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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto antifungico del extracto hidroalcohdlico de hojas de
salvia officinalis (salvia) al 25% y 50% de concentracién sobre cepas de Candida
Albicans ATCC10231 usando como grupo control la Nistatina in vitro. Fue un estudio
experimental la muestra estuvo conformada por 30 placas Petri; 10 placas para
nistatina y 10 para extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 25% y 10
para extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 50% en los resultados
podemos observar que la dosis de nistatina de 300 ug/ml muestra la formacion de
halos de inhibicion del5 *+ 1,03 mm,el extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia
officinalis al 25% muestra la formacion de halos de inhicién de 16 £ 0,96 mm y la
concentracion al 50% forma halos de inhibicion de 25 + 2,02 mm. Se concluy6 que el
extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis posee efecto antifungico sobre
candida albicans; que la concetracion de extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia
officinalis al 25% no posee diferencia estadistica significativa en comparacién con
Nistatina (p=0,432), en cambio el efecto antifingico del extracto hidroalcohdlico de
hojas de salvia officinalis al 50% en comparacién con nistatina posee diferencia

estadistica significativa ( p=0,000).

PALABRAS CLAVE: antifungico, extracto hidroalcohdlico, salvia officinalis, nistatina

Candida albicans.



SUMARY

The objective was to evaluate the antifungal effect of the hydroalcoholic extract of
leaves of salvia officinalis (salvia) at 25% and 50% concentration on strains of Candida
albicans ATCC10231 using as a control group the nystatin in vitro. The study was an
experimental study. The sample consisted of 30 Petri dishes; 10 plates for nystatin and
10 for hydroalcoholic extract of leaves of 25% salvia officinalis and 10 for hydroalcoholic
extract of leaves of 50% salvia officinalis. Results: The nystatin dose of 300 microgram
shows the formation of inhibition halos of 15 + 1 , 03 mm, the hydroalcoholic extract of
leaves of salvia officinalis to 25% shows the formation of haloes of inhicion of 16 + 0.96
mm and the concentration to 50% forms halos of inhibition of 25 £ 2.02 mm. It was
concluded that the hydroalcoholic extract of leaves of salvia officinalis has an antifungal
effect on candida albicans; that the concentration of hydroalcoholic extract of leaves of
salvia officinalis to 25% does not have significant statistical difference in comparison
with Nystatin (p = 0.432), on the other hand the antifungal effect of the hydroalcoholic
extract of leaves of salvia officinalis to 50% in comparison with nystatin has significant

statistical difference (p = 0.000).

KEY WORDS: antifungal, hydroalcoholic extract, salvia officinalis, nystatin Candida

albicans.
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INTRODUCCION

Hoy en dia, las infecciones micéticas frecuentes en el ser humano se estan
incrementando a nivel mundial. La candidiasis es considerada como infeccién
cosmopolita representa la infeccion oportunista mas frecuente en seres humanos. Su
incidencia ha aumentado de manera considerable en las Gltimas dos décadas. La
Céandida albicans es causante del 7,5% de micosis en total, el 25% de micosis de
afeccion superficial, y del 75% - 88% de infecciones micoéticas en nosocomios. La
afeccion no distingue sexo, raza o grupo etareo, siendo la Candidiasis Oral la infeccion
micotica oportunista mas comun de la cavidad oral, acertada en la préactica

odontoldgica y con alta prevalencia en edad temprana y avanzada.

La Candida es una especie fungica que forma parte de la microflora comensal oral de
la mayoria de los individuos. Sin embargo, existen factores predisponentes de
virulencia del hongo y de inmunocompetencia del hospedero, los cuales facilitan la

conversion de la Candida comensal a patégena y puede ser responsable de

infecciones micéticas con repercusion local o sistémica.

En el Peru la colonizacion por Candida oral se ha informado en aproximadamente 40%
a 70% en niflos y adultos sanos, con tasas mas altas observadas en nifios con los
dientes cariados y adultos con dentadura postiza. La infeccion por candida aumenta
con el tratamiento de cancer con radioterapia, diabetes e infeccion por HIV. La
colonizacion por Candida puede llevar a una infeccion oportunista de la mucosa como

también una diseminacion multiorganico en personas inmunocomprometidas.
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Dentro del tratamiento de candiasis se fundamenta en la correccidon o eliminacién de
los factores predisponentes, en combinacién con la terapia antifingica. Siendo la

nistatina un farmaco de mas uso.

El presente trabajo trata de determinar el efecto antifingico del extracto hidroalcohélico

de hojas de salvia officinalis sobre cepas de Candida Albicans.

A continuacién describiremos de forma detallada el trabajo de investigaciéon que

comprende asi;

Capitulo | : Se planteé el problema de la invesigacion, asi mismo se describieron los

objetivos de la investigacion , asi mismo su justificacion y viabilidad.

Capitulo Il : Comprende los antecedentes internacionales y nacionales del mismo modo

las bases cientificas tedricas que incluye los conceptos basicos de la investigacion.

Capitulo Il : Se plante6 la Hipotesis general y derivadas, asi mismo se identifico,

describié y operacionalizacion las variables de estudio.

Capitulo IV : Se describié la metodologia que incluye el disefio metodoldgico,el disefio
muestral ,las técnicas e instrumentos de recoleccién de datos, asimismo las técnicas de
procesamientos de la informacion y las técnicas estadisticas utilizadas en el analisis de

la informacion.

Capitulo V: Se presentd el analisis y discusion , realizando el andlisis descriptivo ,

tablas de frecuencias , gréficos y discusion de los resultados obtenidos.

18



Se presentd las conclusiones y recomendaciones obtenidas de nuestra investigacion
por ultimo mencionaremos las fuentes de informacion consultadas y el grupo de anexo

gue se realizé en esta investigacion.

19



CAPITULO |

PLATEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1  Descripcion de la realidada problemética

La fitoterapia es la terapia basada en plantas, alimentos y elementos nutritivos. Se
encuentra entre las mas antiguas. Esta terapia utiliza esencias puras de plantas para
tratar diversos problemas, asi como dermatol6égicos, alérgicos, digestivos,
ginecoldgicos, etc. disminuyendo los efectos secundarios y haciendo méas efectivos
los tratamientos. La fitoterapia a través de los extractos naturales y sus destilaciones
artificiales constituye la base de la medicina moderna y de la cosmética actual.

El conocimiento de las plantas medicinales, ya sea a través de la magia, religion,
necesidad o casualidad, o a veces como consecuencia del ensayo-error ha permitido
obtener un conocimiento de las plantas medicinales entre las diferentes culturas que
constituyen la base de la medicina moderna, sabiduria que nos corresponde a todos
conocer y salvaguardar como parte de nuestro patrimonio. En la actualidad ha
resurgido el interés publico y cientifico en el desarrollo de la medicina natural
tradicional con el impulso de nuevas tecnologias que descubren cada dia nuevas
propiedades y aplicaciones a los diferentes principios activos de las plantas,
subrayando el caracter dinamico y de servicio en beneficio de la humanidad en el
estudio de las plantas medicinales.

La odontologia no escapa de estos antecedentes historicos, que nos ofrecen una
alternativa a tomar en cuenta, y a la vez nos estimula para asumir con responsabilidad

nuevos retos que nos llevan a proponer recursos novedosos para el control y
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tratamiento de las enfermedades estomatolégicas con mayor prevalencia en nuestra
poblacion.

A su vez, la cavidad bucal constituye un ambiente favorable para la colonizacién de
microorganismos oportunistas como la placa bacteriana y los hongos del género
Céandida, siendo la placa bacteriana la responsable de las enfermedades de caries
dental y enfermedad periodontal y la levadura Candida albicans el principal agente
etiologico de la candidiasis oral, por lo que se considera que cuatro de cada mil
pacientes que acuden a una consulta odontolégica presentan sintomas de infeccién

candidiasica.

En la actualidad existe una gran variedad de agentes antimicrobianos, llamados
colutorios, entre estos esta la Clorhexidina al 0,12 %, como el agente mas utilizado en
el medio, dada su eficacia en la eliminacibn de microorganismos cariogénicos. Sin
embargo, presenta efectos secundarios adversos, como disgeusia y tincion dental,
razones que limitan su utilizacién. De la misma manera hay una gran cantidad de
agentes antimicoéticos, entre estos tenemos a la nistatina, donde estudios han
demostrado su acciéon eficaz frente a la candidiasis oral. No obstante, aun no
sabemos cual de estos antisépticos orales tiene mayores ventajas para el
mantenimiento de la salud bucal por lo que creemos necesario comprobar su

verdadera eficacia
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1.2. Formulacién del problema

1.2.1 Problema general

¢Cuél es el efecto antifingico de un extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia

Officinalis al 25% y 50% o sobre Candida Albicans ATCC10231?

1.2.2 Problemas Especificos

Problema 1:

¢,Cudl es el efecto antifungico de un extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia

Officinalis al 25% sobre cepas de Candida Albicans, en comparacion a Nistatina?

Problema 2:

¢, Cual es el efecto antifungico de un extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia
Officinalis al 50% sobre cepas de candida albicans ATCC10231, en comparacion a

Nistatina?

Problema 3

¢,Cudles es la diferencia del efecto antifingico de un extracto hidroalcohdlico de hojas

de salvia Officinalis al 25% y 50%, frente cepas Candida Albicans ATCC10231?
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1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo principal

Determinar el efecto anti fungico de un extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia

Officinalis al 25% y 50% sobre Candida Albicans ATCC10231

1.3.2 Objetivos especificos

Comparar el efecto anti fungico de un extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia

Officinalis al 25% sobre Candida Albicans ATCC10231, en comparacion a Nistatina.

Comparar el efecto anti fangico de un extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia
Officinalis al 50% sobe cepas de Candida Albicans ATCC10231 en comparacion a

Nistatina.

Determinar la diferencia del efecto anti fungico de un extracto hidroalcohdlico de hojas

de salvia Officinalis al 25% y 50%, frente cepas Candida Albicans ATCC10231.

1.4 Justificacion

1.4.1 Importancia de la investigacion

La presente investigacion tiene importancia tedrica y social ya que aportara al
conocimiento cientifico sobre la existencia de plantas medicinales con propiedades
antifingicas, la cuales podrian ser alternativas de prevencion y tratamiento de las
patologias mas frecuentes de la cavidad bucal, como la candidiasis oral, y de esta
manera elaborar farmacos naturales, los que en su composicion contengan

compuestos quimicos propios de estas plantas, gracias a las bondades de la medicina

23



tradicional, generando asi una variedad de productos de uso farmacéutico de origen
natural propios de nuestra biodiversidad, los cuales tengan propiedades antifingicas
sobre hongos orales, permitiendo que las poblaciones de bajos recursos econémicos
puedan acceder a un menor costo alternativas de tratamiento para el control de

candidiasis bucal.

1.4.2. Viabilidad de la investigacion

El sustento legal en la elaboracion de trabajos de investigacion se sustentd en la leyes
y normas siguientes: En la ley universitaria N° 23733 en su capitulo VIII, articulo 65,
66,67 sefiala el proceso de investigacidon que involucra a estudiantes y a la Universidad
en sus distintos programas como medio de contribuir al desarrollo nacional de todos los
ambitos del proceso educativo. En este caso se trata de la gestion a través de la

herramienta integral de identificacion institucional.

Del mismo modo se entendié en el proyecto educativo nacional al 2012 en el objetivo
estratégico N°5 que menciona sobre la educaciéon superior de calidad que aporta el
desarrollo y la competitividad nacional, en la politica N° 24 que menciona la relacion de
la investigacion como modo esencial de la trasformacion educativa. Como también en
la vision de la Universidad Alas Peruanas “Ser una institucion acreditada y solidaria,
relacionada con su entorno nacional e internacional, congruentes con los avances

cientificos y tecnolégicos de punta para impulsar el desarrollo del pais”.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion.
2.1.1 Nivel Internacional:

CORDOVA | Y COL. (2016) realizar6n un estudio en México titulado “ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA Y ANTIFUNGICA DE UN EXTRACTO DE SALVIA APIANA
FRENTE A MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA CLINICA”. El estudio tuvo como
objetivo evaluar el potencial efecto antibacteriano y antimicético in vitro de S. apiana
frente a algunos patdégenos de importancia clinica. El estudio fue de tipo experimental,
la poblacion estuvo formada por cepas bacterianas Gram positivas de coleccion
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Estreptococos pyogenes ATCC 19615) y una
cepa de Enterococcus faecalis obtenida del laboratorio de microbiologia de un hospital
local. Se utiliz6 también un microorganismo Gram-negativo: Escherichia coli ATCC
25922. Por otra parte, se obtuvieron 2 levaduras (Candida Albicans y Candida
tropicalis) del laboratorio de microbiologia de la Facultad de Odontologia Mexicali de la
Universidad Auténoma de Baja California. El extracto hexanico de Salvia apiana
(RSAH) se re disolvié en dimetilsulfoxido (DMSO) y se obtuvo una solucion de 27
mg/ml, a partir de la cual se prepararon las diluciones subsiguientes: 27; 13,5; 6,75 y
3,37ug/10ul; dichas soluciones fueron usadas en los experimentos bajo Ila
denominacion de 2, 3, 4 y 5, respectivamente. Posteriormente, se prepararon
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suspensiones de los microorganismos que se iban a evaluar; estas tuvieron una
turbiedad de 0,5(bacterias) o 1,0 (levaduras) en la escala de Mc Farland. Los
resultados hallados fueron que todas las concentraciones del extracto RSAH inhibieron
significativamente el desarrollo de las bacterias Gram positivas al compararse con el
vehiculo. Los resultados muestran halos de inhibicién de 10 a 24 mm, de 28 a 40 mm y
de 9 al7 mm frente a S. aureus, S. pyogenes y E. faecalis con un efecto dependiente
de la dosis excepto en el caso de S. pyogenes. Un dato interesante es que el
crecimiento de la bacteria Gram-negativa (E. coli ATCC 25922) no se vio modificado
por el extracto RSAH si se compara con el efecto que tuvo el vehiculo (ausencia de
variacion en el halo de inhibicion, p > 0,05). El extracto RSAH produjo un aumento
significativo en el halo de inhibicion de C. albicans en comparacion con el vehiculo. Se
observa un efecto antimicotico dependiente de la dosis, con halos de inhibicion que van
desde 8 mm hasta 13 mm. Por otra parte, el crecimiento de C. tropicalis no presento
modificaciones importantes por la presencia del extracto (0-40% de aumento en el halo
comparado con el vehiculo, p > 0,05).En el estudio se concluye que Salvia. apiana
demostré una gran actividad antibacteriana contra S. pyogenes, incluso a las
concentraciones del extracto mas bajas, S. aureus y S. faecalis que tuvo un efecto

antifangico frente a Candida Albicans y no frente a Candida Tropicalis.”

SUWANMANEE S, KITISIN T, LUPLERTLOP N. (2014), investigaron las propiedades
antifingicas de extractos crudos de diez especies de plantas medicinales en Tailandia.
Se extrajeron muestras de crudo mediante el proceso de extraccion de agua caliente.
Se determinaron la concentracion inhibitoria minima (MIC) y zona de diametro de

inhibicién en cada extracto contra diez cepas fungicas, y fluconazol fue utilizado como
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control positivo. AL usar la Piper betel sobre las cepas de Candida Albicans, se hallé
gue la concentracion minima inhibitoria fue 4 mm, la zona de inhibiciéon 12 + 1.02 mm y
el porcentaje de inhibicion fue 37.5% + 1.02 %, mientras que para el farmaco
antifingico fue 17 + 1.14 mm, concluyéndose que el Piper sp. Contiene un gran numero
de moléculas bioactivas, incluyendo los polifenoles, alcaloides, esteroides, saponinas y

taninos que exhibieron citotoxicidad contra cepas fangicas.

YANEZ G. (2014). realizaron un investigacion titulada “/INVESTIGACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y FITOQUIMICA DE EXTRACTOS DE PLANTAS
MEDICINALES FRENTE A LOS MICROORGANISMOS PATOGENOS ESCHERICHIA
COLI'Y CANDIDA ALBICANS’. El objetivo fue determinar la actividad antimicrobiana y
anti fungica sobre los microorganismos patdgenos Escherichia coli y Candida Albicans
se emplearon 4 metodologias de obtencion de extractos de 8 especies vegetales. Las
metodologias de extraccion involucraron solventes de diferente polaridad tales como:
agua, etanol y hexano. Las plantas medicinales estudiadas fueron: albahaca (Ocimum
basilicum), ambo (Nicandra physalodes), guayaba (Psidium guajava), hierba luisa
(Cymbopogon citratus), matico (Aristeguietia glutinosa), ortiga negra (Urtica dioica),

paico (Chenopodium ambrosioides), tomillo (Thymus vulgaris).

Los extractos que demostraron los mejores porcentajes de inhibicion del crecimiento de
Escherichia coli fueron: la maceracion en etanol de tomillo, con una media del 100% de
inhibicion del crecimiento; el macerado en etanol de paico, con una media del 100% de
inhibicién del crecimiento; la decoccion de tomillo, con una media del 75% de inhibicion
del crecimiento. Para Candida albicans fueron: la maceracion en etanol de paico, con

una media del 100% de inhibicion del crecimiento; el macerado en etanol de tomillo,
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con una media del 100% de inhibicidon del crecimiento; la maceracidn en etanol de

matico, con una media del 75% de inhibicién del crecimiento.

En el caso del extracto etandlico de paico este demostré que inhibe en un 100% el
crecimiento de Escherichia coli a una concentracion de 2500 mg/l. En cambio, el
extracto etanolico de tomillo inhibe su crecimiento a una concentracion de 5000 mg/l. El
extracto etandlico de paico y el extracto etandlico de tomillo demostraron que inhiben el

crecimiento de Candida albicans a una concentracion de 2500 mg/l.

El analisis fitoquimico determin6 que las hojas de paico y tomillo contienen metabolitos
secundarios tales como: aceites esenciales, taninos, flavonoides vy triterpenos,

esteroides. Ademas, las hojas de paico contienen alcaloides y las de tomillo saponinas.

(©)

SOOKTO T, SRITHAVAJ T, THAWEBOON S, THAWEBOON B, SHRESTHA B.(2013)
realizaron un estudio en Tailandia titulado “IN VITRO EFFECTS OF SALVIA

OFFICINALIS L. ESSENTIAL OIL ON CANDIDA ALBICANS”

El objetivo fue determinar las actividades anticandida del aceite esencial de Salvia
officinalis L. (S. officinalis) contra Candida albicans (C. albicans) y los efectos
inhibidores sobre la adhesion de C. albicans a la superficie de la resina de
polimetilmetacrilato (PMMA). Se utiliz6 el método de difusion en disco se usé por
primera vez para evaluar las actividades anticandida del aceite esencial de S. officinalis
L. frente a la cepa de referencia (ATCC 90028) y 2 cepas clinicas de Candida albicans.
Luego se determiné la concentracion inhibitoria minima (MIC) y la concentracion letal

minima (MLC) mediante el método de membrana modificada. La adhesién de C.
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albicans a la superficie de la resina de PMMA se evalu6 después de la inmersién con
aceite esencial de S. officinalis L. a diversas concentraciones de 1 x MIC, 0,5 x MIC y
0,25 x MIC a temperatura ambiente durante 30 min. Se us6 ANOVA de una via para
comparar la adhesién de la célula de Candida con los agentes de pre tratamiento y la
prueba de Tukey se us6 para comparaciones mdultiples. Los resultados mostraron que
el aceite esencial de S. officinalis L. exhibi6é actividad anticandida contra todas las
cepas de Céandida Albicans con una zona de inhibicién que varia de 40.5 mm a 19.5
mm. El MIC y MLC del aceite se determinaron como 2.780 g / | frente a todas las cepas
de prueba. Segun los efectos sobre la adhesion de Candida Albicans a la superficie de
la resina de PMMA, se encontr6 que la inmersion en el aceite esencial a
concentraciones de 1 x MIC (2.780g /L), 0.5 x MIC (1.390g /L) y 0.25 x MIC (0.695 g
/ L) durante 30 minutos redujo significativamente la adherencia de las 3 cepas de
prueba a la superficie de resina de PMMA de una manera dependiente de la dosis (P
<0.05). Se concluye que el aceite esencial de S. officinalis L. exhibi6 actividades
anticandida contra C. albicans y tuvo efectos inhibidores sobre la adhesion de las
células a la superficie de la resina de PMMA. Con mas pruebas y desarrollo, el aceite
esencial de S. officinalis se puede utilizar como un limpiador de dentaduras
antimicéticas para prevenir la adherencia por candida y asi reducir el riesgo de

estomatitis por dentadura postiza asociada a candida.
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NACIONALES:

TIPULA M. (2016) realizo una investigacion titulada “EFECTO ANTIFUNGICO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE HOJAS DEL PIPER ANGUSTIFOLIUM
‘MATICO” SOBRE CEPAS DE CANDIDA ALBICANS COMPARADA CON LA
NISTATINA, ESTUDIO IN VITRO”, El objetivo fue evaluar el efecto antifungico del
extracto hidroalcohdlico de hojas del Piper angustifolium “matico” sobre cepas de
Céandida albicans comparada con la Nistatina in vitro. El estudio fue experimental, la
muestra consistié en 32 placas Petri; 8 placas para nistatina y 24 para las 3 dosis de
Piper angustifolium. Se obtuvo como resultados: la nistatina a las 24 horas tuvo un halo
de inhibicién de 22.6 + 1.1 mm. El Extracto hidroalcohdlico de hojas Piper angustifolium
al 12 % obtuvo un halo inhibitorio, de 25.8 + 1.4 mm dentro de las 24 horas, y 11.9 +
0.8 mm (resistente) a las 48 horas. En las concentracién al 10% el halo inhibitorio fue
16.8 + 1.3 mm alas 24 horas, y 8.6 + 1.4 mm a las 48 horas. En las primeras 24 horas,
existe similitud en el efecto antifungico de la nistatina y la concentracion al 12% del
extracto hidroalcohdlico de hojas del Piper angustifolium, diferenciandose con el resto
de concentraciones. Conclusiones: La dosis de nistatina de 300 microgramos Yy la dosis
al 12% de extracto hidroalcohdlico de hojas del Piper angustifolium tienen efecto
antifangico en las primeras 24 horas, mientras que la dosis al 10% tiene un efecto

intermedio, para el resto de concentraciones es resistente.

QUINTANILLA J. (2016) realiz6 un trabajo titulado “EFECTO ANTIBACTERIANO IN
VITRO DEL CARVACROL (ACEITE DE OREGANO) SOBRE CANDIDA ALBICANS” El
trabajo de investigacion tuvo como finalidad determinar el efecto antibacteriano in vitro

del extracto de aceite de orégano, carvacrol, sobre cepas de Céandida Albicans. Se
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prepar6 el extracto de aceite de orégano, carvacrol, al 0,1 % in vitro, empleando el
método de Kirby Bauer (difusion en disco) y la determinacion de la concentraciéon
minima inhibitoria (CMI). Para la evaluacion, se expuso a Candida Albicans a cuatro
concentraciones del extracto de aceite de orégano; asimismo, se considerd un grupo
control con fluconazol y otro con inéculo microbiano, para luego realizar diez
repeticiones en cada caso. Se determiné que existe diferencia estadisticamente
significativa entre el efecto antifungico de las diferentes concentraciones de extracto de
aceite de orégano sobre el crecimiento de Candida Albicans (P<0.05) y fue sensible a
las cuatro concentraciones al comparar los halos de inhibicion segun la escala de
Durafourd. La CMI para la accién antifingica fue de 100 %, (1000 mg/ml). Se concluy6
que el carvacrol, como extracto de aceite de orégano, si tiene efecto inhibitorio in vitro

contra Candida albicans. ©

CALDERON M. (2014), realizaron un estudio llamado “EFICACIA DE DIFERENTES
AGENTES DESINFECTANTES EN LA REMOCION DE CANDIDA ALBICANS,
STREPTOCOCCUS MUTANS Y ENTEROCOCCUS FAECALIS ADHERIDOS A
RESINA ACRILICA DE TERMOCURADO ‘tuvo como objetivo de este estudio fue
evaluar la eficacia de tres desinfectantes en la remocion de Candida Albicans,
Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis adheridos a resina acrilica de
termocurado. Se confeccionaron 51 piezas de resinas acrilicas de termocurado
mediante patrones de cera con las mismas dimensiones (15mm x 15mm x 4mm) y se
sometieron a un sistema de pulido simulando el de las protesis completas. Las piezas
se esterilizaron en autoclave (121 °C x 15min) y luego fueron contaminadas con

cultivos de las cepas de C. albicans ATCC, S. mutans ATCC y E. faecalis ATCC. Luego

31



de la contaminacién fueron expuestas a los agentes desinfectantes NaClO 0,5 %,
clorhexidina 0,12 % y un peréxido alcalino durante 5 min. Las muestras obtenidas a
partir de las resinas fueron sembradas en placas Petri y se observaron los resultados a
las 24h para verificar la remocion o no de los microorganismos. Resultados: Los
resultados fueron analizados con las pruebas estadisticas Chi-cuadrado y Kruskal-
Wallis. Los grupos C. albicans y E. faecalis mostraron una diferencia estadisticamente
significativa entre los tres agentes desinfectantes p=0.001 y p=0.000 respectivamente.
Conclusiones: EI NaClO 0,5 % y clorhexidina 0,12 % tienen una mayor eficacia que las
pastillas efervescentes Corega Tabs® en la remocion de C. albicans y E. faecalis
adheridos a resina acrilica de termocurado. Los tres agentes desinfectantes fueron

eficaces en la remocién de S. mutans.

MARAVI INGA.GUISELLA, (2012) realiz6 un estudio titulado “‘EFECTO
ANTIBACTERIANO Y ANTIFUNGICO DEL ACEITE ESENCIAL DE: Menta piperita
(MENTA), Origanum vulgare (OREGANO) y Cymbopogon citratus (HIERBA LUISA)
SOBRE Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y

Candida albicans ATCC 90028”

El objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto antibacteriano y
antifangico in vitro del aceite esencial de: Menta piperita (Menta), Origanum vulgare
(Orégano) y Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) mediante el método de difusion en
agar con disco, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus
ATCC 10746 y Candida albicans ATCC 90028. Los aceites esenciales de dichas
plantas se obtuvieron por el método de arrastre por vapor de agua. Para realizar el

analisis microbioldgico, se utilizo el aceite esencial de Menta al 50 y 100%, Orégano al
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50 y 100% y Hierba Luisa al 50% y 90%, asimismo, para obtener concentraciones al
50% y 90%, éstas se diluyeron en agua destilada y DMSO (dimetilsulfoxido). Estos
aceites esenciales, fueron comparados con Nistatina como control positivo (para los
hongos) y Gluconato de Clorhexidina al 0.12% (para las bacterias) y como controles
negativos se utilizé: H20 destilada y DMSO. Al realizar las pruebas de sensibilidad in
vitro se obtuvieron los siguientes resultados: De los tres aceites esenciales, al el que
tuvo mayor efecto sobre Streptococcus mutans fue el Orégano, frente a Lactobacillus
acidophilus y Candida albicans fue la Hierba Luisa. El aceite esencial de Orégano y
Hierba Luisa tienen mayor efectividad antibacteriana y antifingica que los controles
positivos: Clorhexidina al 0.12% y Nistatina, a excepcion de la Menta piperita (Menta) al

50% que su accién fue menor que los controles positivos. ©
2.2 BASES TEORICAS
HISTORIA.

Uno de los aspectos méas importantes a considerar es el relativo a los distintos nombres
qgue ha recibido la principal especie patdgena: C. albicans. Desde que Robin la
denominé en 1853 Oidum albicans, esta especie estuvo incluida en 100 sinénimos y
pasada a través de 18 géneros. De estos géneros, solo 2 han prevalecido por largo
tiempo para referirse a esta especie: El Género Monilia, en el cual estaba incluida la
especie Monilia candida (Plaut, 1885), luego Monilia albicans (Zopt, 1890) que domind
la literatura hasta el trabajo de C.M. Berkhout, quien en 1923 propone el Género
Céandida y la especie C. albicans, que fue aceptado por el 3er Congreso Internacional

de Microbiologia en Nueva York en 1939. Desde entonces se pasaron al Género
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Céandida todas aquellas levaduras que no encajaban en el Género Monilia, por lo cual

todas las afecciones producidas por Candida se conocen con el nombre de Candidiasis

©, 10)

TAXONOMIA

Los microorganismos involucrados como agentes etiolégicos de la Candidiasis, se

encuentran actualmente clasificados taxonémicamente de la siguiente forma:
Reino: Hongo

Division: Deuteromycota

Clase: Blastomycetes

Familia: Cryptococcaceae

Género: Candida

Especies: Albicans (como la mas frecuente y virulenta) y otras 6 especies .

El Género Candida comprende mas de 150 especies, cuya principal caracteristica es la
ausencia de forma sexual, con excepcion de algunas especies micoéticas. Son
clasificadas como levaduras, las cuales corresponden a hongos con un modo de

desarrollo predominantemente unicelular.

Solamente una docena de las especies pertenecientes al género Candida poseen la
facultad de adaptarse a una temperatura de 37°C. Y pueden ser ocasionalmente

patégenas para el hombre, estas son entre otras: C. albicans, C. tropicalis, C. kefyr

34



(pseudotropicalis), C. krusei, C. guillermondi, C. parakrusei, C. zeylanvides, C.

stellatoidea y C. brumpti *?

Estudios taxondmicos tratan de diferenciar las diversas especies del género Candida
de acuerdo a sus propiedades Candida para tropicalis no ha sido considerada distinta

a Candida tropicalis ®®

. En el caso de Candida claussenii y Candida stellatoidea la
similitud de su morfologia y fisiologia sobrepasan las diferencias que puedan haber
entre estas especies"?. Diversos estudios sobre C. albicans y C. stellatoidea no
consideran estas dos especies como distintas?. Se ha demostrado por métodos
electroforéticos que C. albicans y C. stellatoidea difieren en el nimero y patron de

cromosomas ¥, pero también se han observado diferencias entre cepas de C.

albicans en cuanto a este aspecto se refiere 14

A través de estudios de biologia molecular mediante la prueba de Southern Blotting,
utilizando enzimas de restriccion para fragmentar el ADN, se demostré que C. albicans

y C. stellatoidea son idénticas.

Recientemente, se publicé un reporte donde se hace mencién a los nhombres viejos,
incorrectos u obsoletos que se le daban a algunas especies de Céandida y a los
nombres aceptados actualmente. Es asi como C. claussenii y C. stellatoidea estan
reclasificadas en la actualidad como C. albicans, por su parte Candida macedoniensis y
Candida pseudotropicalis estan reclasificadas como Candida kefyr y Céandida

paratropicalis esta reclasificada como C. tropicalis.*®
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CARACTERISTICAS DEL HONGO

C. albicans suele presentarse 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 diametro

y seudohifas, que son células alargadas de levadura que permanecen unidas entre si

(16,17,18)

Las levaduras o blastosporas son microorganismos eucarioticos, las cuales se
reproducen asexualmente por un proceso especifico de division celular conocido como
gemacion. Este proceso de division implica la produccién de nuevo material celular
proveniente de la superficie de la blastospora. Cuando el brote o yema ha crecido y se
encuentra en su tamafio 6ptimo, se suscita la division celular y se forma un tabique o

septo entre las dos células. *®

La forma filamentosa del hongo (hifa), es una estructura microscoépica tubular, la cual
contiene multiples unidades celulares divididas por septos y puede surgir a partir de

blastosporas o de hifas existentes. Esta crece continuamente por extension apical.

(18,19)

La apariencia microscopica de todas las especies de Candida es similar; todas las
levaduras son Gram positivas, pero en algunas ocasiones la forma de las blastosporas
puede variar de ovoide a elongada o esférica. Microscépicamente, C. albicans presenta
dimorfismo, el cual es una transformacién de la forma ovoide de las blastosporas
(levaduras) gemantes a hifas. (8%
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Por su parte, Samson sostiene que el material blanco que crece en los medios de
cultivo consiste desde el punto de vista microscopico, en pseudomicelio actualmente
llamados filamentos de C. albicans. Se presenta bajo condiciones de cultivo
semianaerobico o facultativo y estiq 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. En contraste con otras especies
de Céandida, C. albicans tiene una marcada tendencia a formar esporas grandes de
pared gruesa, denominadas clamidosporas, sobre todo cuando se cultivan en un medio
especial como Agar Harina de Maiz; la clamidospora tiene un diametro de 7 a 8 micras
y casi siempre se origina en el extremo del pseudomicelio. Es una importante
caracteristica morfolégica en la identificacion de C. albicans. Asimismo, tiene la
capacidad para producir tubos germinales (filamentacion en suero) cuando las colonias
son inoculadas en 0,5 ml. de suero a temperatura de 37°C. Observandose los

resultados después de 2 o 3 horas. %2V

Un tubo germinal se define como una extension filamentosa de una célula
levaduriforme que mide alrededor de la mitad del ancho y tres a cuatro veces el largo
de la célulal8,19. El tubo germinal de C. albicans ha sido descrito como un tubo sin
constriccién en el punto de origen y tiene una apariencia similar a “espejo de mano”.
Este puede formarse al inocular células de C. albicans en suero humano (inclusive si el
suero ha sido congelado y almacenado), asi como en suero de diversos animales como
perro, bovino, conejo, cochino de Guinea y caballo. En cambio, este no se forma en

suero caliente coagulado.®”
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La formacion de tubos germinales en suero esta afectada directamente por la
concentracién celular en el inéculo, ya que la proporcién de células capaces de formar
filamentos, disminuye progresivamente al aumentar la concentracion celular por encima
de 107 células por ml. De igual forma, demostr6 este autor que el rango de temperatura

en el cual se forman los tubos germinales oscila entre 31°C y 41°C18.

La composicion quimica de C. albicans esta representada por 20-40% de proteinas y
30-50% de polisacaridos, mientras que la proporcién de lipidos es variable20. La
fraccion lipidica va a depender de la cepa, edad del cultivo, condiciones ambientales y

del origen de la fuente de carbono®?

La pared celular de C. albicans esta compuesta principalmente por los polisacaridos
Manan, Glucan y Quitina. Aungue la sintesis de los componentes de la pared celular
esta dinamicamente influenciada por las condiciones de crecimiento y por los estadios
metabolicos, en la literatura existen bastantes datos acerca de la composicion quimica
de dicha pared. El polisacarido manan representa aproximadamente entre 15,2% y
22,9% del peso seco y poco mas de 40% de los polisacéaridos de la pared celular del
hongo. El D-Glucan 3-1-3 y el D-Glucan 3-1-6 constituyen entre 47% y 60% del peso
seco de la pared celular. Otros componentes han sido reportados, tales como proteinas
(22.2324.25.28) an cantidades que oscilan entre 6% y 25%, lipidos entre 1% y 7% y Quitina
entre 0,6% y 9% del peso de la pared celular . Las proporciones de los componentes
gue constituyen la pared celular de las levaduras y de los tubos germinales es
relativamente similar, aunque la cantidad de Glucan Alcali-soluble y Alcali-insoluble y

de Quitina de C. albicans varia de acuerdo con la forma de crecimiento.®”?®

38



Estudios ultraestructurales de la pared celular de C. albicans han demostrado una
compleja microarquitectura. La pared tiene un espesor variable y esta compuesta por
varias capas, las cuales se han puesto de manifiesto por diferencias en la densidad
electronica. El nimero de capas y su morfologia varian; esta variacion esta relacionada
con varios factores tales como: la etapa de crecimiento celular, la forma de crecimiento
(como levadura o como tubo germinal), la capa seleccionada para su estudio, el medio
de cultivo empleado para el crecimiento celular y los procedimientos de fijacion . La
mayoria de los investigadores han descrito cinco capas dentro de la pared celular, las
cuales son (de adentro hacia afuera): Manoproteinas, B-Glucan-Quitina, R-Glucan,

Manoprotefnas y una capa de fibrillas.®*>%

Poulain y colaboradores®? han observado hasta ocho o nueve capas en la pared
celular de C. albicans, aunque estos resultados se refieren a una variedad de paredes
celulares provenientes de células que crecieron en diferentes medios de cultivo y en

distintos periodos de tiempo.

Se ha demostrado que después de cultivar a C. albicans en medios donde haya
carencia de nutrientes y someter al hongo bajo esas condiciones por periodos de
tiempo muy prolongados, las capas de Manan de la pared celular desaparecen

gradualmente.®?

Los polisacaridos del tipo Manan estan localizados a lo largo de la pared celular y
éstos, predominan en las zonas de alta densidad electrénica. (29,230)%%3*% Las capas

internas de la pared celular estan compuestas mayormente por Quitina y Glucan.(18)@?
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Estos componentes le dan rigidez a la célula y son esenciales para la division

celular.®>%®

. Estan presentes tres tipos de Glucan:

1) Glucan 3-1,6 altamente ramificado,

2) Glucan 3-1,3 altamente ramificado y

3) Un Glucan muy complejo 3-1,6-3-1,3 mezclado con Quitina.

Las proporciones de ciertos tipos de Glucan difieren entre las levaduras y los tubos
germinales de C. albicans. Durante las primeras etapas de la formacion del tubo
germinal, se sintetiza casi exclusivamente Glucan 3-1,322. La Quitina se encuentra en
las células en forma de levadura, en las hifas y en los tubos germinales, aunque la

proporcién es mayor en las hifas .®

La capa externa de fibrillas de la pared celular de C. albicans, tanto en levaduras como
en hifas estd compuesta de Manan o Manoproteinas, aunque este componente
también esta localizado en varios lugares de la pared celular. Esta capa ha sido

descrita en ocasiones como un revestimiento mucoso o capsular®”

Candidiasis Mucosa Bucal.

Segun Bagéan, citado por Lopez y otros la candidiasis "es una enfermedad micotica
causada por cualquiera de las especies del género Candida, constituyéndose como
una enfermedad oportunista, muy frecuente en nuestros dias, en la que siempre
debemos investigar la presencia de factores favorecedores del crecimiento y

transformacién patégena del germen"©®
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Santana5 la define como una enfermedad de la piel y la mucosa, causada por un

hongo del género Candida.®?

Epidemiologia

La candidiasis es una enfermedad cosmopolita muy frecuente y una de las micosis mas
importantes y de mayor frecuencia en la cavidad bucal; afecta a ambos sexos y a

cualquier edad, aunque son mas frecuentes en los extremos de la vida. “°

Los hongos del género Candida son habitantes habituales en boca, sistema
gastrointestinal, piel y vagina, por lo que se consideran agentes infecciosos endégenos
especificos. Son poco virulentos, no son transmisibles y solo producen infeccion de la
mucosa en presencia de una predisposicion local o general manifiesta o ambas, de ahi

que sean considerados hongos oportunistas"

Céandida crece mejor en superficies humedas y templadas, por lo que es causa

frecuente de vaginitis, dermatitis del pafial y muguet bucal “?

Para Arendorf, Menditi y Valentini, citados por Ceballos “* la Candida esté presente en
la economia bucal en el 40 % de la poblacién, mientras que para este Ultimo solo esta
presente en el 7 % de la poblacién normal. Por otra parte, Burketl4 plantea que en la
boca del portador sano, este microorganismo es escaso (menos de 200 células ~ mL de

saliva) y que su frecuencia varia segun la poblacién estudiada .“"
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En relacion con el VIH (SIDA), los reportes de los diferentes autores son diversos. En
Cuba, un estudio de 211 autopsias de pacientes con infeccion VIH realizadas en un
periodo de 10 afios, demostré una frecuencia de micosis invasivas del 44,1 %. La
candidiasis en segundo orden de frecuencia con 31,1 %, con un predominio de las

manifestaciones orofaringeas.

La candidiasis orofaringea es el prototipo de la infeccion por Candida en los pacientes
infectados por el VIH. Su incidencia varia del 62 % en pacientes seropositivos al VIH

hasta el 95 % en pacientes con SIDA.“¥

C. albicans fue el patégeno mas frecuentemente encontrado tanto sola (62 %) como en
combinacion con otras especies de Candida (31 %) en un estudio realizado por Saag y
otros en una serie de 74 pacientes VIH positivos, en EE.UU (16)“®; Patton y otros,en
ese mismo pais, comunicaron una prevalencia del 20 % de CMB en 238 pacientes
adultos infectados. Tsang y Samanarayake,18 reportaron una frecuencia de aparicion

del 6,9 %, especificamente de candidiasis eritematosa.“®

Etiologia

El agente causal de la moniliasis o candidiasis es la C. albicans, aunque otros hongos
de la especie pueden ser también patdgenos para el hombre.5 Para que este hongo se
convierta en patdégeno de la cavidad bucal tienen que coincidir una serie de factores
tanto sistémicos como locales que se ofrecen a continuacion segun los criterios de los

diferentes autores.

Segun Budtz-Jorgersen citado por Ceballos:8
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Factores sistémicos

e Infancia, vejez, embarazo.
e Alteraciones endocrinas: diabetes mellitus, hipotiroidismo.
e Trastornos nutricionales: deficiencias en Fe, folatos y Vit B12.

¢ Enfermedades malignas: leucemia aguda, agranulocitosis.

Defectos de inmunidad: SIDA, aplasia timica, corticosteroides.

Factores locales

e Xerostomia: sindrome de Sjogren, irradiacién, empleo de drogas, etc.

e Antibiéticos de amplio espectro.
e Corticoides.

e Dieta rica en carbohidratos.

e Leucoplasia. Cancer bucal.

e Protesis (estomatitis protética).

e Tabaco fumado.*®

Segun Ceccaotti

Factores generales

e Diabetes o prediabetes.

e Antibioticoterapia de amplio espectro y prolongada.
e Corticoterapia (actuando como inmunosupresor).

e Leucemias.

e Linfomas.
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e Canceres diseminados.
e Obesidad.
e Inmunosupresion (hereditaria: agammaglobulina; adquirida: inmunosupresores

en trasplantes, terapia antineoplasica, SIDA).

Factores locales

e Prétesis removibles (estomatitis subplaca).

e Xerostomia.

e Sialorrea (comisural).

e Grandes fumadores.

e Disminucioén de la dimensién vertical (comisural).

e Falta de higiene

e Medicacion antibidtica o corticoides locales (buches, caramelos).

e En el recién nacido (contagio por candidiasis vaginal de la madre, nifieras,
chupetes o mamaderas contaminadas. El escaso desarrollo de las glandulas

salivales la favorece.®”

Formas agudas

Forma pseudomembranosa:

Se conoce bajo el nombre de "muguet'. Se denominan asi unas lesiones que
recuerdan las gotas de yogurt o leche coagulada. Aparece en niflos o en adultos. La

forma infantil puede ser por una contaminacion a través del canal del parto, o por el uso
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del chupete o biberén poco limpios, asociado con la deficiencia de la flora. Si el
contagio ha sido por el canal del parto, la enfermedad aparece aproximadamente a los
7 dias. Clinicamente se manifiesta por la aparicion de unas manchas blancas en toda la
boca, especialmente en surcos, mucosa yugal, lengua, paladar, amigdalas, etc., que se
desprenden facilmente al pasar una gasa, dejando en la zona en la que se asentaba

una superficie enrojecida. Se acompafa de halitosis.

En el adulto cursa igual que en el nifio y suele aparecer tras un tratamiento con
antibioticos, corticoides o en trasplantados renales y en inmunodeprimidos. En la
actualidad hemos de prestar especial atencion a esta lesion, ya que puede ser la
manifestacion inicial de un SIDA. Clinicamente aparecen las manchas blancas en toda
la superficie bucal, siendo mas frecuente en paladar. Suelen ser indoloras y provocan

halitosis.

Forma eritematosa:

También conocida como lengua dolorosa antibiética. Tras un tratamiento con
antibiéticos, el enfermo sufre una depapilacién de la mucosa lingual, acompafiada de la
imposibilidad de ingerir alimentos &cidos, picantes y calientes; disfagia y pérdida del
espesor de la lengua. Esta forma es muy poco frecuente, y no es consecuencia de la
eliminacion de las manchas de una forma pseudomembranosa, ya que los enfermos no
refieren en ningdn momento la presencia de los acamulos blanquecinos. Ambas formas
curan con tratamiento especifico en varios dias, si no son tratadas o no curan, daran

origen a las formas crénicas.

Formas Croénicas
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Forma pseudomembranosa:

Cursa igual que en la forma aguda, diferenciandose por la persistencia del cuadro.

Forma eritematosa:

Sobre la mucosa bucal, especialmente sobre las mejillas y sobre el paladar, aparecen
unas zonas enrojecidas, bien delimitadas, ligeramente dolorosas al contacto con los
alimentos, que pueden acompafarse de formas pseudomembranosas, por lo que
pueden ser una forma evolutiva de las anteriores. En la lengua cursa con depapilacion

en areas. Son muy frecuentes en pacientes con SIDA.

Leucoplasia-candidiasis:

Esta forma de presentacion es una de las que plantean mayores problemas
diagnésticos. Aparece sobre todo como una formacién retrocomisural, generalmente de
forma triangular de base anterior, bilateral, o en forma de parches o placas alargadas o
radiadas. En este sentido, puede confundirse a la hora del diagndstico con el liquen
plano. Son indoloras al palpar encontramos una consistencia dura similar a la de una
leucoplasia. Puede sufrir ulceraciones en su superficie, por lo que hay que realizar el

diagnéstico diferencial con una lesion cancerosa.

Forma nodular:

Es la forma méas rara de presentacion y que comporta mayores problemas
diagndsticos. Suele localizarse en la regién retrocomisural, sobre la que aparecen unas
formaciones nodulares, endurecidas, que no alteran la coloracién de la mucosa y que,

a veces, estan recubiertas de una capa queratésica adherida, dando la impresion que
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se esta ante una lesién leucoplasica, de la que clinicamente es muy dificil de

diferenciar.

Candidiasis asociadas con otras lesiones

Queilitis angular:

También conocida como boquera, "perleche" o "candidiasis angular". Puede aparecer
en personas que tienen una pérdida de dimension vertical, a causa, en parte, de la
humedad continua que se produce en las comisuras. En la forma fisurada, aparecen
unas finas grietas que siguen los pliegues comisurales, cubiertos de una débil capa
cremosa y que, al limpiarla con una gasa, deja un fondo nacarado brillante. Pueden
aparecer elementos vegetantes sobre la lesion descrita. La forma retrocomisural es
muy dificil de deslindar, en la mayoria de los casos, de la forma comisural pura. Suele
ser bilateral, a diferencia de la leucoplasia, y puede asentar sobre ella, agravando su
pronéstico. Puede ulcerarse haciendo mas dificil el diagndstico que, por lo general,
serd siempre histoldgico. Produce molestias, especialmente matinales. La forma

vegetante puede evolucionar a una papilomatosis bucal florida.

Lengua romboidal media:

Hay una serie de lesiones linguales que, tradicionalmente, se han achacado a la
candida, pero que no estan suficientemente explicadas ni su etiologia, ni su relacion
con ellas. Estas son: lengua romboidal, depapilacion en areas, lengua depapilada,
lengua vellosa, lengua pilosa negra. En paladar pueden aparecer unas lesiones que

son copia de las linguales y se las conocen como lesiones de calcado.
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Estomatitis por protesis:

Esta variedad de estomatitis corresponde a un proceso patolégico que aparece en

sujetos portadores de proétesis removibles.
Tratamiento

Ante todo, es conveniente sefialar que la medida preventiva mas importante es evitar la
interferencia con el equilibrio de la flora microbiana y las defensas del huésped, 11¢®)
asi como se hace necesario suprimir los irritantes, tales como los alimentos demasiado

calientes, acidos y picantes; el tabaco y el alcohol.

Se dispone en general de las siguientes alternativas terapéuticas:
Control de factores predisponentes.

Colutorios.

Antimicoticos especificos tépicos y/o sistémicos en uso topico:

e Derivados poliénicos: Nistatina, Anfotericina B.
e Derivados imidazolicos: Miconazol, Ketoconazol, Clotrimazol, Econazol.

e Derivados triazdlicos: Fluconazol, Itraconazol.
Tratamiento sistémico:

Se utilizan los derivados imidazdlicos y triazdlicos, asi como en casos muy

excepcionales la Anfotericina B.7
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El primer apartado consistira en extremar la higiene y controlar los factores locales y
sistémicos antes mencionados. Las proétesis dentales se pueden colocar en una
solucion de hipoclorito sodico diluido (5-10 %) durante la noche después de haberlas
cepillado enérgicamente con detergente. Si presentan depdsitos calcareos se pueden

dejar unas horas en acido acético diluido.®

Si la causa detectada es local, se deberan eliminar estos factores (pérdida de la
dimensién vertical, suspension de antibioticoterapia, si es posible; adaptacion de
prétesis, etc.).1 Para el control de cualquier alteracion sistémica es imprescindible la

derivacion a un médico. “°

Los buches alcalinos (agua bicarbonatada, etc.) mejoran los cuadros leves. También se
puede usar hidroxido de magnesio y gluconato de clorhexidina al 0,2 %, la violeta de
genciana en solucion acuosa al 0,5- 1 % o en pincelaciones del 1 al 5 % al igual que el
azul de metileno, con el inconveniente de que estos ultimos manchan antiestéticamente

los tejidos bucales.
La fitoterapia

La fitoterapia es la ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal
con finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, para atenuar o para curar un estado

patolégico.

Las plantas han sido utilizadas desde épocas primitivas en el tratamiento de
enfermedades. La mayoria de éstas presentan efectos fisiolégicos multiples debido a la

presencia de mas de un principio activo. ¢
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Clasificacion Botanica:

Reino: Plantae

Subreino: Traqueobiota

Divisién: magnoliophyta

Clase: magnoiopsida

Subclase: agnoliopsida

Orden: Laminales

Familia: Lamicease

Género: Vegetal

Nombre cientifico: Salvia officinalis

Nombre vulgar: Salvia

Historia:

S. officinalis se ha utilizado desde la antigiiedad para alejar el mal, mordeduras de
serpientes, aumentar la fertilidad de las mujeres, y mas. Teofrasto escribio sobre dos
salvias diferentes, una un arbusto salvaje la llamo6 sphakos y la otra una planta
cultivada similar la llamo elelisphakos. Plinio el Viejo dijo de esta ultima planta que se
llamaba salvia por los romanos, y se utilizaba como un diurético, un anestésico local
para la piel, un astringente y para otros usos. Carlomagno en su edicto Capitulare de

villis vel curtis imperii articulo n® 70, recomienda la planta para el cultivo en la Alta Edad
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Media, y durante el Imperio carolingio, para que se cultiva en los jardines de los
monasterios.1 Walafrido Strabo la describié en su poema Hortulus por tener un aroma
dulce y ser util para muchas dolencias humanas y se dirigido de nuevo a la raiz griega

para el nombre y la llamé lelifagus.2®V

La planta tenia una gran reputacion en toda la Edad Media, con muchos dichos en
referencia a sus propiedades curativas y valor.3®? A veces se llama S. salvatrix (salvia
el salvador), y fue uno de los ingredientes del Vinagre de los cuatro ladrones, una
mezcla de hierbas que se supone que debian proteger de las plagas. Dioscorides,

Plinio y Galeno las recomendaban como diurético, hemostatico, emenagogo y tonico.

(61)

Descripcion:

Es una planta perenne aromética de hasta 70 cm de altura. Tallos erectos y
pubescentes. Hojas pecioladas, oblongas y ovales, mas raramente lanceoladas, con la
nervadura bien marcada. Flores blanco-violaceas en racimos, con corola de hasta 3
cm, cuyo labio superior es casi recto; el céliz es mas pequefio que la corola con

tonalidades purpureas.
Propiedades:
Medicinales:

Tiene muchas propiedades medicinales como antisudorifica, hipoglucemiante,
emenagoga, estimulante, antiespasmddica, astringente y antiséptica. *® Por ello es

cultivada como planta medicinal.
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En la medicina tradicional austriaca la Salvia Officinalis administrada por via oral, como
infusion o masticada, se utiliza para el tratamiento de enfermedades del tracto

respiratorio y gastrointestinal, boca vy piel. 53

La investigacion cientifica sugiere cierta eficacia para el tratamiento de la enfermedad

de Alzheimer. Igualmente mejora la memoria en sujetos sanos jéovenes. ©%

Como condimento tiene un sabor ligeramente picante. En la cocina occidental, se usa
para condimentar carnes grasas (especialmente las marinadas), quesos, y algunas

bebidas.

Las semillas de salvia en Gran Bretafa, por generaciones han sido catalogadas como
una de las hierbas esenciales, junto con el perejil, el romero y el tomillo (como en la
cancion popular «Scarborough Fair»). Tiene un sabor salado, ligeramente picante.
Aparece en muchas cocinas europeas, sobre todo italianas, de los Balcanes y de
cocina de Oriente Medio. En la cocina britanica y americana, se sirve tradicionalmente
la salvia y el relleno de cebolla, como acompafamiento de pavo asado o pollo en la
Navidad o el Dia de Accion de Gracias. Otros platos incluyen cazuela de carne de
cerdo, queso Sage Derby y la salchicha de Lincolnshire. A pesar del uso comun de
hierbas tradicionales y disponibles en la cocina francesa, la salvia nunca halld

preponderancia alli.
Principios activos:
Contiene aceites esenciales, flavonoides y principios amargos.

Fitoquimica:
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El aceite esencial de Salvia officinalis cambia su composicion de acuerdo a la época
del afo, la naturaleza del suelo y el estado de estrés de la planta. Muchos
componentes, sobre todo monoterpénicos y sesquiterpenos, se encuentran de manera
regular tales como canfeno, pinenos a y 3, limoneno, B-ocimenos (E y Z), terpinoleno,
a-copaeno, B-bourboneno, linalol, acetatos de linalilo y bornilo, aromadendreno,
terpinen-4-ol, terpinenos a y vy, a-humuleno, &-cadineno, éxido de cariofileno, manol,
sabineno, felandrenos a y B, alcanfor, humuleno, p-cimen-8-ol, cariofileno, acetato de
a-terpililo, p-cimeno, borneol, isoborneol, tricicleno, sabinol, acetato de isobornilo,
acetato de sabinilo, a-gurjuneno, alo-aromadendreno, viridiflorol, a-tuyeno, tuyonas a y
B, 6xido de humuleno, cadinoles a y &, salvenos cis y trans, mirceno, 3-cubeneno,

farneseno, carvona, fencona, a-malieno, B-copaeno y calameneno.®

Se han identificado diterpenos abietanicos tales como saficindlido, sageona, acido

carndsico, carnosol, rosmadial, rosmanol y epi-rosmanol(56)

Nistatina

La nistatina es un polieno macrélido, que se usa como antifiingico de amplio espectro,
al tener una gran toxicidad por via sistémica queda restringido su uso a la via topica. La
Nistatina es un miembro importante de un grupo relativamente grande y variado de
antibioticos antifungicos altamente insaturados que se logra aislar de cultivos de
Streptomyces noursei. Por su estructura quimica y para diferenciarla de otros
antibioticos con propiedades antifungicas, se la incluye dentro del grupo denominado
antibioticos antifungicos de tipo poliénico. Este farmaco presenta tres formas

polimorficas, denominadas Tipo A, Tipo B y Tipo C. Los polimorfos tipo A y B son los
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mas comunes y pueden interconvertirse por efecto de condiciones ambientales. 21 La
nistatina se une de manera irreversible a los esteroles de la membrana presente en las
especies de candida. Las moléculas de polieno presentan mayor afinidad por los
esteroles fangicos, incluyendo el ergosterol que por los esteroles humanos, lo que
permite una toxicidad relativa. Esta union irreversible altera la permeabilidad de la
membrana y posibilita la salida de componentes intracelulares esenciales y como
consecuencia la muerte celular. En bajas concentraciones la nistatina es fungistética,

mientras que en concentraciones mas elevadas tiene actividad fungicida. ©”

2.3 Definiciéon términos basicos

Céandida Albicans: Es un hongo diploide asexual (forma de levadura)23 y saprofito, de
la familia de los Sacaromicetos. Habitualmente se encuentra en la cavidad oral, en el

tracto gastrointestinal y en la vagina

Extracto hidroalcohdlico: Los extractos hidroalcohdlicos son extractos liquidos
concentrados, obtenidos de la extraccion de una planta o parte de ella, utilizando como
solvente alcohol y agua. Presentan sedimento, color y aroma caracteristicos de la

planta de la cual se obtienen.

Efecto antifungico: Se entiende por antifUngico o antimicético a toda sustancia que
tiene la capacidad de evitar el crecimiento de algunos tipos de hongos o incluso de

provocar su muerte.
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CAPITULO IIl: HIPOTESIS Y VARIABLES DE INVESTIGACION

3.1 FORMULACION DE HIPOTESIS

3.1.1 Hipotesis General:

HO: Extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis, no posee efecto anti fingico
sobre cepas de Candida Albicans ATCC10231.

H1: El extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis, posee efecto anti fungico

frente cepas de Candida Albicans ATCC10231.

3.1.2 Hipotesis especificas

Hipétesis especifica 1

Ho: No existe una diferencia significativa entre el efecto antifingico del extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 25% y Nistatina 300ug/ml sobre cepas
de Candida Albicans ATCC10231.

H1 Existe una diferencia significativa entre el efecto antifiingico del extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 25% y Nistatina 300ug/ml sobre cepas

de Candida Albicans ATCC10231.

Hipoétesis Secundaria 2
HO: No existe una diferencia significativa entre el efecto antifungico del extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 50% y Nistatina 300ug/ml sobre cepas

de Candida Albicans ATCC10231.
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H1: Existe una diferencia significativa entre el efecto antifiungico del extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 50% y Nistatina 300ug/ml sobre cepas

de Candida Albicans ATCC10231.

Hipotesis secundaria 3
HO: No existe una diferencia significativa entre el efecto antifingico del extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 50% y el extracto hidroalcohdlico de
hojas de salvia officinalis al 25%sobre cepas de Candida Albicans ATCC10231.
H1: Existe una diferencia significativa entre el efecto antifingico del extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 50% y el extracto hidroalcohdlico de

hojas de salvia officinalis al 25% sobre cepas de Candida Albicans ATCC10231.

3.2 Variables, definicion conceptual y operacionalizacion.
Variable dependiente: Candida Albicans ATCC10231.
Variable independiente: Efecto antifiingico de extracto hidroalcohdlico de hojas de

Salvia officinalis.
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Operacionalizacion de variables.

Variable Definicion Dimension Indicador valor escala
independiente conceptual
Extracto elaborado de | concentracién | Concentracion 25% | nominal
hidroalcohdlico a | extracto de porcentual 50%
base de SALVIA | salvia
OFFICINALIS officinalis
(salvia)
variable Definicién dimension indicador valor escala
dependiente conceptual
Inhibicién del Discos de Tamafio del 1- Cuantit
crecimiento de | inhibicién halo formado resistente ativa
Efecto un patégeno alrededor del <14 mm, de
antifingico | ( hongo) disco medidos | 2- razén
en mm Intermedio
15-17 mm
3- sensibles
>17mm.
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CAPITULO IV: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1 Disefio metodoldgico
4.1.1 tipo de investigacion
Segun el periodo o secuencia: transversal

Canales afirma que “los estudios de tipo transversales estudian las variables en, un

determinado momento haciendo un corte en el tiempo”.
Segun tiempo de ocurrencia de los hechos: prospectivo

Canales menciona que los estudios prospectivos se registra la informacion segun va

ocurriendo.
Segun analisis y alcance: explicativo.

Canales menciona que estos estudios estan dirigidos a contestar porque sucede
determinado fendbmeno, cual es la causa o cual es el efecto. En este tipo de estudio se

compara la relacién causa-efecto entre grupos de estudio.
4.1.2. Disefio de Investigacion

Estudio Experimental:
4.1.3 Nivel de investigacion:

Experimental con post prueba donde habran 2 grupos el experimento y el control a los

gue se aplicard la sustancia antifingica
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4.2 Diseiio muestral

4.2.1 Poblacion:

Placas agar con cepas de Candida Albicans ATCC 10231
4.2.2 Muestra:

Se realizé calculo en donde se aplicd la siguiente férmula para hallar el tamafo

muestral (comparacion de medias):
Donde:

N= 2(Za,ZB) 2S?

d2

N = elementos necesarios en cada una de las muestras
Za = Valor Z correspondiente al riesgo deseado
Z3 = Valor Z correspondiente al riesgo deseado
S = desviacion tipica
D = diferencia de las dos medias valores de las medias.
Reemplazando, se obtuvo el siguiente resultado:

N = 2(Za,ZB) 2S?

d2
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N = 2(1.96+0.84) *2(0.3785937)?
(0.8333)?

N =7,12364755

En conclusion, los elementos necesarios para realizar la presente investigacion, fueron

8 placas para cada muestra.
Criterios De Seleccion
Criterios De Inclusion
e Cultivos de Candida albicans ATCC 10231 de la misma cepa.
Criterios De Exclusion:
e Placa contaminada con otros hongos.

4.3. Técnica e instrumento de recoleccién de datos
Técnica;

Observacion directa

Instrumento;

Ficha recoleccion de datos

4.4 Técnicas de procesamiento de informacién

4.4.1. Preparacion extracto hidroalcohdlico de Salvia Officinalis
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Recoleccién de la muestra

e Se procedio a recolectar 5 kg de hojas de salvia officinalis.

e Se puso a secar las hojas envueltas en papel craf, lo que era cambiado una

vez al dia por un periodo de 15 dias.

Molienda y conservacién

e Trituracién hojas secas de SALVIA OFFICINALIS
e Tamizado en malla de 40

e Conservacion del polvo fino en frascos ambar de boca ancha.

Obtencidon de extracto

e Se procedera al pesado del polvo fino obtenido y se mezclara con un litro de
alcohol al 96%.

e Después de cinco dias se procedera al filtrado con papel filtro fino

e El extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis obtenido se colocara en
recipiente de vidrio (pirex)

e Se pondra a secar en horno a 40 °C

e Después de 24 a 48 horas se extraerd el principio activo

4.4.2 Cultivo cepa Candida Albicans ATCC10231

Para la preparacion del in6culo se us6 la Candida albicans ATCC 10231, cepa de
caracter clinico, que se multiplican en agar dextrosa Sabouraud de 48 h para la candida
albicans. Se suspendieron los microorganismos en solucién salina 0.85% estéril y se
ajusto la turbidez al equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland para Candida
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albicans, para lo cual se tomara con un asa estéril 1 a 4 colonias de se transfirid a un
tubo con 4 a 5 ml. de solucion salina estéril, controlando la turbidez del in6culo, hasta
obtener la misma turbidez que el patron de Mc Farland 0.5., que equivale

aproximadamente a 1- 2 x 108 UCF/mL
Inoculacién de las placas:

Después de ajustar la turbidez de la suspension del indculo, se tomara un hisopo seco
y estéril y se procedié a sembrar el indculo fungico de Candida albicans en la superficie
de las placas Petri de 90x150mm que contenian el medio Agar Dextrosa Sabour, donde
se siguié cuatro direcciones diferentes para asi conseguir una buena inoculacion

fungica y posteriormente se dejé reposar durante 15 minutos.
Aplicacién de los discos a las placas inoculadas

Se esterilizara discos de 6 mm de diametro y con pinzas estériles se procedié a colocar
en cada una de las placas que contenian Agar dextrosa sabourd los siguientes discos:
1disco con 300ug/ml de Nistatina, 1discos con 10 u/ml de extracto hidroalcohdlico de
hojas de salvia officinalis (salvia) en las concentraciones de 25% y 50%, Los discos

fueron embebidos con las respectivas sustancias con la ayuda de una micro pipeta.
Incubacion

Después de la colocacion de los discos, las placas se dejaron reposar por 15 minutos
para que las sustancias se disiparan en el medio. Luego, las placas fueron llevadas a

incubar a 37°C por un periodo de 48 horas.

Toma de datos
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Después de las 48 horas de incubacion, cada placa es examinada y se procedera a la
lectura de los diametros de los halos de inhibicién, los cuales fueron medidos con la

ayuda de un calibrador manual (Vernier)

4.5 Técnica estadistica utilizada en el andlisis de la informacidon.

Se realizara el andlisis estadistico univariado, bivariado y multivariado en el programa

SPSS 22 .0 (Statistical Package for the Social Sciences).

4.5.1 Analisis univariado:

De las variables cuantitativas se obtuvo las medidas de tendencia central (media, moda
y mediana), y las medidas de dispersion (desviacion estandar y varianza).

4.5.2 Andlisis bivariado:

Se realiz6 el andlisis de la relacion entre variables; si presentaran distribucion normal,

se utilizara la prueba ANOVA , la prueba de TUKEY
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CAPITULO V: ANALISIS Y DISCUSION

5.1 Analisis Descriptivo, tablas, frecuencias

Tabla N 1 : Determinacion de los halos inhibitorios de Nistatina frente a

Céandida Albicans ATCC10231

Desviacion
N Minimo Méaximo Media estandar
Nistatina 10 14 17 15,8 1,033

N valido (por lista)

10
Fuente: Base de datos

Grafico N1: Determinacion de los halos inhibitorios de Nistatina frente a

Candida Albicans ATCC10231

18

14

12

10

MEDIDA DE HALOS DE INHIBICION

64



Interpretacién

La actividad anti fungica de la Nistatina frente a candida albicans ATCC10231 tuvo un
promedio de halos de inhibicion de 15 + 1,03 m, segun la clasificacion es de nivel

intermedio

Tabla N 2 : Determinacion de los halos inhibitorios del extracto hidroalcohdélico de

hojas de salvia officinalis al 25% frente a Candida Albicans ATCC10231

Desviacion
N Minimo  Maximo Media estandar

concentracion extracto
2504 10 15 18 16,6 ,966

N valido (por lista) 10

Fuente: Base de datos.

Grafico N 2: Determinacion de los halos inhibitorios del extracto hidroalcohélico de

hojas de salvia officinalis al 25% frente a Candida Albicans ATCC10231
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Interpretacion

La actividad antifungica del extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia al 25% frente a
Céandida Albicans ATCC10231 tuvo un promedio de halos de inhibicion de 16 + 0,96

mm segun la escala es de nivel intermedio.

Tabla N 3: Determinacién de los halos inhibitorios de Extracto hidroalcohdlico de hojas

de salvia officinalis al 50% frente a Candida Albicans ATCC10231

Desviacion
N Minimo  M&ximo Media estandar
Concentracion
Extracto 50% 10 22 28 25,9 2,025

N valido (por lista) 10

Fuente: Base de datos
Grafico N3: Determinacion de los halos inhibitorios de Extracto hidroalcohélico de hojas

de salvia officinalis al 50% frente a Candida Albicans ATCC10231
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Interpretacion

La actividad anti fungica del extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al

50% frente a Candida Albicans ATCC10231 tuvo un promedio de halos de inhibicién de

25 + 2,02 mm, segun la escala es Sensible.

Tabla N 4: Comparacién Halos inhibitorios de Extracto Hidroalcohdlico de hojas de

salvia officinalis al 25% y 50% vs Nistatina

Desviacion
N Minimo  Maximo Media estandar

Nistatina 10 14 17 15,80 1,033
Concentracion extracto

de Salvia 25% 10 15 18 16,60 ,966
Concentracion extracto

de Salvia 50% 10 22 28 25,90 2,025

N valido (por lista) 10

Fuente: Base de Datos

Figura n 4: Comparacién Halos inhibitorios de Extracto Hidroalcohdlico de hojas de

salvia officinalis al 25% y 50% vs Nistatina
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Interpretacion:

Los halos de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al

25%, media 16,6 mostraron un efecto anti fungico muy similar al de la Nistatina, media

15.8, a diferencia del el extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 50%

gue mostré mayor efecto anti fungico halos inhibicion mayor tamafio media 25,9

5.2 Prueba de Hipodtesis

Prueba de normalidad

Normalidad se debe corroborar que la variable aleatoria en ambos grupos se distribuye

normalmente. Para ello se utiliza prueba de Kolmogorov- Sminorv K-S una muestra

cuando las muestras son grandes (>30) o la prueba de Shéapiro wilk cuando el tamafio

de la muestra es<30. El criterio para determinar si la [(VA) se distribuye es;

a. P-valor =>a acepta HO=los datos provienen de una distribucion normal.

b. P-valor <a

Tabla N 5: Pruebas de normalidad

acepta H1 =los datos no provienen de una distribucién normal

concentracién extracto Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

hidroalcohdlico Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
efecto anti Nistatina , 181 10 ,200* ,895 10 ,191
fungico i il

Extract(? Hidroalcoholico 233 10 133 904 10 245

de Salvia al 25%

Extracto Hidroalcohdlico 220 10 188 874 10 111

de Salvia al 50%

Fuente: Base Datos
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NORMALIDAD calificaciones

P-Valor (nistatina) =0,191 |a=0,05
P-valor concentracion 25% = 0,245 | a=0.05

P-Valor concentracion 50% = 0,111 | a=0.05

Conclusion

La prueba de Shapiro-Wilk para obtener la normalidad de las muestras nos
proporciona que el valor de p es > 0,05 para los extractos hidroalcohélicos de hojas de
salvia officinalis al 25% y 50% y para Nistatina, por lo que se acepta la hipétesis nula 'y

se concluye la variable concentracion se comporta de manera normal.

Hipotesis general.

Ho: Extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis, no posee efecto anti fungico
sobre cepas de Candida albicans ATCC10231.
Hi: El extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis, posee efecto anti fungico

frente cepas de Candida Albicans ATCC10231.

Tabla n 6: Efecto Antifangico de extracto Hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis

Fuente: Base de Datos
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Existen evidencias estadisticas que demuestran que la concentracion del extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 25% posee un efecto antifingico
intermedio y el extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 50% muestra un
efecto antifingico Sensible; por lo tanto se rechaza la hipétesis Nula

Se concluye:

El extracto hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis, posee efecto anti fungico frente

cepas de Candida Albicans ATCC10231

Hipdtesis secundarias

Hipotesis secundaria 1

N Minimo  Maximo  Media nivel
Extracto Hidroalcoholico intermedio
de Salvia al 25% 10 15 18 16,60
Extracto Hidroalcoholico Sensible
de Salvia al 50% 10 22 28 25,90
N valido (por lista) 10

Ho: No existe una diferencia significativa entre el efecto antifUngico del extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 25% y Nistatina 300ug/ml sobre cepas
de Candida Albicans ATCC10231.
H;: Existe una diferencia significativa entre el efecto antifingico del extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 25% y Nistatina 300ug/ml sobre cepas
de Candida Albicans ATCC10231.

2 Regla de Decision
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Si p>0,05 se acepta la Ho Si p<0,05 se rechaza la Hg
3. Prueba Estadistica
Prueba paramétrica de Anova: prueba de Tukey

Tabla N 7: Prueba de Tukey para extracto Hidroalcohdlico de hoja de Salvia officinalis
25% y nistatina

95% de intervalo de
(I) concentracion (J) concentracién  Diferencia confianza
extracto extracto de medias Error Limite Limite
hidroalcohdlico hidroalcohdlico (1-J) estandar Sig. inferior superior
Extracto Nistatina
Hidroalcohdlico de ,800 ,638 432 -,78 2,38

Salvia al 25%

Se observa el nivel de Sig. =0,432, siendo este valor mayor que a= 0,05; por lo tanto
No se rechaza la Hg.

Se concluye: No existe una diferencia significativa entre el efecto antifangico del
extracto hidroalcoholico de hojas de salvia officinalis al 25% y Nistatina 300ug/mli
sobre cepas de Candida Albicans ATCC10231

Hipotesis Secundaria 2

1.- Hipotesis

Ho: No existe una diferencia significativa entre el efecto antifUngico del extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 50% y Nistatina 300ug/ml sobre cepas
de Candida Albicans ATCC10231.

H1: Existe una diferencia significativa entre el efecto antifangico del extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 50% y Nistatina 300ug/ml sobre cepas
de Candida Albicans ATCC10231.

2 Regla de Decision:
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Si p>0,05 se acepta la Hg Si p<0,05 se rechaza la Hy

3. Prueba Estadistica:

Prueba paramétrica de Anova: prueba de Tukey

Tabla n 8: Prueba de Tukey para extracto Hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis

de Salvia 50% y Nistatina

95% de intervalo de

(I) concentracién  (J) concentracién Diferencia confianza
extracto extracto de medias Err@r Limite Limite
hidroalcohdlico hidroalcohdlico (I-J) estandar Sig. inferior superior
Extracto Nistatina

Hidroalcohdlico de

Salvia al 50% 10,100° ,638 ,000 8,52 11,68

Fuente: base de Datos

Se observa el nivel de Sig. =0,000 siendo este valor menor que a= 0,05; por lo tanto

se rechaza la Hq.
Se concluye: Existe una diferencia significativa entre el efecto antifingico del extracto

hidroalcohdlico de hojas de salvia officinalis al 50% y Nistatina 300ug/ml sobre cepas
de Candida Albicans ATCC10231

Hipétesis secundaria 3

1 Hipdtesis

Ho: No existe una diferencia significativa entre el efecto antifangico del extracto
hidroalcohdlico a base de hojas de salvia officinalis al 50% vy el extracto
hidroalcohdlico a base de hojas de salvia officinalis al 25% sobre cepas de Candida
Albicans ATCC10231.

H;: Existe una diferencia significativa entre el efecto antifingico del extracto

hidroalcohdlico a base de hojas de salvia officinalis al 50% vy el extracto
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hidroalcohdlico a base de hojas de salvia officinalis al 25% sobre cepas de Candida

Albicans ATCC10231.

2 Regla de Decision:

Si p>0,05 se acepta la Hg

3. Prueba Estadistica:

Si p<0,05 se rechaza la Hg

Prueba paramétrica de Anova: prueba de Tukey

Tabla N 9: Prueba de Tukey para extracto Hidroalcohdlico a base de hojas de salvia

officinalis 25% y 50%

extracto

extracto

salvia al 50%

() concentracion

hidroalcohélico

hidroalcohdlico de

(J) concentracion
extracto
hidroalcohdlico
Extracto
Hidroalcohdlico de
Salvia al 25%

95% de intervalo de

Diferencia confianza
de medias Error Limite Limite
(1-J) estandar Sig. inferior superior
9,300 ,638 ,000 7,72 10,88

Se observa el nivel de Sig. =0,000 siendo este valor menor que a= 0,05; por lo tanto

se rechaza la Hg

Se concluye: Existe una diferencia significativa entre el efecto antifingico del extracto

hidroalcohdlico a base de hojas de salvia officinalis al 50% y 25% sobre cepas de

Céandida Albicans ATCC10231.

5.3 Discusién

En el presente estudio se puede afirmar:
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1 Respecto al efecto antigungico del extracto hidroalcoholico a base de hojas de
salvia officinalis frenta a cepas de Candida albicans ATCC10231 se observa
que:
gque las dos concentraciones de extracto hidroalcoholico a base de hojas de
salvia officinalis presentan formacion de halos de inhibicion siendo para el
extracto hidroalcoholico de salvia officinalis al 25% un promedio de halos de
inhibicién de 16 + 0,96 mm, y para el extracto hidroalcoholico de salvia officinalis
al 50% un promedio de halos de 25 + 2,02 mm

2 Respecto efecto antifungico del extracto hidroalcoholico base de hojas de salvia
officinalis al 25% frente a cepas de Candida Albicans ATCC10231 en
comparacion con Nistanina 300 ug/ml se observa:
gue el extracto hidroalcoholico base de hojas de salvia officinalis al 25%
presenta halos de inhibicion de 16 + 0,96 mm, promedio muy semejante al de la
Nistatina que dio un halo de inhibicion de 15 + 1,03 mm; no evidenciando
direferencia estadistica significativa con un p=0,432

3 Respecto al efecto antifungico del extracto hidroalcoholico a base de hojas de
salvia officinalis al 50% frente a cepas de candida Albicans ATCC10231 en
comparacion con Nistatina 300ug/ml se observa:
gue el extracto hidroalcoholico a base de hojas de salvia officinalis al 50%
presenta halos de inhibicion de 25 + 2,02 mm en comparacion con Nistatina
300ug/ml con halos deinhibicion de 15 £ 1,03 mm, encontrandose diferencia

estadistica significativa con un p=0,000
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4 Respecto a la comparacion del efecto antifungico del los extractos
hidroalcoholicos a base de hojas de salvia officinalis al 25 y 50% frente a cepas
de Candida albicans ATCC10231 se observa:
que existe diferencia estadistica significativa entre el efecto antifungico a

concentraciones diferentes con un p=0,000.

Es importante sefialar que el presente estudio se basa en extracto hidroalcohdlico a
base de salvia officinalis encontrandose pocos estudio que utilizaron dicho compuesto
€S que se va a comparar con otros preparados parecidos, en los cuales hubo

resultados similares frente a cepa de Candida Albicans ATCC10231.
Estos resultados hallados coinciden con:

1 CORDOVA (2016) realizaron un estudio en Meéxico titulado “ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA Y ANTIFUNGICA DE UN EXTRACTO DE SALVIA APIANA
FRENTE A MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA CLINICA”. . el extracto de
Salvia Apiana( RSAH) produjo un aumento significativo en el halo de inhibicion de
Céandida Albicans en comparacién con el vehiculo. se observa un efecto antimicético

dependiente de la dosis, con halos de inhibicién que van desde 8 mm hasta 13 mm.

TIPULA M. (2016) realizo una investigacion titulada "EFECTO ANTIFUNGICO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE HOJAS DEL PIPER ANGUSTIFOLIUM
‘MATICO” SOBRE CEPAS DE CANDIDA ALBICANS COMPARADA CON LA
NISTATINA, ESTUDIO IN VITRO” los resultados nos muestran que el extracto
hidroalcohdlico de hojas Piper angustifolium al 12 % obtuvo un halo inhibitorio, de 25.8

+ 1.4 mm dentro de las 24 horas, y 11.9 + 0.8 mm (resistente) a las 48 horas. En las
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concentracion al 10% el halo inhibitorio fue 16.8 + 1.3 mm a las 24 horas, y 8.6 + 1.4
mm a las 48 horas y la nistatina a las 24 horas tuvo un halo de inhibicién de 22.6 + 1.1

mm.

GABRIELA I. YANEZ A. Y J. RAMIRO VELASTEGUI S (2014). En su investigacion
titulada “INVESTIGACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y FITOQUIMICA DE
EXTRACTOS DE PLANTAS MEDICINALES FRENTE A LOS MICROORGANISMOS
PATOGENOS ESCHERICHIA COLI Y CANDIDA ALBICANS”. Los resultados Para
Candida albicans fueron: la maceracion en etanol de paico, con una media del 100%
de inhibicion del crecimiento; el macerado en etanol de tomillo, con una media del
100% de inhibicion del crecimiento; la maceracion en etanol de matico, con una media
del 75% de inhibicion del crecimiento. El extracto etandlico de paico y el extracto
etandlico de tomillo demostraron que inhiben el crecimiento de Candida albicans a una

concentracion de 2500 mg/I.

SOOKTO T, SRITHAVAJ T, THAWEBOON S, THAWEBOON B, SHRESTHA B.(2013)
en su estudio realizado en Tailandia y titulado “IN VITRO EFFECTS OF SALVIA
OFFICINALIS L. ESSENTIAL OIL ON CANDIDA ALBICANS” se evaluo después de la
inmersion con aceite esencial de S. officinalis L. a diversas concentraciones de 1 x
MIC, 0,5 x MIC y 0,25 x MIC a temperatura ambiente durante 30 min. . Exhibi6
actividad anticandida contra todas las cepas de Céandida Albicans con una zona de

inhibicion que varia de 40.5 mm a 19.5 mm.

MARAVI INGA.GUISELLA, (2012) en su estudio titulado ‘EFECTO

ANTIBACTERIANO Y ANTIFUNGICO DEL ACEITE ESENCIAL DE: Menta piperita
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(MENTA), Origanum vulgare (OREGANO) y Cymbopogon citratus (HIERBA LUISA)
SOBRE Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y
Candida albicans ATCeC 90028 en los resultados se aprecia que . El aceite esencial
de Orégano y Hierba Luisa tienen mayor efectividad antibacteriana y antifingica que

los controles positivos: Clorhexidina al 0.12% y Nistatina
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados del presente estudio llegamos a las siguientes

conclusiones:

1. El extracto hidroalcoholico a base de hojas de salvia officinalis al 25y 50% de
concentracion presenta actividad antifungica frente a cepas de Candida albicans
ATCC10231.

2. El efecto antifungico del extracto hidroalcoholico a base de hojas de salvia
officinalis al 25% de concentracion frente a cepas de Candida Albicans
ATCC10231, en comparacion con Nistatina. No se halla relacion estadistica
significativa.

3. El efecto antifungico del extracto hidroalcoholico a base de hojas de salvia
officinalis al 50% de concentracion frente a cepas de Candida Albicans
ATCC10231 , en comparacion con Nistatina. Tienen relacion estadistica
significativa.

4. El efecto antifungico del extracto hidroalcoholico a base hojas de salvia
officinalis al 50% de concentracion frente a cepas de Candida Albicans
ATCC10231 , en comparacion con del extracto hidroalcoholico a base de salvia

officinalis al 25% de concentracién. Tiene relacion estadistica significativa.
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Recomendaciones

Recomendar los resultados del presente estudio, informando sobre las bondades que
tiene del extracto hidroalcohdlico de hojas salvia officinalis en comparacion con la
nistatina, a los efectores de salud de manera que se considere como alternativa

terapéutica en el tratamiento de candidisis oral.

Realizar estudios de la actividad antifungica del extracto hidroalcohdlico de hojas
salvia officinalis a diferentes concentraciones y compararlas con otros agentes

antimicoticos para Candida Albicans.

Realizar un estudio de costos, para la fabricacion de colutorios a base de hojas de
salvia officinalis que permita evaluar su comercializacion , para tratamiento de
candidiasis oral; por cuanto un producto natural tiene mayor aceptacion en los

pacientes.
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ANEXOS



ANEXO 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA

EFECTO ANTIFUNGICO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE HOJAS DE SALVIA OFFICINALIS (SALVIA) SOBRE CANDIDA ALBICANS

PROBLEMAS DE

INVESTIGACION

OBJETIVOS DE INVESTIGACION

Hipétesis

VARIABLES E INDICADORES

Problema general

Cual es el efecto antifungico de un
extracto hidroalcohdlico de hojas
de salvia Officinalis al 25% vy
50%0 sobre Céandida Albicans
ATCC10231

Problemas Especificos

Problema 1:

Cual es el efecto antifungico de un
extracto hidroalcohdlico de hojas
sobre

de salvia Officinalis al 25%

cepas de candida albicans
ATCC10231 en comparaciéon a
Nistatina ?

Problema 2:

Cudl es el efecto antifingico de un
extracto hidroalcohdlico de hojas
de salvia Officinalis al 50% sobre

cepas de candida albicans

Objetivo principal

Determinar el efecto anti fungico de
un extracto hiodroalcohdlico de hojas
de salvia Officinalis al 25% y 50%
sobre Candida Albicans
ATCC10231

Objetivos especificos

Comparar el efecto anti fungico de
un extracto hidroalcohdlico de hojas
de salvia Officinalis al 25% sobre
Candida Albicans ATCC10231 en

comparacion a Nistatina.

Comparar el efecto anti fungico de

un extracto hidroalcohdlico de hojas

de salvia Officinalis al 50% sobe
cepas de Candida Albicans
ATCC10231 en comparacion a
Nistatina.

Hipétesis General:
HO: extracto hidroalcohdlico  de
hojas de salvia officinalis, no posee
efecto anti fingico  sobre cepas de
Candida Albicans ATCC10231.

H1: el extracto hidroalcohdlico de
hojas de salvia officinalis, posee
efecto anti fungico frente

cepas de

Céandida  Albicans  ATCC10231
Hipétesis especifica

Hipétesis especifica 1

HO: No existe una diferencia
significativa  entre el efecto
antifingico del extracto

hidroalcohdlico de hojas de salvia

officinalis al 25% vy Nistatina
300ug/ml sobre cepas de Candida
Albicans ATCC10231.

H1 existe una diferencia significativa

Variable dependiente: colutorio de salvia officinalis (salvia)

Dimensiones Indicadores ESCALA VALOR
Concentracion 25%
concentracién _
porcentual nominal 50%
Variable Independiente
Dimensiones Indicadores ESCALA | VALOR
1- resistente
Tamafio del halo
<14 mm,
Efecto antiftingico | formado alrededor _
. 2- Intermedio
nominal

del disco de

inhibicion

15-17 mm

3- sensibles

> 17mm
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ATCC10231 en comparacion a
Nistatina?

Problema 3

Cuales es la diferencia del efecto
antifungico de un extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia
Officinalis  al 25% y 50%, frente
cepas Candida Albicans

ATCC10231?

Determinar la diferencia del efecto
anti fangico de un extracto
hidroalcohodlico de hojas de salvia
Officinalis  al 25% y 50%, frente
cepas Céandida Albicans

ATCC10231

entre el efecto antifingico del
extracto hidroalcohdlico de hojas de
salvia officinalis al 25% y Nistatina
300ug/ml sobre cepas de Candida

Albicans ATCC10231.

Hipétesis Secundaria 2

HO: No existe una diferencia
significativa  entre el  efecto
antifingico del extracto
hidroalcohodlico de hojas de salvia
officinalis al 50% vy Nistatina
300ug/ml sobre cepas de Candida
Albicans ATCC10231.

H1: Existe una diferencia
significativa  entre el  efecto
antifingico del extracto
hidroalcohélico de hojas de salvia
officinalis al 50% vy Nistatina
300ug/ml sobre cepas de Candida
Albicans ATCC10231.

Hipétesis secundaria 3

HO: No existe una diferencia
significativa  entre el efecto

antifingico del extracto
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hidroalcohodlico de hojas de salvia
officinalis al 50% vy el extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia
officinalis al 25%sobre cepas de
Candida Albicans ATCC10231.

H1: Existe una diferencia
significativa  entre el efecto
antifingico del extracto
hidroalcohdlico de hojas de salvia
officinalis al 50% vy el extracto
hidroalcohodlico de hojas de salvia
officinalis al 25% sobre cepas de

Candida Albicans ATCC10231.
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TIPO DE INVESTIGACION

POBLACION Y MUESTRA

TECNICAS E INSTRUMENTOS

ESTADISTICA DESCRIPTIVA E

INFERENCIAL

Disefio metodoldgico

tipo de investigacion

Segun finalidad: aplicada

Segun el periodo o0 secuencia:
transversal
Segun tiempo de  ocurrencia:
prospectivo
Segln analisis y alcance:

experimental

Disefio de Investigacion

Es un estudio Experimental

nivel de investigacion:

Es un estudio Explicatico

4.2.1 Poblacioén:

Placas agar con cepas de Candida

albicans ATCC10231

4.2.2 muestra :

formada por30 placas Petri con cepas

de Candida albicans ATCC10231

Preparacién extracto hidroalcohdlico

Recoleccion de la muestra

. Se procedi6 a recolectar 5kg de hojas de paico

. Se puso a secar las hojas envueltas en papel craf, lo
que era cambiado una vez al dia por un periodo de 15
dias.

e  Molienda y conservacion

. Molienda en un molino de granos

. Tamizado en malla de 40

. Conservacion del polvo fino en frascos ambar de boca
ancha.

e  Obtencion de extracto

. Se procedera al pesado del polvo fino obtenido y se
mezclara con un litro de alcohol al 96%.

. Después de cinco dias se procedera al filtrado con
papel filtro fino

. El extracto hidroalcohdlico obtenido se colocara en
recipiente de vidrio (pirex)

. Se pondra a secar enhorno a 40C

. Después de 24 a 48 horas se extraera el principio activo

ENSAYO CON HONGOS:

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Procesamiento de datos y andlisis
estadistico
Se realizara el andlisis estadistico

univariado, bivariado y multivariado en el
programa SPSS 22 .0 (Statistical Package

for the Social Sciences).

Andlisis univariado:

De las variables cuantitativas se obtuvo las
medidas de tendencia central (media, moda
y mediana), y las medidas de dispersién

(desviacion estandar y varianza).

Andlisis bivariado:

Se realiz6 el andlisis de la relacion entre

variables; si  presentaran distribucién
normal, se utilizard la prueba Anova el

programa deTukey
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Cepas fungicas para el estudio:

Se trabajara con la cepa estandar ATCC, (American Type Culture
Collection) de una especie bacteriana implicada en la candidiasis

bucal:

Candida albicans ATCC10231

Para la reconstitucion, estandarizacion, identificacion, inoculacién,
aplicacién de discos, incubaciéon y toma de datos de la cepa

Céandida albicans ATCC10231, se siguieran los siguientes pasos:

Reconstitucién de las cepas estandar Candida albicans

ATCC10231

Para viabilizar esta cepa flngica se utilizara un frasco conteniendo
Infusién de Cerebro Corazén (BHI) OXOID CM0225. Luego, se
incubara a 370C por el lapso de 24 horas. Al cabo de este tiempo
se realizara un repicaje con este indculo en una placa con Agar
Sabouraud dextrosa OXOID CM0041 y sera incubado por 24

horas.

Estandarizaciéon de Candida albicans ATCC10231

La estandarizacién del inoculo fue segln escala de Mc Farland
0.5, para lo cual se tomara con un asa estéril uno a 4 colonias de
se transfirié a un tubo con 4 a 5ml de solucion salina estéril,

controlando la turbidez del in6culo, hasta obtener la misma
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turbidez que el patron de Mc Farland 0.5., que equivale
aproximadamente a 1- 2 x 108 UCF/mL. 45 Identificacion fungica

de Céndida albicans ATCC10231.

Para lograr la identificacion fingica se realizé un frotis bacteriano,
que consistié en colocar una gota de agua estéril en el centro de
un portaobjetos, luego se flameo el asa de siembra y se tomé en
condiciones asépticas una pequefia cantidad del cultivo bacteriano
y se transfirié a la gota de agua. Se removi6 la mezcla con el asa
de siembra hasta formar una extensién homogénea. Se dej6 secar
la preparacion, se fij6 al calor suave y en seguida se dio la
coloracién Gram para la identificacion fungica. Realizado el frotis y
fijada la levadura, se realizd el examen microscépico
determinando asi la forma y el Gram de la cepa fungica de

Candida albicans ATCC10231.

Inoculacion de las placas:

Después de ajustar la turbidez de la suspension del inéculo, se
tomara un hisopo seco y estéril y se procedié a sembrar el in6culo
fangico de Candida albicans ATCC10231, en la superficie de las
placas Petri de 90x150mm que contenian el medio agar
sabouraud , donde se sigui6 cuatro direcciones diferentes para
asi conseguir una buena inoculacion fungica y posteriormente se
dejo reposar durante 15minutos. Aplicacion de los discos a las

placas inoculadas Se esterilizara discos de 6mm de diametro y
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con pinzas estériles se procedio a colocar en cada una de las
placas que contenian agar sabouraud los siguientes discos:
1disco con 10ul de Nistatina, 1discos con 10ul de aceite esencial
de paico en las concentraciones de 5% y 3%, Los discos fueron
embebidos con las respectivas sustancias con la ayuda de una

micropipeta.

Incubacién

Después de la colocacién de los discos, las placas se dejaron
reposar por 15minutos para que las sustancias se disiparan en el
medio. Luego, las placas fueron llevadas a incubar a 370C por un

periodo de 48 horas.

Toma de datos

Después de las 48 horas de incubacion, cada placa se examinada
y se procederd a la lectura de los diametros de los halos de
inhibicion, los cuales fueron medidos con la ayuda de un

calibrador manual (Vernier)
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Anexo 2

Ficharecolecciéon de datos

Tabla de recoleccién de datos para medir el tamafio de los halos de inhibicién

Candida Albicans

ATCC 10231

Extracto hidroalcohdlico

salvia officinalis 25%

Extracto hidroalcohdlico salvia

officinalis 50%

Nistatina

1

10
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Anexo 03

Autorizacion del labotratorio de Universidad Alas Peruanas Filial Huacho

¢ w UNIVERSIDAD

e \ ALAS PERUANAS
»ﬁd LIA?R IANAS 1

UnVERSSR SHRER US| FILIAL HUACHO

28 0CT. 2000 [ 125 - 0028467

|

|

CUELA DE ESTOMATOLOGIA |
e iEIDa] | =

SOLICITO : . LR DR LARDEATIRR

SENOR : X 3
A2 EaHos D oo gy
\'b"{i‘f:;v 5 P (A € PROresen AL T EST A CCOG LA
APELLIDO PATERNO APELLIDO MATERNO

Documento de Identidad: Carrera Pr ional

(DNI, L.M Boleta)
Cédigo: 2003122210 Ciclo: Turno:
“Teléf 1418672 E-mail: cesanu ™ & (o cond

Ante Ud. con el debido respeto me presento y expongo:

~

73 7 2 e
! LB 2 714} Lo Lpa lpelacd e LT g A Ot aml . ool o eadn
I 4 / /
4 L - " | | 3 o~ /
e oy LW R % <7 A nele JO TN T AV N & B o
a4l 5 700 8 B L tinn. e Lol A o ot o {0 e Trr el
e, o g rat . u'u-‘/b-" R ke Lo e &t
/ | V4 3.l
o Dafe o SO oy il 02, A
_,' / o/
Agradeciendo anticipadamente su ion, quedo de Usted.
Atentamente,
Huacho, . %2 .de. JAEE del 20,3
Adjunto:
1.-.

=4 EYAS TR NAS

4.- =i i

CD. JAVIER DAVID FAMOS DI 65
COCRTINADDR ACADEMICE 0L :sf;&.?n?n?:\%vs.\

2- SREUBP|N s
)

HUACHO: Av. Jorge Chavez N® §/N Barrio Chururo Hualmay - Huaura - Lima Telf.:(01)239 5606 / (01)239 5617
LIMA: Av. San Felipe N° 1109 - Jesas Maria, Lima - Perd. Teléfono: 266-0195, 470-0953 Fax: 470-9838
Website: http://www.uap.edu.pe E-mail: webmaster@uap.cdu.pe




Anexo 4

Juicio de expertos
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Anexo 5

FiguraN1: Hojas de Salvia Officinalis ( salvia)

Figura N2: Hojas de Salvia officinalis(Salvia) seleccionadas para el estudio
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Figura N 3: Hojas salvia Officinalis Secas ( Salvia) a 40 C
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Figura N5: Macerado con alcohol 96%

Figura N 6: Obtencion principio activo de Salvia Officinalis (Salvia)
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Figura N 7: Extractos al 25% y 50% de Salvia officinalis (Salvia)

Figura N8: Preparacion de agar sabouraud
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Figura N9: Petri esterilizadas

Figura N10: Preparacion de discos con el extracto hidroalcohdlicos al 25% y 50%
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Figura N 11: Cepas de Candida albicasn ATCC10231

Figura N 12: Sembrado de cepas de candida albicans ATCC10231

106



Figura N 13: Placas Petri con cepas Candida albicans y colocacion discos con extracto

hidroalcohdlicos al 25% y 50%

Figura N 14: Halos de inhibicion
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