliza como el tratamiento inicial para micosis diseminadas y

extracutdneas, siendo posteriormente reemplazado por imidazoles. (Rivera, 2007)

1.5.9.3.1 Mecanismo de accion

Se fija a los esteroles de la membrana de la célula fingica la cual se altera y se
pierden las macromoléculas celulares y los iones sodio, potasio e hidrogeniones, lo que
origina un dafo irreversible. La resistencia a este firmaco se puede deber a una
disminucién en la cantidad de ergosterol de la membrana o a una modificacién en su

estructura. (Rivera, 2007)

1.6 HIPOTESIS

Los extractos obtenidos de Myrcianthes hallii (arrayan), Amaranthus asplundii
(ataco), Peperomia peltigera (pataku yuyo), son capaces de provocar un efecto
inhibitorio eficaz in vitro en cepas de Klebsiella pneumoniae, Streptococcus mutans,

Candida albicans.
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

La presente investigacion contd con la participacion de: Dr. Carlos Cérdenas,
Dr. Carlos Chiriboga, Dr. Franklin Gavildnez, Dr. Carlos Cerén, como colaboradores
cientificos, adicionalmente se tuvo la colaboracion en la fase microbioldgica del
Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez” sede

Quito.

2.2 Zona de estudio

La presente investigacion se realiz6 en dos fases.

Fase de campo

Se realiz6 en la localidad de Peguche-Imbabura, ubicado a 0° 14” de latitud
norte, y entre los 73° 16" longitud Greenwich, 0°14°30” meridiano de Quito. A una
altitud de 2556 m.s.n.m. (Google Earth, 2009). Esta localidad posee una topografia
plana, con presencia de ligeras colinas, suelos de color negro, utilizados para cultivo de

maiz, la mayor parte de la zona es agricola (Figura 2-1).
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Fase de laboratorio

Fue realizada en las instalaciones de los Laboratorios de Fitoquimica y
Microbiologia de la Carrera de Ciencias Agropecuarias, IASA I, Hacienda el Prado, y
en el Laboratorio de Microbiologia perteneciente a la Carrera de Ingenieria en
Biotecnologia, de la Escuela Politécnica del Ejército ESPE, ubicada en el Valle de Los

Chillos — Sangolqui.

Figura 2-1: Localidad de Peguche

2.3 Duracion del estudio

La fase de campo, coleccion y descripcion de las especies vegetales utilizadas
en el presente estudio, se desarroll6 entre los meses de marzo a julio del 2009; la fase de
laboratorio se desarrollé en el mes de octubre del 2009 a mayo del 2010; siendo

concluido todo el estudio en el mes de junio del 2010.
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2.4 Diseiio experimental

Se aplicé un disefio experimental factorial completo y balanceado, con una

distribucién factorial de 3*x 2% x 4 para un total de 432 tratamientos con 4 repeticiones.

Los factores analizados corresponden a:

Factor 1: microorganismos Streptococcus mutans, Klebsiella pneumoniae,

Candida albicans; Factor 2: especies vegetales

Myrcianthes hallii

(arrayén),

Amaranthus asplundii (ataco), Peperomia peltigera (pataku-yuyo); Factor 3: solventes

agua, etanol, hexano; Factor 4: estado de disco, disco seco, disco himedo: Factor 5:

tiempo de medicion, 24 horas y 48 horas para bacterias, 48 horas y 72 horas para la

levadura; Factor 6: concentraciones, 25%, 50%, 80%, 100%.

Especies
Vegetales

100%

—‘ Etanol I

Hexano

50%

. 0,
Concentraciones E— 80% ||

Seco

Klebsiella
pneumoniae

Sensidisco

25%

rHimedo

Streptococcus
mutans

Figura 2-2: Esquema del disefio experimental

44

Candida
albicans




2.5 Procedimientos

2.5.1 Materiales

2.5.1.1 Equipo

* Autoclave

¢ Balanza analitica

e Estufa

¢ Incubadora a 25- 37°C

e Mechero Bunsen

e Microscopio

® Micropipetas 10uL

e Refrigeradora

e (entrifugadora

¢ Plancha de calentamiento
e Rotavapor

e Horno con aire circulante
® Molino eléctrico

e pHimetro

¢ Bomba para vacio

2.5.1.2 Reactivos

e Agua bidestilada
e Agua destilada

e Agar Sabouraud
e Agar Sangre
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e Agar Miiller Hinton

e Agar Miiller Hinton enriquecido con sangre de carnero al 5%
e Etanol al 99,5% Grado Analitico

¢ Fluconazol 200 mg (Anfotericina 3)
¢ (Ciprofloxacina

¢ [mipenem

e Optoquina

e Hexano marca Fisher

¢ Hidréxido de sodio al 10%

¢ Vainillina

e Magnesio en viruta

e Acido Sulfirico concentrado

e Acido clorhidrico 5%

¢ (loruro férrico

e Reactivo de gelatina 1%

¢ Cloruro de sodio

¢ Solucién salina estéril.

e Reactivo de: Dragendorff, Rosenthailer, Wagner

2.5.1.3 Cristaleria

¢ Erlenmeyer 1000 mL

¢ Frascos de vidrio color &mbar con tapén de rosca de 10, 60, 90, 120,
240mL.

e Pipetas ImL, 10mL

e Probetas 10mL, 100 mL, 1000mL

¢ Tubos de ensayo pirex con tapén de rosca 15 mL

¢ Tubos de ensayo 10mL

e Varilla de vidrio estéril

e Vasos de precipitacion 100 mL, 1000 mL
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e (ajas de Petri

e Embudo

® Bureta

e Soporte universal

e Envases de vidrio pirex 500mL, 1000 mL

e Envases de vidrio 1000 mL

2.5.14 Otros

e Algodén

® Asade nicromo en argolla

e Hisopos

e Fosforos

e Papel Filtro

e Papel Filtro Whatman

® Micro filtros estériles de acetato de celulosa con poro 0,45 um
¢ Pinzas

¢ Perforadora

¢ Tubos ependorff

e Rack de puntas para micropipeta 10 uL.
e Jeringuillas estériles 10 mL, 3 mL, SmL
® Tijeras

e Pipetas Pasteur 1 mL

¢ Hojas de papel

e Papel aluminio

® Masking tape

¢ C(inta de autoclave

¢ (Cuaderno de apuntes

e Tijeras de podar

e Bolsas plasticas

e Bandejas
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e Regla milimetrada
e Piederey

¢ Envases para anaerobiosis

2.5.2 Metodologia

2.5.2.1 Seleccion de plantas en el estudio

Las plantas seleccionadas para el presente estudio fueron escogidas en base a
entrevistas realizadas durante el mes de mayo del afio 2009, en la parroquia de Peguche,
sobre el uso etnomedicinal de la flora del sector en el tratamiento de enfermedades
ldbiles como la caries, inflamaciéon de encias, e inclusive para el tratamiento de
enfermedades que representan morbilidad como faringitis, amigdalitis, bronquitis, que
constituyen la denominadas enfermedades bucofaringeas, por medio de las cuales se
logré recolectar varias plantas con sus nombres locales y populares, constituyendo el
fundamento de la investigacion que se llevé a cabo en esta zona. (Cardenas com. pers.,

2009)

Las entrevistas fueron realizadas de forma individual, en casa del informante o
en el campo, procurando buscar la comodidad de la persona consultada, en algunos
casos se entrevistd conjuntamente a grupos de hombres y mujeres mayores, reunidos en
plazas dentro del pueblo. La aproximacion al informante se realiz6 explicando la

finalidad de éste estudio.
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2.5.2.2 Modelo de encuesta

La informaciéon de cada planta utilizada se obtuvo recabando todo tipo de
datos, destacando lo referente a su utilizacién, como simple o en mezcla, asi como las
partes utilizadas, para ello se elabordé encuestas que reinen toda la informacion

suministrada. (Figura 2-3)

No.

Sexo: Edad:

 Conoce usted plantas usadas en el tratamiento de enfermedades bucofaringeas?

SI NO

Datos de la Planta:

Nombre vulgar usos parte utilizada forma de uso

Figura 2-3: Modelo de encuesta de propiedades etnomedicinales de plantas utilizadas

en la comunidad de Peguche
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2.5.2.3  Herborizacion de especies

Con base en la informacién obtenida en las encuestas se seleccionaron 3
plantas usadas empiricamente en el control de enfermedades bucofaringeas, dichas
plantas son: Myrcianthes hallii (arrayan), Amaranthus asplundii (ataco), Peperomia
peltigera (pataku-yuyo), la seleccion se llevé a cabo considerando las plantas mds
utilizadas, asi como las que no posean reporte de estudios en el dmbito fitoquimico y en
el efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Klebsiella pneumoniae, Streptococcus

mutans, Candida albicans, microorganismos incluidos en éste estudio.

Utilizando las técnicas de coleccion botdnica descritas por Cerén (2003),
fueron recolectadas las muestras de cada especie vegetal para su identificacién el 03 de
Junio del 2009, en la localidad de Peguche a 2200 m.s.n.m., en cultivos traseros,

domésticos, en jardines adyacentes a casas, ferias populares y crecimiento silvestre.

Figura 2-4: Mercado popular Otavalo, hierbero
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2.5.2.4 Identificacion Botanica

Se realiz6 la identificacion taxondémica, con el apoyo del especialista botdnico
Dr. Carlos Ceréon MSc. mediante claves taxondmicas y bibliografia. Una vez
clasificadas, las muestras fueron incorporadas al Herbario “Alfredo Paredes” QAP, de la

Facultad de Filosofia de la Universidad Central del Ecuador.

Los ejemplares de las especies en estudio se encuentran codificados con el

ndmero:

Mpyrcianthes hallii (O. Berg) Mc. Vaugh (Figura 2-5) 0075290
Amaranthus asplundii Thell (Figura 2-6) 0075291
Peperomia peltigera C.DC (Figura 2-7) 0075289

2.5.2.5  Preparacion de los extractos

El material vegetal se lavd varias veces con agua, con el fin de eliminar
suciedad y luego secado en horno con aire circulante a una temperatura de 50°C durante
16 horas; Las plantas se procesaron inmediatamente antes de cada evaluacion de

acuerdo al uso popular, como se detalla en la Tabla 2-1. (Cardenas com. pers., 2009)

Tabla 2-1: Especies y partes de las plantas utilizadas para determinar la actividad
antibacteriana y antimicética de extractos vegetales sobre Klebsiella pneumoniae,

Streptococcus mutans, Candida albicans.

No. Familia Nombre Cientifico | Nombre Comin | Parte utilizada
1 Myrtaceae Myrcianthes hallii Arrayin Hojas
2 | Amaranthaceae | Amaranthus asplundii Ataco Hojas — Flor
3 Piperaceae Peperomia peltigera Pataku-yuyo Hojas — Tallo
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Figura 2-5: Muestra de herbario, Myrcianthes hallii (arrayan)
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Figura 2-6: Muestra de herbario, Amaranthus asplundii (ataco)
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Figura 2-7: Muestra de herbario, Peperomia peltigera (pataku-yuyo)

54



La planta completamente seca fue pulverizada utilizando un molino eléctrico,
el proceso de molienda fue alimentado poco a poco a través de un embudo o tolva, hasta
obtener un polvo semi-fino, el cual se colectd en recipientes plasticos para
posteriormente ser colocados en envases de vidrio color ambar debidamente sellados e

identificados.

Para la elaboracion de extractos, se llevé a una concentraciéon de 100 mg/mL,
para lo cual se procesaron 12,5g de cada una de las especies vegetales coleccionadas,
que fueron maceradas en 125 mL de cada uno de los solventes utilizados en este estudio

(agua, etanol, hexano).

Infusion acuosa: el material seco y molido se extrajo con agua bidestilada
hervida, macerando durante 24 horas en oscuridad, luego filtrado para eliminar sélidos
remanentes, el liquido filtrado fue centrifugado a 1000 rpm por 60 min, posteriormente
esta fue esterilizada mediante filtracién a través de micro filtros de 0.45 pm (Figura 2-
8). El extracto acuoso fue conservado en refrigeracion a 4°C hasta su uso (menos de

30 dias). (Castro, 2005)

Extracto etandlico: Se realiz6 un macerado con etanol al 99,5% durante 7
dias en oscuridad, al término de la maceracién el extracto resultante se filtro, el liquido
filtrado fue concentrado mediante rotavapor Heidolph LABOROTA 4000-EFFICIENT
a 60°C a presion reducida y se llevé a sequedad en un 80%, resultando el extracto
alcohdlico total, el concentrado se esteriliz6 mediante filtracion a través de micro
filtros de 0.45 pm. (Figura 2-9), luego fue conservado en refrigeraciéon a 4°C para los

ensayos bioldgicos. (Castro, 2005)
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Muestra vegetal Secado

Molienda

Pesaje

Centrifugacion

5 OV 0O O R e = e T

Maceracion

) ) » Filtracion
Microfiltracion

Figura 2-8: Procedimiento para obtener extracto total acuoso de Peperomia peltigera

(pataku-yuyo) por maceracion
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Muestra vegetal Maceracion

Pesaje y adicion

de solvente

5 Ov = 0O O M e = e T

Filtrado

A

Concentracion de
extracto

Microfiltracién

Extracto concentrado

Figura 2-9: Procedimiento para obtener extracto total etandlico de Amaranthus

asplundii (ataco) por maceracion

Extracto hexanico: Al material molido y seco de cada una de las plantas

utilizadas en este estudio, se macer6 con hexano por 7 dias en oscuridad,
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posteriormente se filtr6, el liquido filtrado fue concentrado mediante rotavapor
Heidolph LABOROTA 4000-EFFICIENT a 45°C, resultando el extracto hexdnico, el
concentrado se esteriliz6 mediante filtracién a través de micro filtros de 0.45 pm.

(Figura 2-10), luego conservado en refrigeracion a 4°C para los ensayos bioldgicos.
(Castro, 2005)

Pesaje y adicién
de solvente

Concentracion de
extracto

Extracto concentrado Microfiltracién

Figura 2-10: Procedimiento para obtener extracto total hexanico de Myrcianthes hallii

(arrayén) por maceracion
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Recoleccion de la planta

agua
—>| Lavado
aire caliente agua
— > Secado W
16 h
Molienda
12.5 g planta
pulverizada ~
Maceracion 74
125 ml solvente T amb
Filtracion  J-501d0s
remanentes”
agua etanol/hexano
agua _ B y
<— Centrifugacién Concentracion || 45 - 60°C
desechos 1000 rpm 20 min
th 50 rpm
Filtracién solidos Filtracion microorganismos
remanentes acrodisco 0,45 um
Filtracion microorganismos extracto total
— >
acrodisco 0,45 um Almacenamiento
°C

extracto

Almacenamiento

Figura 2-11: Diagrama de proceso para la obtencién de extractos vegetales
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2.5.2.6  Extractos vegetales

Los extractos vegetales que se utilizaron en la presente investigacion fueron:
extracto total acuoso, etandlico y hexdnico de Myrcianthes hallii (arrayén), Amaranthus
asplundii (ataco) y Peperomia peltigera (pataku-yuyo), a partir de los cuales se
prepararon soluciones diluidas con los solventes extractores, a concentraciones de 25%,

50%, 80%, en alicuotas de 1 ml, y conservadas en frascos &mbar a 4°C hasta su uso.

Figura 2-12: Preparacion de diluciones

2.5.27 Microorganismos de referencia

Las fracciones activas de los extractos acuosos, etandlicos, hexanicos, de
Mpyrcianthes hallii (arrayan), Amaranthus asplundii (ataco), Peperomia peltigera
(pataku yuyo), se ensayaron contra especimenes clinicos de microorganismos causantes
de enfermedades bucofaringeas (Tabla 2-2). Las cepas de Klebsiella pneumoniae,
Candida albicans fueron proporcionadas por el Departamento de Microbiologia del
Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez”, la cepa
Streptococcus mutans ATCC 25175, se adquirié6 por medio de MEDIBAC Inc. S.A.

distribuidor de Microbiologics (Anexo B).
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Tabla 2-2: Microorganismos utilizados en el ensayo antimicrobiano

Microorganismo Tipo de microorganismo

Klebsiella pneumoniae Bacilo Gram -
Streptococcus mutans Coco Gram +
Candida albicans Levadura

Las cepas seleccionadas para éste estudio fueron sometidas a pruebas
bioquimicas para su identificacién (Anexo C), en el Laboratorio de Microbiologia del
Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez” sede

Quito.

Figura 2-13: Cepas microbianas a) Klebsiella pneumoniae b) Streptococcus mutans c)

Candida albicans

2.5.2.8 Medios de cultivo

Se utiliz6 medios estandarizados para antibiogramas (Tabla 2-3). Los medios
fueron preparados como indica el fabricante: Miieller Hinton - 38 gramos en 1000 mL
de agua destilada, Sabouraud = 65 gramos en 1000 mL de agua destilada, luego se
disponen a esterilizacion en autoclave de marca All American a 121°C y a 18psi por 15
min, se espera a que lleguen a temperatura ambiente y se dispensan 20 mL en cada caja
petri, se lleva a refrigeracion a 4°C hasta su posterior utilizacién. (Cona, 2002 & Prat,

2006)
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Tabla 2-3: Medios de cultivo utilizados para realizacién de los bioensayos

Microorganismo Medio de cultivo antibiograma

Klebsiella pneumoniae Agar Miieller Hinton

Streptococcus mutans | Agar Miieller Hinton enriquecido con sangre

Candida albicans Agar Sabouraud

2.5.2.9 Controles

Con el objeto de descartar el efecto inhibitorio de los solventes, se prepararon
placas de control negativo en los cuales se utiliz6 discos impregnados con 10uL de cada
uno de los solventes utilizados. Como control positivo para Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus mutans se utilizé sensidiscos comerciales de antibidticos utilizados en el
control de las bacterias mencionadas, para Candida albicans se utilizé Fluconazol por
ser ampliamente utilizado en el tratamiento de diferentes tipos de candidiasis. (Tabla 2-
4).

Tabla 2-4: Controles positivos de susceptibilidad antimicrobiana

Microorganismo Control + Concentracion
Klebsiella pneumoniae Ciprofloxacina 5 mcg
Streptococcus mutans Imipenem 10 mcg
Fluconazol
Candida albicans ‘ o 25 mg
componente activo Anfotericina 3

2.5.2.10 Preparacion del inéculo

Inicialmente se verificd la viabilidad de cada uno de los microorganismos
seleccionados, para ello se replicaron en medios especificos: Klebsiella pneumoniae
sobre MacConkey Agar, Streptococcus mutans sobre Agar Sangre, Candida albicans

sobre Sabouraud, e incubandose por 24 horas a 37°C. (Cona, 2002 & Prat, 2006)
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Figura 2-14: Cepas microbianas en medios especificos a) Klebsiella pneumoniae b)

Streptococcus mutans c) Candida albicans

A partir de estos cultivos en crecimiento activo, en 5 mL de solucién salina
estéril se ajusto el inoculo a una turbidez equivalente a 0,5 en escala de McFarland
(1X10° UFC/ml), que permite a simple vista (Figura 2-15) conocer la cantidad
aproximada de células bacterianas y de levaduras presentes en la diluciéon. (Cona, 2002

& Prat, 2006)

Figura 2-15: Comprobacion visual Escala 0.5 de McFarland

2.5.2.11 Preparacion de sensidiscos

Los microorganismos de referencia fueron enfrentados a los extractos

utilizando para esto discos de papel de filtro Whatman de 5 mm estériles,
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impregnandolos con cada uno de los extractos hasta una carga total de 10 pL. (Figura 2-

16)

Sensidiscos secos

Los discos una vez impregnados del extracto se colocaron en un recipiente de

vidrio sellado, a temperatura ambiente cerca del mechero, para secarlos y evitar su

contaminacion.

Sensidiscos humedos

Los discos fueron colocados en un recipiente de vidrio estéril cerca del

mechero, e inmediatamente luego de haber sido impregnados del extracto se ubicaron

sobre el agar solidificado, previamente inoculado.

Figura 2-16: Preparacion sensidiscos a) extractos y antibidticos b) sensidiscos

impregnados con extracto etandlico c) sensidiscos impregnados con extracto acuoso

2.5.2.12 Inoculacion de cajas

Obteniéndose visualmente la suspension ajustada a la escala McFarland, se
introdujo un hisopo estéril en la suspension y se rot6 varias veces, luego se presioné el

hisopo a la pared del tubo para eliminar el exceso de indculo, inmediatamente se
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procedié a inocular sobre la superficie de las cajas que contienen los medios
mencionados en la Tabla 2-3, estriando el hisopo en 3 direcciones, posteriormente se

dejé reposar la placa inoculada por 5 minutos.

Aplicacion de los discos a las cajas inoculadas

Los sensidiscos se dispusieron en la superficie del agar, utilizando pinzas

estériles haciendo una pequefia presion, para asegurar la difusion del extracto sobre el

agar, de la misma manera se colocaron los discos de control positivo y negativo, que

fueron preparados simultdneamente (Figura 2-18). (Cona, 2002 & Prat, 2006)

Una vez colocados los discos sobre el agar, se incuban las placas de forma

invertida, conforme la Tabla 2-5.

Tabla 2-5: Condiciones y Requerimiento para el crecimiento de microorganismos

Microorganismo Tiempo incubacion | Temperatura | Condicion
Klebsiella pneumoniae 24 — 48 horas 37°C Aerobia
Streptococcus mutans 24 — 48 horas 37°C Anaerobia

Candida albicans 48 — 72 horas 37°C Aerobia

2.5.2.13 Lectura de placas

Al término del tiempo de incubacién indicado para cada microorganismo, se
procedié a la medicion del didmetro de los halos en milimetros. Se midieron los
didmetros de cada halo de inhibicion en tres direcciones, empleando un calibrador

marca ESSER (Figura 2-17).
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Los valores obtenidos se promediaron halldndose el didmetro medio que fue
utilizado como indice de actividad antibacteriana, la presencia o ausencia de una zona
de inhibicién fue usada como criterio para definir los extractos activos o inactivos.

(Lizcano & Vergara, 2008).

En el caso de Streptococcus mutans se hizo uso de luz reflejada con fondo

OoSscuro.

Se comparé el didmetro de la zona inhibida por el extracto con el didmetro del

antibidtico comercial usado como control positivo de la inhibicion.

Figura 2-17: Medicién didmetros halos de inhibicién
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Preparacion del Inoculacién de las
in6culo cajas

Sensidiscos

Aplicacion de los discos a
Incubacién las cajas inoculadas

Lectura de placas

Figura 2-18: Procedimiento para la evaluacién de actividad antimicrobiana

(Streptococcus mutans)
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2.5.2.14 Pruebas fitoquimicas

Se evaluio el extracto que mayor porcentaje de inhibicién presento frente a los
microorganismos en estudio. Para la identificacion de los metabolitos secundarios se
emplearon reactivos especificos de coloracién para grupos funcionales descritas por

Barranco (2004). La preparacion de los reactivos se indica en el Anexo D.

Alcaloides:

Se utilizé 5 gotas del extracto etandlico obtenido, se disuelve en 5 mL 4cido

clorhidrico al 10%, se agita y se filtra hasta que el filtrado sea transparente. El filtrado

se ensaya con el reactivo de Dragendorff y de Wagner, se considerd prueba positiva

cuando se produce un precipitado de color castaio - rojizo.

Saponinas:

a) Ensayo de agua caliente

Se disolvié en un tubo de ensayo 0,5 mL del extracto etandlico con 5 mL de
agua destilada, se procedié a agitar vigorosamente por 3 minutos. La formacién de
espuma estable por 10 min, con apariencia de panal de abejas se consideré como prueba

positiva. (Dominguez, 2002)

b) Rosenthaler
En un tubo de ensayo se colocé 0.5 mL del extracto etandlico, se afade una

gota del reactivo de Rosenthaler y una gota de dcido sulfiirico concentrado. Se

considerd prueba positiva la presencia de un color violeta. (Dominguez, 2002)
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Flavonoides:

a) Shinoda

En un tubo de ensayo se agreg6 0.5 mL del extracto etandlico, se le diluye con
el solvente extractor (relacion 1:1), se le adicioné pequefios trozos de viruta de
magnesio amalgamado y 2 gotas de 4dcido clorhidrico concentrado. Se consideré prueba
positiva para flavonas y flavonoles (amarillo a rojo), flavanonoles (rojo a magenta),

flavanonas (rojo, magenta, violeta, azul), isoflavononas, chalconas y auronas no dan

coloracion. (Dominguez, 2002)

b) Hidréxido de sodio (NaOH)

En un tubo de ensayo se agregd 0,5 mL del extracto etandlico, se diluy6 con el

solvente extractor (relacién 1:1), se le agreg6 3 gotas de hidréxido de sodio al 10%. Se

considerd prueba positiva la aparicion de colores amarillo o naranja. (Ramirez, 2005)

Taninos:

a) Reaccién con Cloruro Férrico (FeCls)

Se disolvi6 0,5 mL del extracto etandlico en 5 mL agua, se filtr6é y se tom6 una

alicuota de 1mL, se agreg6 una gota de FeCls, se considerd prueba positiva la presencia

de un precipitado de verde a marrén para derivados de catecol, y coloraciones azul -

negra para derivados de pirogalol. (Dominguez, 2002)

b) Reaccidn con gelatina

Un precipitado abundante indica presencia de taninos. (Dominguez, 2002)
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2.5.3 Analisis de Datos

Se aplic6 ANOVA univariante a los didmetros de halo y la significancia se
reporté con un nivel de confianza del 95%, ademds se utiliz6 pruebas de comparacién

de medias Tukey. (Romero com. pers., 2009) (Gutiérrez & De la Vara, 2008)

Los datos obtenidos se analizaron mediante el paquete estadistico para

Windows SPSS version 15,0 (SPSS, 2006).
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CAPITULO 111

RESULTADOS

En la fase de campo se realizé encuestas a 50 personas dentro de la zona de
estudio, muchas de las cuales dijeron carecer de informaciéon. A partir de la
informacion recopilada se encontraron 51 especies vegetales utilizadas en la comunidad
de Peguche como tratamiento o paliativo de enfermedades bucofaringeas, de las cuales
se escogieron 3 para la realizacion del presente trabajo, las cuales fueron seleccionadas
por su amplio uso dentro de la comunidad y la disponibilidad de las mismas. En el

Anexo A se puede observar la tabulacién de la informacién obtenida.

3.1 Extraccion

La preparacion de los extractos fue de facil procedimiento, sin presentar ningtn
inconveniente al momento de obtenerlos. La Tabla 3-1 revela que la extraccién con
agua produce mayor cantidad de extracto recuperado, por lo que se le considera como el

solvente que mayor rendimiento.

Tabla 3-1: Extraccién con agua

Filtrado
Extracto Caracteristicas del
Planta recuperado
recuperado (mL) extracto
(mL)
Mpyrcianthes hallii
100 60 Color verde — olor fuerte
(arrayéan)
Amaranthus Color rojo carmin —
83 60 .
asplundii (ataco) presencia de espuma
Peperomia
peltigera 60 43 Color café
(pataku-yuyo)
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Tabla 3-2: Extraccion con etanol

Filtrado Extracto Caracteristicas del
Planta
recuperado (mL) | recuperado (mL) extracto
Mpyrcianthes hallii
100 10 Color verde obscuro
(arrayéan)
Amaranthus
90 11 Color verde
asplundii (ataco)
Peperomia
Color verde
peltigera 105 4
esmeralda
(pataku-yuyo)
Tabla 3-3: Extraccion con hexano
Filtrado Extracto Caracteristicas del
Planta
recuperado (mL) | recuperado (mL) extracto
Mpyrcianthes hallii Color verde
110 22
(arrayan) amarillento
Amaranthus
100 11 Color verde
asplundii (ataco)
Peperomia
Color verde
peltigera 100 6

(pataku-yuyo)

amarillento

3.2 Pruebas Bioquimicas

La tabla 3-4 muestra los test bioquimicos que permitieron la identificacién de
los microorganismos utilizados en éste estudio. Streptococcus mutans (Figura 3-1),

Klebsiella pneumoniae (Figura 3-2), Candida albicans (Figura 3-3).
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Tabla 3-4: Resultados de pruebas bioquimicas

Microorganismo Prueba bioquimica | Resultado
Streptococcus mutans Optoquina -
Citrato +
Kligler +
LIA -
Motilidad -
Klebsiella pneumoniae Indol +

Rojo de metilo -

Malonato

Prueba VP

Urea

+ | |+

Candida albicans Tubo germinal

=" Streptococcus mutans .
” <

Prueba optoquina

Figura 3-1: Prueba bioquimica en la identificacion de Streptococcus mutans
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Candida albicas

Crecimiento en varias muestras

Figura 3-3: Tubo germinal para la identificacion de Candida albicans
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3.3 Actividad Antimicrobiana

Se emplearon cuatro niveles de concentracion de los extractos para cada
microorganismo, y se empleé un protocolo de ensayo descrito para medir el efecto
antimicrobiano de extractos, se tomo como referencia el halo de inhibicién del control
positivo empleado para determinar el mejor extracto. En el caso de los controles

positivos, todas las cepas fueron sensibles al antibiético (Tabla 3-5).

Por lo que respecta al control negativo, los halos de inhibicién siempre fueron
de 0 mm para todos los microorganismos, a excepcion de Candida albicans, que
presentd un halo de inhibicién de 5,9 mm para el control negativo de etanol en disco

hdmedo.

Tabla 3-5: Susceptibilidad de los microorganismos a antibiéticos de referencia

Microorganismo Antibiético | X Diametro del halo (mm)
Streptococcus mutans Imipenem 40,7
Klebsiella pneumoniae | Ciprofloxacina 34,8

Candida albicans Fluconazol 23,9

La medicién de la actividad antimicrobiana se realiz6 segin muestra la Tabla

2-5. Los resultados obtenidos se presentan por dias de evaluados.

3.3.1 Evaluacion a las 24 horas (bacterias) y 48 horas (levadura)

Se realiz6 la tabla ANOVA utilizando como variable dependiente el didmetro

del halo de inhibicién en mm.

76



Tabla 3-6: Resumen de Tabla ANOVA para 24 horas (bacterias); 48 horas (levadura)

Suma de Eta al
Media Valor
Fuente cuadrados gl F cuadrado
cuadratica p
tipo I1I parcial
Microorganismo 64,612 2 32,306 | 20,016 ,000 ,058
Extracto 1788,750 8 223,594 | 138,534 ,000 ,631
Disco 61,867 1 61,867 | 38,332 ,000 ,056
Concentracién 92,267 3 30,756 | 19,056 ,000 ,081
Microorganismo *
215,055 | 16 13,441 8,328 ,000 171
Extracto
Microorganismo *
39,181 2 19,590 | 12,138 ,000 ,036
Disco
Extracto * Disco 27,145 8 3,393 2,102 ,034 ,025
Microorganismo *
133,466 | 16 8,342 5,168 ,000 ,113
Extracto * Disco
Microorganismo *
38,877 6 6,479 4,015 ,001 ,036
Concentracion
Extracto *
164,713 | 24 6,863 4,252 ,000 ,136
Concentracion
Microorganismo *
Extracto * 462,422 | 48 9,634 5,969 ,000 ,307
Concentracion
Disco * Concentracion 13,805 3 4,602 2,851 ,037 ,013
Microorganismo *
3,604 6 ,601 ,372 ,897 ,003
Disco * Concentracion
Extracto * Disco *
76,935 | 24 3,206 1,986 ,004 ,069
Concentracion
Microorganismo *
Extracto * Disco * 144,962 | 48 3,020 1,871 ,000 ,122
Concentracion
Total 3327,661 | 215
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Los resultados obtenidos en la Tabla 3-6, nos muestran que los grupos
definidos por microorganismo, extracto, concentracion, disco, poseen diferencia
significativa de la actividad inhibitoria p < 0,05. Las interacciones entre
Microorganismo * Extracto, Microorganismo * Disco, Extracto * Disco,
Microorganismo * Extracto * Disco, Microorganismo * Concentracion, Extracto *
Concentracion, Microorganismo * Extracto * Concentracién, Disco * Concentracion,
Extracto * Disco * Concentraciéon, Microorganismo * Extracto * Disco *
Concentracién también poseen una actividad inhibitoria media significativamente

diferente p < 0.05.

La interaccién entre Microorganismo * Disco * Concentracién tienen una
significancia de 0,897, indica que el nivel de significacién para todos los factores
medidos, y las interacciones entre ellos poseen un efecto significativo sobre la actividad
inhibitoria, aceptando la hipotesis nula, es decir que no existe diferencias significativas
de los halos de inhibicién entre la interaccién de microorganismo, disco, concentracion,
es decir que son homogéneos. Para una mejor interpretacion de resultados, se hard uso

de graficos de perfil para explicar la interaccion entre variables.

Debido a la diferencia significativa de los factores evaluados:
Microorganismos Streptococcus mutans, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans,
Concentracion 100%, 80%, 50%, 25%; Disco disco seco, disco humedo, Extracto de
Mpyrcianthes hallii (arrayédn), Amaranthus asplundii (ataco), Peperomia peltigera
(pataku — yuyo) en agua, etanol y hexano; para poder determinar los mejores resultados

se realiz6 pruebas de comparacion de medias de Tukey.
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Tabla 3-7: Prueba de comparacién de medias de Tukey de acuerdo a los didmetros de

los halos de inhibicién, para los extractos utilizados.

Subconjunto
Tipo de extracto N
5 4 3 2 1
Pataku - yuyo - Hexano | 96 | 5,444
Pataku - yuyo - Agua | 96 | 5,525
Arrayéan - Hexano 96 | 5,607
Ataco — Hexano 96 | 5,683 | 5,683
Pataku - yuyo - Etanol | 96 6,194 | 6,194
Ataco — Agua 96 6,554
Ataco — Etanol 96 6,564
Arrayan — Agua 96 7,148
Arrayan - Etanol 96 10,323

En la comparaciéon de medias de los extractos la Tabla 3-7, demuestra que los
extractos de Pataku - yuyo — Hexano, Pataku - yuyo — Agua, Arraydn — Hexano,
presentan la actividad inhibitoria mas baja con respecto a sus medias, Ataco — Hexano,
Pataku - yuyo — Etanol, presentan un inhibicién mayor a los extractos del subgrupo 5,
Ataco — Agua, Ataco — Etanol presentan mayor actividad inhibitoria con respecto a los
extractos del subgrupo 4, las medias de Arraydn — Agua y Arrayan — Etanol nos indican
que son los extractos mds representativos porque presentan mayor actividad, sin
embargo se considera que el extracto Arrayan — Etanol difiere significativamente de los

otros extractos al presentar la mayor media.
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Tabla 3-8: Prueba de comparacion de medias de Tukey para Klebsiella pneumoniae

Subconjunto
Tipo de extracto N
3 2 1

Pataku - yuyo — Hexano 32 5,269

Pataku - yuyo — Etanol 32 15,397

Ataco - Hexano 32 5,450

Arrayéan - Hexano 32 15,728

Ataco - Etanol 32 15,778

Pataku - yuyo - Agua 32 15,828

Ataco - Agua 32 16,438

Arrayan - Agua 32 16,816

Arrayan - Etanol 32 9,884
Ciprofloxacina control positivo | 288 34,774

Tabla 3-9: Prueba de comparacion de medias de Tukey para Streptococcus mutans

Subconjunto
Tipo de extracto N
3 2 1

Pataku - yuyo - Hexano 325,269

Pataku - yuyo - Agua 325,422

Arrayan - Hexano 32 15,788

Ataco - Hexano 326,200

Pataku - yuyo - Etanol 326,291

Ataco - Etanol 3216981 | 6,981
Ataco - Agua 327,381 7,381
Arrayan - Agua 328,741 | 8,741
Arrayan - Etanol 32 10,334
Imipenem control positivo | 288 41,442
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Tabla 3-10: Prueba de comparacién de medias de Tukey para Candida albicans

Subconjunto
Tipo de extracto N
3 2 1

Arrayéan - Hexano 32 15,306

Pataku - yuyo - Agua 32 5,325

Ataco - Hexano 32 15,400

Pataku - yuyo - Hexano 32 5,794

Ataco - Agua 32 5,844

Arrayan - Agua 32 | 5,888

Pataku - yuyo - Etanol 32 16,894

Ataco - Etanol 32 16,931

Arrayén - Etanol 32 10,750
Fluconazol control positivo | 288 23,924

Las Tablas 3-8, 3-9, 3-10 indican que los controles positivos especificos para
cada microorganismo presenta una media de halo altamente significativa, en
comparacion con los halos observados con los extractos evaluados, ademas se puede
comprobar que el extracto de Arrayan — Etanol es el que presenta mayor actividad

inhibitoria en los tres microorganismos evaluados en éste estudio (Gréfica 3-1).
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Las Griaficas 3-2, 3-3 y 3-4, muestran que al considerar el control positivo para
cada microorganismo, el extracto que muestra mayor efectividad en los tres
microorganismos evaluados es Arraydn — Etanol, con wuna actividad entre

10,068<u<10,578 como muestra la Tabla 3-11.

En la Tabla 3-11 y Gréfica 3-5 se puede observar que la menor actividad fue la
mostrada por los extractos de Pataku-yuyo — Agua, Pataku — yuyo — Hexano, Arrayan —

Hexano, Ataco — Hexano, los cuales no muestran una diferencia significativa entre si.

12,0

=
=
=}

Media Diametro del halo en, mm

Pataku - Pataku - Arrayan Ataco - Pataku - Ataco - Ataco - Arrayvan Arrayan
YUYO - YUy - - Hexano yuyo- Agua Etanol - Agua - Etanol
Hexano Agua Hexano Etanal

Tipo de extracto

Grafica 3-5: Actividad de los extractos
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Tabla 3-11: Medias del didmetro del halo segin el extracto utilizado.

Intervalo de confianza al 95%.
Tipo de extracto Media | Error tip.

Limite inferior | Limite superior
Arrayéan - Agua 7,148 ,130 6,893 7,403
Arrayan - Etanol 10,323 ,130 10,068 10,578
Arrayéan - Hexano 5,607 ,130 5,353 5,862
Ataco - Agua 6,554 ,130 6,300 6,809
Ataco - Etanol 6,564 ,130 6,309 6,818
Ataco - Hexano 5,683 ,130 5,429 5,938
Pataku - yuyo - Agua 5,525 ,130 5,270 5,780
Pataku - yuyo - Etanol 6,194 ,130 5,939 6,448
Pataku - yuyo - Hexano | 5,444 ,130 5,189 5,698

Tabla 3-12: Prueba de comparacién de medias de Tukey de acuerdo a los didmetros de

los halos de inhibicién, para los microorganismos utilizados

Subconjunto
Tipo de microorganismo | N 3 N
Klebsiella pneumoniae 288 | 6,288
Candida albicans 288 | 6,459
Streptococcus mutans 288 6,934

La Tabla 3-12 indica que el microorganismo madas sensible en el presente
estudio fue Streptococcus mutans que presenta una media de 6.934, seguido de

Candida albicans 'y de Klebsiella pneumoniae que resultd ser el microorganismo mas

resistente.
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Tabla 3-13: Medias del didmetro del halo para los microorganismos utilizados

Intervalo de confianza al 95%.
Tipo de microorganismo | Media | Error tip.

Limite inferior | Limite superior

Streptococcus mutans 6,934 ,075 6,787 7,081
Klebsiella pneumoniae 6,288 ,075 6,141 6,434
Candia albicans 6,459 ,075 6,312 6,606

La actividad inhibitoria para Streptococcus mutans se encuentra entre
6,787<u<7,081, Klebsiella pneumoniae entre 6,141<u<6,434 y Candida albicans entre
6,312<u<6,606. Segtin se muestra en la Tabla 3-13.

-~ om
[o==] [=1

Media Diametro del halo en, mm

T T
K. pneumoniae . albicans 5. mutans

Tipo de microorganismo

Grifica 3-6: Actividad de microorganismos
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En la Grifica 3-6 se confirma que el microorganismo que reportd sensibilidad
significativamente alta a todos los extractos ensayados fue la cepa no clinica
Streptococcus mutans ATCC 25175, seguido por Candida albicans y Klebsiella

pneumoniae.

Tabla 3-14: Prueba de comparacién de medias de Tukey de acuerdo a los didmetros de

los halos de inhibicién, para las concentraciones utilizadas

Subconjunto
Concentracion extracto | N
3 2 1
25 216 | 6,140
100 216 6,469
50 216 6,580
80 216 7,052

En la Tabla 3-14, se muestra que la concentracién mds efectiva en la actividad

antibacteriana es la de 80%, la cual presenta una media de 7,052.
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Grafica 3-7: Actividad de los extractos a las concentraciones evaluadas

Las Graficas 3-7 y 3-8, confirman que la concentracion al 80% es la que
mayor efectividad presentd en los extractos y microorganismos evaluados en éste

estudio.
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Grifica 3-8: Actividad de las distintas concentraciones evaluadas por microorganismo

Al evaluar el estado del disco, el disco que mayor actividad antimicrobiana
presenté fue el disco humedo para Streptococcus mutans con una actividad entre
7,087<u<7,503; Candida albicans entre 6,720<u<7,136; mientras que para Klebsiella
pneumoniae el disco seco y el disco himedo actdan de manera similar, segin muestra la

Tabla 3-15 y la Gréfica 3-9.

En la Gréfica 3-10 se observa que los extractos evaluados tienen mayor
efectividad al ser utilizados en disco himedo, a excepcion de los extractos de Pataku —
yuyo — Agua y Pataku — yuyo — Hexano que no muestra una diferencia significativa al
ser utilizado en disco seco o disco himedo. En la Grafica 3-11 se observa que el disco

himedo el més efectivo para las cuatro concentraciones evaluadas.
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Griafica 3-9: Actividad antimicrobiana con respecto al estado de disco para cada

microorganismo
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Grafica 3-10: Actividad antimicrobiana de los extractos evaluados, con respecto al

estado de disco
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Tabla 3-15: Medias del didmetro del halo segin el estado de disco para cada

microorganismo
Intervalo de confianza al
Tipo de Estado de Error 95%.
Media
microorganismo disco tip. Limite Limite
inferior superior
Disco seco 6,573 ,106 6,365 6,781
Streptococcus mutans | Disco
7,295 ,106 7,087 7,503
himedo
Disco seco 6,315 ,106 6,107 6,522
Klebsiella
Disco
pneumoniae 6,260 ,106 6,053 6,468
himedo
Disco seco 5,990 ,106 5,782 6,198
Candida albicans Disco
6,928 ,106 6,720 7,136
himedo
Estada de disco
E \ = Digco seco
.§_ 7.0 \ - Digco humeado
E 675
£ \
£ %
i 6,5 \
E \
625 "
&0 e ==
215 SlD B‘D '160

Concentracion extracto

Grafica 3-11: Actividad antimicrobiana de las concentraciones evaluadas, con respecto

al estado de disco
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3.3.2 Evaluacion a las 48 horas (bacterias) y 72 horas (levadura)

Se realiz6 la tabla ANOVA utilizando como variable dependiente el didmetro

del halo de inhibicién en mm.

Tabla 3-16: Resumen de Tabla ANOV A para 48 horas (bacterias); 72 horas (levadura)

Suma de Eta al
Media Valor
Fuente cuadrados tipo | gl F cuadrado
cuadratica p
I parcial
Microorganismo 27,909 2 13,955 | 19,806 ,000 ,058
Extracto 894,306 8 111,788 | 158,662 ,000 ,662
Disco 28,514 1 28,514 | 40,470 ,000 ,059
Concentracion 47,433 3 15,811 | 22,441 ,000 ,094
Microorganismo * Extracto 106,265 | 16 6,642 9,426 ,000 ,189
Microorganismo * Disco 16,202 2 8,101 11,497 ,000 ,034
Extracto * Disco 28,165 8 3,521 4,997 ,000 ,058
Microorganismo * Extracto
53,013 | 16 3,313 4,703 ,000 ,104
* Disco
Microorganismo *
21,114 6 3,519 4,995 ,000 ,044
Concentracion
Extracto * Concentracion 142,371 | 24 5,932 8,419 ,000 238
Microorganismo * Extracto
217,870 | 48 4,539 6,442 ,000 ,323
* Concentracion
Disco * Concentracién 7,971 3 2,657 3,771 011 017
Microorganismo * Disco *
9,104 6 1,517 2,154 ,046 ,020
Concentracion
Extracto * Disco *
45384 | 24 1,891 2,684 ,000 ,090
Concentracién
Microorganismo * Extracto
48,985 | 48 1,021 1,448 ,028 ,097
* Disco * Concentracién
Total 1694,606 | 215

Los resultados obtenidos en la Tabla 3-16, nos muestran que los grupos

definidos por microorganismo, extracto, concentracién, disco, poseen diferencia

significativa de la actividad

Microorganismo  *

Extracto,

Microorganismo  *
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inhibitoria p < 0,05.

Las

Disco,

interacciones

Extracto

entre

*  Disco,




Microorganismo * Extracto * Disco, Microorganismo * Concentracion, Extracto *
Concentracion, Microorganismo * Extracto * Concentracién, Disco * Concentracion,
Microorganismo * Disco * Concentracién, Extracto * Disco * Concentracion,
Microorganismo * Extracto * Disco * Concentracion también poseen una actividad
inhibitoria media significativamente diferente p < 0.05, lo que indica que todos los
factores influyen en la actividad inhibitoria en la evaluacion a las 48 horas (bacterias) y

72 horas (levadura).

Debido a la diferencia significativa de los factores evaluados y para poder

determinar los mejores resultados se realizé pruebas de comparacion de medias de

Tukey.

Tabla 3-17: Prueba de comparacién de medias de Tukey de acuerdo a los didmetros de

los halos de inhibicién, para los extractos utilizados a 48 horas (bacterias); 72 horas

(levadura)
Subconjunto
Tipo de extracto N 3 5 ]

Pataku - yuyo - Hexano | 96 | 5,275

Pataku - yuyo - Agua | 96 | 5,359

Arrayan — Hexano 96 | 5,396

Ataco — Hexano 96 | 5,472

Ataco — Agua 96 | 5,502

Arrayan — Agua 96 5,983
Ataco — Etanol 96 6,025
Pataku - yuyo - Etanol | 96 6,089
Arrayéan — Etanol 96 8,736

En la comparacion de medias de los extractos la Tabla 3-17, se demuestra que
los extractos de Pataku - yuyo — Hexano, Pataku - yuyo — Agua, Arrayan — Hexano,

Ataco — Hexano, Ataco — Agua, presentan la actividad inhibitoria mds baja con
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respecto a sus medias en el segundo tiempo de evaluacidn, Arraydn — Agua, Ataco —
Etanol, Pataku - yuyo — Etanol presentan mayor actividad inhibitoria con respecto a los
extractos del subgrupo 3, sin embargo la media de 8,736 del extracto Arraydn — Etanol

indica que es el extractos mds representativo.

Tabla 3-18: Prueba de comparacion de medias de Tukey para Klebsiella pneumoniae a

48 horas (bacterias); 72 horas (levadura)

Subconjunto
Tipo de extracto N
3 2 1

Ataco — Hexano 32 15,241

Pataku - yuyo — Hexano 325,281

Pataku - yuyo — Etanol 325,350

Arrayan — Agua 325,406

Ataco — Etanol 32 15,447

Pataku - yuyo — Agua 325,509 | 5,509
Arrayin — Hexano 32 15,516 15,516
Ataco — Agua 3215,619 5,619
Arrayan — Etanol 32 8,406
Ciprofloxacina control positivo | 288 34,774

Las Tablas 3-18, 3-19, 3-20 indican que los controles positivos especificos para
cada microorganismo al segundo tiempo de evaluacidn, presenta una media de halo
altamente significativa, en comparacion con los halos observados con los extractos, se
comprueba que el extracto de Arrayan — Etanol se mantiene como el extracto que
presenta mayor actividad inhibitoria en los tres microorganismos evaluados. (Grafica 3-

12)
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Tabla 3-19: Prueba de comparacion de medias de Tukey para Streptococcus mutans a

48 horas (bacterias); 72 horas (levadura)

Subconjunto
Tipo de extracto N
3 2 1

Pataku - yuyo - Hexano 325,209

Ataco — Agua 32 15,244

Pataku - yuyo — Agua 325,297

Arrayan — Hexano 32 15,384

Ataco — Hexano 32 15,763 | 5,763
Pataku - yuyo — Etanol 326,113 6,113
Ataco — Etanol 326,359 | 6,359
Arrayan — Agua 327,119 | 7,119
Arrayan — Etanol 32 9,238
Imipenem control positivo | 288 41,442

Tabla 3-20: Prueba de comparacion de medias de Tukey para Candida albicans a 48

horas (bacterias); 72 horas (levadura)

Tipo de extracto N Subconjunto
2 1

Pataku - yuyo - Agua 3215272
Arrayan — Hexano 32 15,288
Pataku - yuyo - Hexano 325,334
Ataco — Hexano 32 15,413
Arrayan — Agua 325,425
Ataco — Agua 325,644
Ataco — Etanol 32 16,269
Pataku - yuyo - Etanol 326,803
Arrayan — Etanol 32 | 8,566
Fluconazol control positivo | 288 23,299
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Grafica 3-12: Actividad de microorganismos frente al tipo de extracto a 48 horas

(bacterias) y 72 horas (levadura)
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Griafica 3-13: Actividad de los extractos a 48 horas (bacterias) y 72 horas (levadura)
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En la Tabla 3-21 y Gréfica 3-13 se puede observar que la menor actividad fue
mostrada por los extractos de Pataku-yuyo — Agua, Pataku — yuyo — Hexano, Arrayan —

Hexano, Ataco — Hexano, los cuales no muestran una diferencia significativa entre si.

Tabla 3-21: Medias del didmetro del halo segtin el extracto utilizado a 48 horas

(bacterias) 72 horas (levadura)

Intervalo de confianza al 95%.
Tipo de extracto Media | Error tip.

Limite inferior | Limite superior
Arrayin — Agua 5,983 ,086 5,815 6,152
Arrayéan — Etanol 8,736 ,086 8,568 8,905
Arrayan — Hexano 5,396 ,086 5,228 5,564
Ataco — Agua 5,502 ,086 5,334 5,670
Ataco — Etanol 6,025 ,086 5,857 6,193
Ataco — Hexano 5,472 ,086 5,304 5,640
Pataku - yuyo - Agua 5,359 ,086 5,191 5,528
Pataku - yuyo - Etanol 6,089 ,086 5,920 6,257
Pataku - yuyo - Hexano | 5,275 ,086 5,107 5,443

La Tabla 3-22 indica que el microorganismo mads sensible en el presente
estudio fue Streptococcus mutans que presenta una media de 6,192, seguido de

Candida albicans y de Klebsiella pneumoniae.
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Tabla 3-22: Prueba de comparacion de medias de Tukey de acuerdo a los didmetros de

los halos de inhibicién, para los microorganismos utilizados

Subconjunto
Tipo de microorganismo | N
3 2 1
Klebsiella pneumoniae 288 | 5,753
Candida albicans 288 6,001
Streptococcus mutans 288 6,192

La actividad inhibitoria para Streptococcus mutans se encuentra entre
6,095<u<6,289, Klebsiella pneumoniae entre 5,656<u<5,850 y Candida albicans entre
5,904<u<6,098. Segin se muestra en la Tabla 3-22.

Tabla 3-23: Medias del didmetro del halo para los microorganismos utilizados a 48

horas (bacterias), 72 horas (levadura)

Intervalo de confianza al 95%.
Tipo de microorganismo | Media | Error tip.

Limite inferior | Limite superior

Streptococcus mutans 6,192 ,049 6,095 6,289
Klebsiella pneumoniae 5,753 ,049 5,656 5,850
Candia albicans 6,001 ,049 5,904 6,098

En la Grifica 3-14 se confirma que el microorganismo que report6 sensibilidad
significativamente alta, a todos los extractos ensayados fue la cepa no clinica
Streptococcus mutans ATCC 25175, seguido por Candida albicans y Klebsiella

pneumoniae.
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Griéfica 3-14: Actividad de microorganismos a 48 horas (bacterias), 72 horas (levadura)

Tabla 3-24: Prueba de comparacion de medias de Tukey de acuerdo a los didmetros de

los halos de inhibicién, para las concentraciones utilizadas

Subconjunto
Concentracion extracto | N
3 2 1
25 216 | 5,643
50 216 5,903
100 216 6,115
80 216 6,267

La Tabla 3-24, muestra que la concentraciéon mds efectiva, en la actividad
antibacteriana es la de 80%, seguida por la de 100%, las medias indican que no existe
una diferencia significativa entre éstas dos concentraciones, sin embargo las

concentraciones 50% y 25% tienen medias mds bajas con respecto a las otra dos.
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Grafica 3-15: Actividad de los extractos a las concentraciones evaluadas a 48 horas

(bacterias) y 72 horas (levadura)
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Grifica 3-16: Actividad de las distintas concentraciones evaluadas por microorganismo

a 48 horas (bacterias) y 72 horas (levadura)

Las Graficas 3-15 y 3-16, confirman que la concentracion al 80% es la que
mayor efectividad present6 en los extractos y microorganismos evaluados en éste

estudio.

Al evaluar el estado del disco, el disco que mayor actividad antimicrobiana
presenté fue el disco humedo para Streptococcus mutans con una actividad entre
6,326<u<6,601; Candida  albicans entre 6,149<u<6,4236; mientras que para
Klebsiella pneumoniae mayor actividad presenta el disco seco con una actividad entre
5,627<u<5,902 que no varfa significativamente con respecto al disco himedo; segtin

muestra la Tabla 3-25 y la Gréfica 3-17.
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Grafica 3-17: Actividad antimicrobiana con respecto al estado de disco para cada

microorganismo evaluados a 48 horas (bacterias) y 72 horas (levadura)

Tabla 3-25: Medias del didmetro del halo segin el estado de disco para cada

microorganismo evaluados a 48 horas (bacterias) y 72 horas (levadura)

Intervalo de confianza al

Tipo de Estado de . Error 95%.
. . . Media . =Y Y
microorganismo disco tip. Limite Limite
inferior superior
Disco seco 5,920 ,070 5,783 6,057
Streptococcus mutans D/1sco 6.463 070 6.326 6.601
himedo
Klebsiella gizzg seco 5,765 ,070 5,627 5,902
pneumoniae ) 5,741 ,070 5,604 5,878
himedo
Disco seco 5,717 ,070 5,579 5,854
Candida albicans | Disco 6.286 070 6.149 6.423

hdmedo
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En la Gréfica 3-18 se observa que los extractos evaluados tienen mayor

efectividad al ser utilizados en disco himedo, a excepcion de los extractos de Pataku —

yuyo — Agua y Pataku — yuyo — Hexano que no muestra una diferencia significativa al

ser utilizado en disco seco

o disco humedo.
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Grafica 3-18: Actividad antimicrobiana de los extractos evaluados, con respecto al

estado de disco evaluados a 48 horas (bacterias) y 72 horas (levadura)

En la Gréfica 3-19 se observa que el disco himedo el més efectivo para las

cuatro concentraciones evaluadas.
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Grafica 3-19: Actividad antimicrobiana de las concentraciones evaluadas, con respecto

al estado de disco evaluados a 48 horas (bacterias) y 72 horas (levadura)

Los resultados obtenidos evidenciaron una méaxima accién antimicrobiana de
los extractos a las 24 horas de incubacidn para bacterias y 48 horas de incubacién para

la levadura, como muestra la Grafica 3-20
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Grafica 3-20: Actividad antibacteriana de los extractos con respecto a los tiempos de

evaluacion.

La accién antibacteriana de cada uno de los extractos, sobre los
microorganismos utilizados (bacterias y levadura), tiende a disminuir su capacidad para

inhibir a las 48 horas y 72 horas de evaluacion respectivamente.

Los gréficos de perfil muestran que el extracto etandlico de Myrcianthes hallii
(arrayan) presenté mayor actividad inhibitoria, observandose inhibicion sobre todos los
microorganismos evaluados, siendo notable la actividad sobre Streptococcus mutans.
(Gréfica 3-1). Ademdas se pudo determinar la efectividad del mismo a todas las

concentraciones probadas (Gréfica 3-7, 3-15)

En las Figuras 3-4; 3-5; 3-6, se muestran los resultados obtenidos al evaluar el
extracto de Myrcianthes hallii (arrayan) — etanol, sobre Streptococcus mutans,

Klebsiella penumoniae, Candida albicans.
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Figura 3-4: Actividad antimicrobiana del extracto de Myrcianthes hallii (arrayan) -

etanol, sobre Streptococcus mutans
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Figura 3-5: Actividad antimicrobiana del extracto de Myrcianthes hallii (arraydn) -

etanol, sobre Klebsiella pneumoniae
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Candida alhicans

Figura 3-6: Actividad antimicrobiana del extracto de Myrcianthes hallii (arrayan)

etanol, sobre Candida albicans
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En las Figuras 3-7; 3-8; 3-9, se muestran los resultados mds representativos al
evaluar los extractos de Myrcianthes hallii, Amaranthus asplundii, Peperomia peltigera,

frente a Streptococcus mutans, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans.

Figura 3-7: Actividad antimicrobiana de los extractos de Amaranthus asplundii (ataco),

sobre Streptococcus mutans
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Figura 3-8: Actividad antimicrobiana del extracto de Peperomia peltigera (pataku -

yuyo)-etanol, sobre Klebsiella pneumoniae

Figura 3-9: Actividad antimicrobiana del extracto de Myrcianthes hallii (arrayan)-

hexano, sobre Klebsiella pneumoniae
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Figura 3-10: Actividad antimicrobiana del extracto de Amaranthus asplundii (ataco)-

agua, sobre Klebsiella pneumoniae

Figura 3-11: Actividad antimicrobiana del extracto de Amaranthus asplundii (ataco)-

etanol, sobre Candida albicans
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Candida albicans

Figura 3-12: Actividad antimicrobiana del extracto de Peperomia peltigera (pataku-

yuyo)-etanol, sobre Candida albicans

Figura 3-13: Actividad antimicrobiana del extracto de Myrcianthes hallii (arrayan)-

agua, sobre Streptococcus mutans
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Figura 3-14: Actividad antimicrobiana del extracto de Myrcianthes hallii (arrayan)-

agua, sobre Streptococcus mutans

Figura 3-15: Actividad antimicrobiana del extracto de Myrcianthes hallii (arrayan)-

agua, sobre Klebsiella pneumoniae
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3.4 Pruebas fitoquimicas preliminares

Con base a los resultados estadisticos obtenidos en la Tabla 3-7; Tabla 3-17 y
la Grafica 3-1, Grafica 3-12, se determiné que el extracto mds eficiente frente a todos
los microorganismos evaluados es el extracto Myrcianthes hallii (arrayan) en etanol,
para el cual se determind por pruebas cualitativas la presencia de metabolitos
secundarios, responsables de la actividad antimicrobiana, los resultados se muestran a

continuacién en la Tabla 3-25 y la Figura 3-13.

Tabla 3-26: Identificacion de metabolitos secundarios por pruebas de coloracién y

precipitacion en la fraccién etandlica de Myrcianthes hallii (arrayan)

Metabolitos Myrcianthes hallii (hojas) Pruebas Experimental
Dragendorff -
Alcaloides
Wagner +
Hidréxido de sodio ++
Flavonoides
Shinoda R
Reaccion con FeCl; +++
Taninos
Reaccion con gelatina +++
Rosenthaler +++
Saponinas
Prueba de la espuma +++

Simbologia: (-) No detectado; (+) Poco o escaso; (++) Moderado; (+++) Abundante

Al realizar las pruebas preliminares se pudo observar la presencia de
alcaloides, flavonoides, taninos y saponinas. En el caso de flavonoides, con la prueba de
Shinoda, se obtuvo una coloracién verde, pero tomando en cuenta la prueba de
hidréxido de sodio que resulto positiva, y la bibliografia encontrada que indica la
presencia de flavonoides en ésta planta, se tomo como prueba positiva considerando que

la cantidad utilizada quizds no haya sido la necesaria para detectar este principio activo.

114



En la prueba de taninos donde se utiliz6 sales férricas, se obtuvo un precipitado

negruzco, lo que podria representar la presencia de taninos hidrolizables.

Se detecté la presencia de alcaloides en cantidad escasa con el reactivo de

Wagner, aunque en la bibliografia se menciona la ausencia de alcaloides.

En la prueba de saponinas se obtuvo un resultado positivo para el ensayo con

agua, y con la prueba de Rosenthaler.

Fruebas fitoguimicas preliminares

Figura 3-16: Pruebas fitoquimicas preliminares para Myrcianthes hallii (arrayan) en

etanol
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CAPITULO IV

DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede afirmar que las tres especies
vegetales ensayadas en éste estudio son productoras de sustancias bioactivas con efecto
antimicrobiano, lo cual contribuye al fortalecimiento y credibilidad de los
conocimientos ancestrales, siendo el extracto de Myrcianthes hallii (arrayan) - etanol,
el que mayor actividad antimicrobiana presentd, como se puede observar en las Tablas

3-7; 3-17, y en las Gréficas 3-5; 3-13.

La Tabla 3-26 muestra los resultados de las pruebas fitoquimicas preliminares
de Myrcianthes hallii (arrayan), la cual indica que ésta planta es rica en metabolitos
secundarios, destacindose un alto contenido de taninos, saponinas, y flavonoides, éste
ultimo con la prueba de Shinoda presenté una coloracién verde, segiin Dominguez
(2002) el no producir un vire en la coloracién, indica la presencia de isoflavononas,
chalconas y auronas, lo cual confirma lo expuesto por Cerén (2003) y CESA (1993), a
pesar de no encontrarse reportado en bibliografia, se detectd la presencia de alcaloides
en muy poca cantidad, observandose un precipitado color rojo en la prueba realizada

con reactivo de Wagner.

Las Tablas 3-7; 3-17, muestran que Peperomia peltigera (pataku yuyo) no
presentd una inhibicién antimicrobiana considerable frente a los microorganismos
ensayados, posiblemente se deba a que los principios activos de ésta planta, se
encuentren muy diluidos, o necesiten otro solvente extractor de menor o mayor
polaridad, y que por ello ejerzan una accién antimicrobiana baja o a su vez no ejerzan

ningun tipo de accién sobre los microorganismos.

El extracto de Myrcianthes hallii (arrayan) — Agua y Amaranthus asplundii

(ataco) — Agua, presentaron actividad inhibitoria leve sobre Streptococcus mutans y
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Klebsiella pneumoniae como se muestra en las Graficas 3-3 y 3-2 y las Tablas 3-18 y 3-
19, lo que indica que éstas plantas poseen metabolitos secundarios polares, de amplio

espectro de accion, y que deberian ser consideradas para estudios fitodirigidos.

El efecto de inhibir a microorganismos Gram positivos, Gram negativos y
levaduras, puede sugerir que Myrcianthes hallii (arrayan) es una buena fuente de
productos potencialmente antibacterianos de amplio espectro siendo mucho mads

efectivo en Gram positivos.

Considerandose que el extracto etandlico de Myrcianthes hallii (arrayan)
resulté ser el mas efectivo, se puede decir que la actividad antimicrobiana presentada
por éste se debe al tipo de solvente utilizado, ya que etanol tiende a arrastrar gran
cantidad de compuestos polares como taninos, flavonoides y segun Villacis (2009)
estos compuestos han reportado propiedades antimicrobianas, destacandose la accién de
inhibir la sintesis de la pared celular 6 a su vez inhibir la sintesis de ADN o ARN, ya
que la estructura plana que tienen éstos compuesto es similar a la de las bases puricas y
pirimidicas, y se pueden intercalar formando puentes de hidrégeno, alterando asi la
estructura tridimensional de los dcidos nucleicos (Espinoza, 2003), para el caso de la
Candida albicans éstos compuestos probablemente pueden actuar inhibiendo la
biosintesis de ergosterol o de otros esteroles presentes en la pared celular de la levadura,

alterando su permeabilidad. (Rivera, 2007)

Se evidenci6 que la actividad antimicrobiana mostrada por Myrcianthes hallii
(arraydn), en comparacion a los controles positivos tiene una diferencia
significativamente alta, como se puede observar en las Tablas 3-8 y 3-19 para
Klebsiella pneumoniae, Tablas 3-9; 3-18 para Streptococcus mutans, Tablas 3-10; 3-20
para Candida albicans, esto se debe a que los antibidticos utilizados son altamente
concentrados, purificados y especificos para las cepas utilizadas en el estudio, mientras
que los extractos probados en éste estudio son una mezcla de componentes fitoquimicos

que pueden interactuar entre si o individualmente, razén por la cual Mendoza &
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Moreno (2006) explican, que es necesario entender que la actividad bioldgica potente y

especifica es una propiedad poco usual en metabolitos secundarios.

Es importante resaltar que el Etanol al 99,5% utilizado para extraer y diluir las
muestras evaluadas en éste estudio, presentd una actividad toxica leve sobre Candida
albicans en disco himedo produciendo un halo de 5,9 mm, lo cual indicaria que para
ésta cepa todos los extractos etandlicos en especial el de Myrcianthes hallii en etanol,
posiblemente no tengan la actividad inhibitoria presentada, sin embargo no se puede
descartar la actividad mostrada, ya que al evaluar el mismo extracto en disco seco,
presenta un halo promedio de 5,990 mm para 48 horas y de 5,717 mm para 72 horas,
(Tablas 3-14 y 3-25), considerando que en disco seco el solvente etanol se evapora
rdpidamente, en el disco quedaria concentrado los componentes fitoquimicos de la
planta arrastrados por el solvente, en este caso taninos, flavonoides, saponinas, los que

se considerarian como responsables de la actividad antimicrobiana.

Lizcano & Vergara (2006), utilizaron extractos etandlicos de Myrcianthes
rhopaloides, Passiflora manicata, Valeriana pilosa, Hesperomeles ferruginea, contra
Candida albicans con las cuales se observé que el aceite esencial de Myrcianthes
rhopaloides tuvo un inhibicién significativamente alta para Candida albicans, resultado
que concuerda con el estudio aqui presentado, en el cual se utiliz6 una planta del mismo

género, obteniéndose resultados semejantes.

Otros estudios efectuados con extracto de guaco Mikania leaevigata y
Mikania glomerata sobre el crecimiento de Streptococcus mutans, utilizando extractos
etandlicos, fracciones de hexano, etil y acetato de cada una de estas plantas, a diferencia
de los resultados obtenidos en éste estudio Aricapa, 2009 si obtuvo resultados positivos

con la fraccion de hexano.
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Estudios con extractos acuosos y hexdnicos de la raiz de Erythrina herbacea,
la corteza de los tallos de Zanthoxylum caribaeum y de Dendropanax arboreus sobre
Klebsiella pneumoniae, coinciden con los resultados de éste trabajo, ya que ésta bacteria

presento gran resistencia a ser inhibida utilizando éstos solventes (Ordaz. et al, 2006).

Segun bibliografia consultada y especializada no existen datos disponibles
sobre ensayos y estudios efectuados con las plantas utilizadas en el presente trabajo, sin
embargo los estudios antes expuestos, concuerdan con los obtenidos en ésta
investigacion, ya que los microorganismos evaluados presentan mayor inhibicién con
extractos obtenidos en solventes no muy polares como etanol, diclorometano, acetato de

etilo.

De los resultados obtenidos se puede deducir que la actividad antimicrobiana
de los extractos depende del solvente utilizado, de la concentracién adecuada y en
especial de la planta, por esto el método de extraccion tiene una influencia significativa
en la obtenciéon de los diferentes principios activos presentes en la planta, en esta
investigacion para la obtencién de principios activos de Myrcianthes hallii (arrayan)
debido a su composicion fitoquimica fue conveniente utilizar etanol como solvente
para una actividad inhibitoria significativa sobre Streptococcus mutans, Klebsiella

pneumoniae y Candida albicans.

Los extractos de hexano de las tres especies evaluadas, no presentaron
inhibicién considerable en el crecimiento de los microorganismos estudiados, sin
embargo al presentar una inhibicién baja, revela que en estos extractos existen
compuestos organicos de baja polaridad que son capaces de inhibir el crecimiento de
estos organismos, considerando la importancia de realizar nuevos estudios con otros

solventes de polaridad creciente.
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El factor tiempo, presenta una diferencia marcada en la actividad de los
extractos debido a la capacidad de multiplicacion elevada de los microorganismos, es
asi que cuando el microorganismo alcanza la fase estacionaria, nuevas células se
encuentran dividiéndose, entrando a la fase de adaptacién, donde los genes implicados
en algun proceso se adaptan al ambiente en el que se encuentra y crean resistencia a los
antimicrobianos, en este caso los extractos (Ordaz, et al 2006), en ésta investigaciOn se
muestra que la actividad antimicrobiana de los extractos pierde efectividad a las 48

horas de incubacién para bacterias y 72 horas de incubacién para levadura

La mayor o menor concentracién de los extractos en pruebas antimicrobianas,
influye directamente sobre la actividad, es asi que un aumento moderado de la
concentracion multiplica la velocidad de muerte del microorganismo, mientras que una
concentraciéon baja no tiene accion antimicrobiana (Prescott, 2004). En la presente
investigacion todos los extractos evaluados presentaron inhibicion a la concentracion de
80% como muestra la Gréfica 3-7 y 3-15, posiblemente se debe a que los extractos mas
concentrados posean mds principios activos que interactien con los microorganismos,
mientras que mds diluidos posean principios activos libres y en baja concentraciéon que

no puedan interactuar y por ende no penetrar la pared microbiana.

Segtn los resultados el disco que mayor actividad antimicrobiana present6 fue
el disco himedo, para Streptococcus mutans y Candida albicans, esto puede deberse a
que tienen la capacidad de difundirse en mayor drea, interactuando con mas colonias
del microorganismo, en el caso de Klebsiella pneumoniae, tanto el disco seco, como el
disco humedo actian de manera similar, lo que indica que se podria utilizar cualquier
estado de disco para ejercer inhibiciéon. Como se puede observar en la Tabla 3-12 y la
Tabla 3-22 Klebsiella pneumoniae es el microorganismo mdas resistente debido a su
estructura, ya que posee una membrana de proteccion que la hace resistente a cualquier

tipo de antimicrobiano.
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Streptococcus mutans fue el microorganismo mas sensible a la actividad de los
extractos evaluados (Tabla 3-12) debido a que las bacterias Gram positivas poseen una
pared celular de peptidoglucano gruesa formada de fosfolipidos y proteinas; esto hace
que los metabolitos identificados polares, sean mds permeables y susceptibles a la
pared y permita el paso de sustancias a su interior ocasionando la muerte microbiana

(Neira et al, 2005).

Candida albicans posee una pared celular compuesta por varias capas finas,
las cuales al transcurrir el tiempo de crecimiento de la levadura, se van desprendiendo,
haciendo que ésta se vuelva mas susceptible a la accion de los extractos, lo cual permite
la inhibicién de la biosintesis del ergosterol o de otros esteroles presentes en la pared
celular del hongo, lesiondndola y alterando su permeabilidad; como consecuencia se

produce la pérdida de elementos intracelulares esenciales (Pardi & Cardozo, 2002).

Un factor que influye en la inhibicién antimicrobiana, es el ambiente de
desarrollo, debido a que Streptococcus mutans crece en un ambiente anaerdbico, en el
cual existe una menor produccion de energia, una tension de oxigeno baja tiende a
aumentar su sensibilidad, mientras que las condiciones de aerobiosis de Klebsiella
pneumoniae 'y Candida albicans, hace que aumente su resistencia frente a los

extractos. (Inouye et al, 2001)

Una situacién a controlar en la evaluacion antimicrobiana, es la presencia de
materiales extrafios, en este caso la adicién de sangre al medio Miiller Hinton para
Streptococcus mutans pudo haber afectado el verdadero poder antimicrobiano de los
extractos, ya que algunos principios activos como los taninos tienen la capacidad de
unirse a proteinas grandes y hacerlas precipitar, es asi que éstos pudieron haberse unido

ala proteina de la sangre y actuar como alimento microbiano. (Prescott, 2004).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

La diferencia de polaridad de los solventes utilizados permitié que se obtengan
en cada uno de los extractos distintos principios activos, causantes de la

inhibicidén antimicrobiana.

El extracto Myrcianthes hallii (arraydn) en etanol, presentd los mayores halos
de inhibicién en todos los microorganismos, obteniéndose una actividad
antimicrobiana moderada frente a Streptococcus mutans, Klebsiella pneumoniae,

Candida albicans.

El estudio fitoquimico preliminar determiné que en las hojas de Myrcianthes
hallii (arrayan) predominan flavonoides, saponinas, taninos, compuestos de
caricter polar, que pueden ser los responsables de la actividad antimicrobiana

que presenta el arrayan.

Los extractos hexdnicos de las tres especies vegetales evaluadas mostraron
actividad casi nula frente a Streptococcus mutans, Klebsiella pneumoniae,
Candida albicans, debido a la baja capacidad de arrastre de compuestos
bioactivos 0 a su vez a la poca cantidad de compuestos apolares en las tres

especies vegetales evaluadas.

Peperomia peltigera (pataku yuyo) y Amaranthus asplundii, mostraron un

escaso poder inhibitorio frente a las cepas ensayadas en el presente estudio.
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Streptococcus mutans demostrd ser el microorganismo mas sensible a la accién
de los diferentes extractos, mientras que Klebsiella pneumoniae resultd ser la
mads resistentes, siendo marcadamente sensible sélo ante el extracto Myrcianthes
hallii (arrayan) - etanol, los demds extractos no demostraron un claro efecto

inhibidor sobre este microorganismo.

Etanol fue el solvente mds apropiado para extraer principios activos de todas las
plantas evaluadas, debido a su capacidad de arrastre y disolucién, por ello todos
los extractos etandlicos, presentaron una mejor actividad antimicrobiana, que los

extractos acuosos y hexanicos.

La concentracién que mads actividad inhibitoria tuvo, con respecto al tipo de

extracto, tipo de microorganismo fue la de 80%.

Al evaluar el factor disco se demostr6 que mejor actividad posee el disco
himedo para Streptococcus mutans y Candida albicans, mientras que para
Klebsiella pneumoniae el disco seco y hiumedo tienen una accién inhibitoria

similar.

El mejor tiempo para la evaluacién de la actividad antimicrobiana de los
extractos analizados en el presente estudio, fue a las 24 horas para bacterias y

48 horas para la levadura.

El presente trabajo sienta las bases para nuevas evaluaciones de las especies
Myrcianthes hallii, Peperomia peltigera, Amaranthus asplundii, ya que hasta la
actualidad no se ha reportado actividad antimicrobiana para ninguna de las

plantas evaluadas en este estudio.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Debido a que éste estudio es el primero en evaluacion de actividad
antimicrobiana de Myrcianthes hallii, Amaranthus asplundii, Peperomia
peltigera, y para extender el estudio de estas especies, se propone realizar
estudios similares a éste, para la busqueda especifica de compuestos con
actividad antibacteriana, para lo cual se podria ensayar con otros
microorganismos, otros solventes y otras condiciones que asemejen su Uuso
tradicional, o a su vez trabajar con mayor cantidad de microorganismos
causantes de enfermedades bucofaringeas utilizando una sola planta, ademas se
podria hacer estudios de toxicidad de los extractos, en especial del extracto que
tuvo mayor accién antimicrobiana, para posteriormente tratar de formular

antisépticos o desinfectantes.

Realizar estudios con material fresco de la planta y compararlos con los

resultados obtenidos en éste trabajo.

Mejorar la extraccion, aumentando el nivel de concentracién con cantidades
mayores de solvente y plantas, para probar si se obtienen mejores resultados en

la inhibicién antimicrobiana.

La experiencia adquirida en el desarrollo de éste trabajo y los resultados
expuestos en el mismo, indican que la lectura de la actividad antimicrobiana se

realice a las 24 h para bacterias y a las 48 h para levaduras.
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Es de gran interés el realizar investigaciones con mayor ndmero de
concentraciones, para asi poder determinar la Concentracién Minima Inhibitoria,

y conocer el efecto ideal de los extractos.

Para corroborar los resultados obtenidos para Candida albicans, es
recomendable utilizar etanol al 96% como solvente extractor, mientras que para
control negativo se deberia utilizar diluido como muestra la investigacion

realizada por Huamani & Ruiz (2005).
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ANEXOS

ANEXO A

Tabulacién de los datos obtenidos en la realizacion de la encuesta de plantas

utilizadas como tratamiento o paliativo de enfermedades bucofaringeas en la

comunidad de Peguche - Imbabura

Planta Uso Parte Forma utilizada Frecuencia
medicinal utilizada de uso
Anis garganta | toda la planta Infusion 1
Granadilla garganta fruto y hoja Trituracién 2
Toronjil garganta | toda la planta Infusién 4
Ataco garganta Flor. toda la Infusién 5
planta

Matico garganta hoja Infusién 3
Taraxaco garganta hoja Infusién 2
Manzanilla garganta | toda la planta Infusién 10
Gargaras 5

Menta garganta | toda la planta Infusién 6
Gargaras 2

Eucalipto garganta hojas vaporizaciones 7
ufia de gato garganta hoja vaporizaciones 2
tomate de arbol garganta fruto Asado 3
Paico garganta hoja Infusién 1
muelas hoja Trituracion 1

Limén muelas semilla Trituracién 1
garganta Zumo Bebida 5

Boldo garganta hoja Infusién 1
Borraja garganta hoja Infusién 2

Ajo garganta | diente de ajo bebida +leche +

miel 1
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Cedrén muelas hoja Trituracion 7
Orégano garganta | toda la planta Gargaras 5
Chilca muelas hoja Trituracién 1
Pataku-yuyo muelas hoja Trituracién 2
garganta hoja Gargaras 2
Arrayan garganta hoja Gargaras 3
muelas hoja Trituracion 2
Caballo chupa garganta | toda la planta Gargaras 3
muelas toda la planta Trituracién 1
Llantén garganta hojas Gargaras 5
Anis muelas toda la planta Trituracién 2
Ataquikifia garganta | toda la planta Gargaras 1
Juyanguilla muelas hojas Trituracion 1
garganta hojas trituracion + extracto 1
Botoncillo muelas flor Trituracién 1
toda la planta Gargaras 1
Higo garganta hoja gargaras + infusién 1
Naranja garganta Zumo Bebida 1
Mora garganta hoja gdrgaras + infusion 1
Zambo garganta fruto Bebida 1
mesocarpio Trituracién 1
Alton Albas garganta hojas Infusién 1
Rucuricaida ) )
(Chichicara) garganta | toda la planta | trituracién + extracto 1
Hierba De Céncer garganta | toda la planta Infusién 1
Clavo De Olor muelas semilla Trituracion 3
Cebada garganta flor Infusién 1
Choclo garganta flor Infusién 1
Té garganta hoja Gargaras 2
Hierba Luisa garganta hoja Infusién 3
Judas Scariote dientes hoja trituracion + extracto 2
Quinua Malva garganta | toda la planta Infusién 2
Nogal garganta hojas Infusion 1
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Sauce garganta hojas Infusién
Cachicerraja garganta hojas infusion + leche
Marco garganta hojas Infusién
Canela garganta corteza infusion + puntas +
lim6n
Malva muelas flor Trituracién
Laurel garganta hojas Gargaras
aliento hojas Gargaras
Trébol garganta hojas Gargaras
Hinojo garganta hojas Gargaras
Cebolla Blanca muelas hojas Trituracion
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ANEXO B

Certificado de autenticidad de Streptococcus mutans ATCC 25175

MicreBielegics*

Microorganism Name: Streptococcus mutans
Catalog Number: 0266

Lot Number: 26613

Reference Number: ATCC@® 25175™*

| Cestificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specifications and MHWL
Spedifications
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Recowvery: smoumspem Number is the first 5 digits of the printed lot number for
Passage from Reference: Catalog #'s of 0999 or less. The actual Lot Numbers for
Expiration Date: 2010110 Catalog #'s 01000 and greater are the first 6 digits of the
printed lot number.
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[vitak GP
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T

"+t
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[ R B B B

+ o+ o+
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ATCC Licensed
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ATCC. MicroBioLogics, Inc. is licensed to use these d

© 2009 MicroBiologics, Inc All Rights Reserved.
217 Osseo Awenue North Saint Cloud, MN 56303

DOC 286 REVISION 2008 February 28 dt/mi
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ANEXO C

Pruebas bioquimicas

Rojo de metilo - Voges-Proskauer (VP)

Se utiliza para identificar los diferentes géneros de enterobacterias usando las
reacciones de fermentacion que se originan por la fermentacién de la glucosa. El rojo de
metilo es un indicador de pH con un intervalo de viraje entre 6,0 (amarillo) y 4,4 (rojo),
que se utiliza para visualizar la produccién de 4cidos por la via de fermentacién 4cido

mixto. (Prescott e al, 2004)

Interpretacion

La prueba es positiva si se desarrolla un color rojo estable. Esto indica que la

produccién de dcido es suficiente para producir el viraje del indicador un color

anaranjado, intermedio entre el rojo y el amarillo no es considerado como positivo.

La prueba VP es positiva si se desarrolla un color rojo-fucsia luego de 15

minutos, que indica la presencia de diacetilo, producto de oxidacién de la acetoina.

Citrato

Utilizada para comprobar que es la tinica fuente de carbono en la identificacion
de enterobacterias, mediante el crecimiento y la alcalinizacion del medio. Este aumento
de pH se visualiza con el indicador azul de bromotimol que vira al alcalino a pH 7,6.

(Prescott et al, 2004)
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Interpretacion

El ensayo es positivo cuando se observa crecimiento a lo largo de la estria,

acompanado o no de un viraje del indicador al azul.

LIA (Lysine iron agar)

Este ensayo permite identificar organismos que producen la descarboxilacion

o desaminacion de la lisina. Durante las primeras etapas de la incubacién el fondo virard

el indicador de pH del medio al 4cido (amarillo) por la fermentacién de glucosa. Luego,

si el aminodcido es descarboxilado se formardn aminas que provocan un retorno al color

original del medio o hacia un viraje al bédsico (color violeta). (Caffer et al, 2007)

Interpretacion

Positiva: Pico violeta/fondo violeta

Negativa: Pico violeta/fondo amarillo

Ureasa

La Urea es una diamida del 4cido carbénico que puede ser hidrolizada con

liberaciéon de amoniaco y diéxido de carbono. Las enzimas que poseen muchos

microorganismos hidrolizan la urea rapidamente. (Prescott et al, 2004)

Interpretacion

La coloracion rosa intensa, se le considera como positivo.
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Caldo Malonato

Se lo utiliza para comprobar si la bacteria lo utiliza como tnica fuente de
carbono. (Gamazo et al, 2005) produciendo una reaccién alcalina y cambio de color del

medio al azul.

Agar de Kligler

Es un medio diferencial complejo, que se utiliza para poder evidenciar las
caracteristicas enzimédticas de las bacterias en aerobiosis y anaerobiosis, produciéndose
la fermentacion de la glucosa, lactosa y produccién de gas en la fermentacion. (Gamazo

et al, 2005).

Interpretacion

Pico rojo/fondo amarillo: el microorganismo solamente fermenta la glucosa.
Pico amarillo/fondo amarillo: El microorganismo fermente glucosa y lactosa.
Pico rojo/fondo rojo: El microorganismo es no fermentador de aztcares.

La presencia de burbujas, indica que el microorganismo produce gas.

El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce 4cido

sulfhidrico.

Prueba de motilidad

Esta prueba permite identificar bacterias de acuerdo a su motilidad a la

reaccion de Indol a la descarboxilacidn de la ornitina.
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Interpretacion

Se considera resultado positivo la presencia de turbidez o crecimiento mas alla
de la linea de siembre, el resultado negativo constituye el crecimiento solo en la linea de

siembra.

La prueba de indol se realiza una vez determinada la movilidad, resultado
positivo: color rojo al agregar el reactivo revelador, resultado negativo: el color del

reactivo revelador permanece incoloro — amarillento.

Test de la Optoquina

Determina la sensibilidad de un microorganismo a la optoquina. (Prescott et

al, 2004)

Interpretacion:

Si el microorganismo es sensible a la optoquina, se observa un halo de

inhibicién alrededor del disco y se considera como (+)

Tubo de germinacion

Utilizada en la identificacion rdpida y presuntiva de Candida albicans y

Candida stellatoidea, que son las dos tunicas especies del género Candida capaces de

producir tubos germinales. Es una extension filamentosa de la levadura, sin

estrechamiento en su origen, cuyo ancho suele ser la mitad de la célula progenitora y su

longitud tres o cuatro veces mayor que la célula madre (Linares & Solis, 2001)
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ANEXO D

Preparacion de Reactivos

Reactivo de Wagner: Disolver 1,27g de yodo y 2g de yoduro de potasio en 20

mL de agua aforar la soluciéon a 100mL con agua destilada.

Reactivo de Dragendorff: En un matraz disolver 8g de nitrato de bismuto
pentahidratado con 20mL de 4cido nitrico. En otro matraz colocar 27,2 g de yoduro de
potasio con 50 mL de agua. Mezclar las dos soluciones y dejarlas en reposo durante 24

horas. Decantar la solucién y aforar a 100 mL.

Reactivo de Rosenthaler: Diluir 1 g de vainillina en 100 mL de etanol

Cloruro férrico: Disolver 1,25 g de cloruro férrico en 25 mL de agua y aforar

a 50 mL con alcohol metilico.

Reactivo de gelatina: 1g de gelatina + 100 ml H20 + 10g NaCl

(Ramirez, 2005)
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ANEXO E

Preparacion del Extracto Acuoso de Myrcianthes hallii (arrayan)

Material vegetal Secado

Molienda

Pesaje

5 Ov = 0O O M e = e T

Centrifugacién

Maceracion

Microfiltracion

s
.

_.

L=

Conservacion
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ANEXO F

Preparacion del Extracto Acuoso de Amaranthus asplundii (ataco)

Material vegetal

Pesaje

Maceracion

5 O = 0O O M e = e T

Secado

Microfiltracién

Molienda

Centrifugacion

Filtraciéon
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ANEXO G

Preparacion del Extracto Etandlico de Myrcianthes hallii (arrayan)

Muestra vegetal

Pesaje y adicion

de solvente

Maceracion

Filtrado

Concentracion de
extracto

>

Extracto concentrado

5 O =0 ® o = =T

Microfiltracion
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ANEXO H

Preparacion del Extracto Etandlico de Peperomia peltigera (pataku — yuyo)

Muestra vegetal

Pesaje y adicion
de solvente

Concentracion de
extracto

Extracto concentrado

Maceracion

5 Ov= 0O O M e — =T

Microfiltracion

155



ANEXO I

Preparacion del Extracto Hexdnico de Peperomia peltigera (pataku — yuyo)

Pesaje y adicién

de solvente Maceracion

Concentracion de Filtracion
extracto

Extracto concentrado

Microfiltracion
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ANEXO J

Preparacion del Extracto Hexanico de Amaranthus asplundii (ataco)

Pesaje y adicién
de solvente

Maceracion

Filtracion

Concentracion de
extracto

Extracto concentrado

Microfiltracién
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Estadistica descriptiva para todos los factores evaluados a 24 horas (bacterias), 48

ANEXO K

horas (levadura)

Tipo de Tipo de Concentracion | Estado . | Desv.
i i . Media .
microorganismo extracto extracto de disco tip.
Disco | 5400|4690
23 Disco
hiimedo 7,200 , 7439
Discor 1 7:700| 3.1209
>0 Disco
Arrayén - himedo | 11,050 | 3.6042
Ague Disco 8,225 | 26145
seco
80 Disco
. 12,400 | 2,7215
hiimedo
Disco 1 7050|021
100 Disco
b 10,300 | 2,0396
hiimedo
Disco | 7875|5315
25 D
180 | 7,400 1,1225
himedo
Streptococcus Disco 9,425 | 1,0996
seco
mutans 50 Dicco
Arrayan - hiimedo 9,175 ,9912
Etanol Disco 2875|9674
seco
80 D
150 112,175 | 1,6338
himedo
Discor 110,850 | 1.6093
100 D
15€0 112,900 | 1,5769
himedo
Discor | ssa5| 3862
2 Disco
Arrayan - himedo 6,375 | 1,3961
Hexano Disco 5475 3403
seco
30 Disco
b 6,100 | 1,3589
himedo
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Disco

oo 5500 3559
80 Disco
P | 6,025 | 1,5196
]S)elcsgo 5550 | 4123
100 Disco
b | 5750|5568
];‘sgo 5350 | 1291
25 b
15€0 5925 | 1,2580
humedo
];‘sgo 5500 | 4690
50 Disco
Ataco - hiumedo 11,300 | 5,0233
Agua Disco 9,725 | 2.4364
Seco
80 Di
15€0 10,800 | 5,0484
hiumedo
];1550 5250 | 0577
100 b
150 5200 | 0000
humedo
]S)elcsgo 6.950 | 13128
25 b
18€o 7.825 | 1,2868
humedo
]S)elcsgo 7.500 | 1,0132
50 Disco
Ataco - hdmedo 6,825 11730
Etanol ]S)elcsgo 7.100| 1.1165
80 Disco
peo | 6825 | 1,7017
];‘sgo 6.075| 1893
100 Disco
P | 6750|3317
];‘sgo 5500 | .5354
25 Di
15€0 6,550 | 1,3478
humedo
Ataco - Disco
Hexano 6,325 | 1,3720
Seco
50 Disco
himedo | 6,025| 1,0905
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80 Disco 6.425 | 14728
S€COo
Disco 7.400 | 2.2876
humedo
]S)elcsgo 6.175 | 7274
10 Disco 5200| .0816
humedo ’ ’
];‘sgo 5300 | 2000
25 :
Disco 5400| 4967
humedo
];‘sgo 5425 2872
50 :
Pataku - Disco 5325| .5852
yuyo - hiumedo
Agua Disco 5.600 | .4082
80 Seco
Disco 5.175| .0500
hiumedo ’ ’
]Szfgo 5425| 2754
10 Disco 5,725 .0957
humedo ’ ’
Disco 5.550 | .1000
25 S€COo
Disco
b | 6,650 3786
]S)elcsgo 5350 | 2517
50 Disco
Pataku - ! 6.525| 3775
YUyo - humedo
Etanol Disco 6225 5620
80 S€COo
Disco 6350 | .1732
humedo ’ ’
];‘sgo 7.475| 7136
100 :
Disco 6.200 | 2944
humedo
];‘sgo 5225| 0957
25 :
Disco
Pataku - humedo 5,375 1258
e - Disco 5250 | .1000
exano Seco
50 Disco
himedo | 5.425| .5188
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Disco

oo 5200 .1414
80 Disco
i | 5175|0500
]S)elcsgo 5275 .1893
100 Disco
i | 5225|0500
];fgo 5.650 | 6191
25 S
18€O 7.625 | 12894
humedo
];‘sgo 7.875 | 4.3370
50 Disco
Arrayén - hiumedo 5,925 | 1,0404
Agua Disco 7.925 | 43277
Seco
80 Disco
pae g | 5:900| 9201
];fgo 7.975 | 1.2659
100 Disco
i | 5650 4359
Disco 116550 | 34161
S€COo
25 b
18CO 9,500 | 2.4940
‘ himedo
Klebsiella Di
pneumoniae 15¢0 11,625 | 52124
SE€COo
50 Disco
Arrayén - hdmedo 12,5251 1,7689
Etanol Disco 10.850 | 3.6419
S€COo
80 Disco
! 12,700 | 1,9235
humedo
];‘sgo 5.150| 1291
100 Disco
P | 6175 11354
];fgo 5.600 | 2160
25 Di
15€0 5450 | 0577
. humedo
Arraydn - Disco
Hexano 5500 | 0816
Seco
50 Disco
himedo | 6,600 1,0863
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80 Disco 5.925| 3096
S€COo
Disco
; 6,400 | 1,4445
humedo
]S)elcsgo 5300| .5354
100 Disco
i | 3,050 0577
];‘sgo 9,200 | 1,0708
25 Disco
P | 5450 4509
];‘sgo 5275 2500
50 Disco
Ataco - hiumedo 5,550 4041
Agua Disco 5.325 2872
Seco
80 Di
15€0 5225 0500
hiumedo
];1550 7.850 | .5260
100 b
18CO 7.625 | 19551
humedo
]S)elcsgo 5.050 | .0577
2 Disco
b | Sa2s | 1500
]S)elcsgo 5075| .0957
50 Disco
Ataco - humedo 5,200 2828
Etanol ]S)elcsgo 5900 | 3162
80 Disco
paeo | 5825|2986
];‘sgo 6.650 | 12124
100 S5
15€0 7.400 | 15055
humedo
];‘sgo 5225 .1500
25 Di
15€0 5300 | 0000
humedo
Ataco - Disco
Hexano 5,400 ,2944
Seco
50 Disco
by | S35 | 0957
80 Disco 5350 | 2887
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Seco
Disco
po | 6625|7932
];fgo 5200| 1414
100 Disco
P | sa2s | L1500
]S)elcsgo 5.200| 0816
2 Disco
o] 5.200{ 0000
]S)elcsgo 5.625| .5439
>0 Disco
Pataku - 15 6.925| .9500
YUyo - humedo
Agua Disco 5,625 | 3403
S€COo
80 Disco
P | 6,025 | 5679
]S)elcsgo 6.575| 2872
100 Disco
PO | 5450|1915
];‘sgo 5500 | 6000
25 Disco
po | 5000|8367
];fgo 5.075| .0957
50 Di
Pataku - 15€0 5.175| 3500
YUyo - hqmedo
Etanol Disco 6.175 | 1.4886
Seco
80 Disco
po | 5125|0057
]S)elcsgo 5.175| .1258
100 Disco
b | 5050|1000
]S)elcsso 5275|2062
25 b
150 5300 | 0000
humedo
Pataku - Disco
yuyo - 5,175 ,2363
SE€COo
Hexano 50 Di
150 5300| .0816
humedo
80 Disco 5350 | 2887
Seco
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Disco

himedo | 5,300| 0000
];fgo 5.150 | 1915
100 Disco
P | 5300|2160
];fgo 6.175| 8302
25 S5
18CO 6,525 | 1,0308
humedo
]S)elcsgo 5350 | 5745
>0 Disco
Arrayan - humedo 6,425 1,2971
Agua Disco 5.875 | 1,0500
S€COo
80 Disco
b | 6,300 | 7348
]S)elcsgo 5225| 2062
100 Disco
b | 5225|2062
];‘sgo 8.600 | 1,6833
25 S
15€0 9.600 | 2.1894
humedo
Candida albicans Disco 7.625 | 2.0903
Seco
50 Disco
Arrayén - himedo 12,525 1,4315
Etanol Disco 13,775 | 4.0730
Seco
80 Disco
! 11,825 | 1,4385
humedo
];fgo 8.950 | 1.3478
100 b
18€o 13,100 | 14213
humedo
]S)elcsgo 5325|1500
2 Disco
P | 5275|0500
Arrayén - Disco 5275|0500
Hexano seco
50 .
Disco | 5 300 | 0816
humedo
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Disco

seco 5,275 ,0500
80 Disco
hdmedo 5,300 0816
Discor 1 5375|0500
100 Disco
hdmedo 5,325 0500
Disco | 5000|0000
25 Disco
hdmedo 5,025 0500
Disco | 5050|0577
>0 Disco
Ataco - hdmedo 5,725 8382
Aeus Disco 5,025 ,0500
seco
80 Disco
hiimedo 9250| ,6758
Disco | 5050|1732
100 Disco
himedo 6,425 ;1588
Discor | sas0| 1732
25 Disco
himedo 6,725 4646
]S)elcsgo 5.100| 1414
>0 Disco
Ataco - himedo 8,075 1,6153
Etanol ]S)elcsso 5150 i
80 D
15¢0 8,725 | 2,7305
hdmedo
Disco | 7475 16460
100 D
15¢0 9,050 | 1,3026
hdmedo
Disco ) 5150|1732
25 Di
. >0 5425 | ,3862
hdmedo
Ataco - Disco
Hexano 5225 1500
seco
50 Disco
hdmedo 5,725 ,1500
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80 Disco 5205 1708
S€COo
Disco
P | 5600|5715
]S)elcsgo 5275 .1500
100 Disco
b | 5575|3304
];‘sgo 5375 .0500
25 Disco
peo | 5225|0500
];‘sgo 5300| 0816
>0 Di
Pataku - 15€0 5325| .1258
yuyo - hiumedo
Agua Disco 5350| 1291
Seco
80 Disco
P | 5350 L1291
];1550 5350 | 0577
100 Disco
paeo | 5325|0500
]S)elcsgo 5.875| 5737
25 Disco
b | 6725 | 8732
]S)elcsgo 5950 | .5000
50 Disco
Pataku - ! 8.175 | 1,9033
YUyo - humedo
Etanol Disco 5375| 0957
S€COo
80 Disco
b | 7700|7118
];‘sgo 7.225 | 1,2038
100 Disco
PO | 8125 | 19190
];fgo 5.550 | 5066
2 Disco
Pataku - humedo 5,350 ;1000
yuyo - Disco 5,700 | 5354
Hexano seco
50 .
Disco | 59751 2062
humedo
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80 Disco 6.200| 6683
S€COo
Disco
o | 6750 | 1,0344
?elcs(‘)’o 5500 .7071
100 Dicec
! 5325| 3775
humedo
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