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I. SUMARIO

El presente trabajo de investigacion, parte de la problematica que representa la enfermedad de
caries dental, la cual puede ser prevenida y su proceso evolutivo alterado; es por ello que se realizé un
estudio experimental in vitro, llevado a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, en donde se observo el comportamiento
de los microorganismos cariogénicos Streptococcus mutans 'y Lactobacillus acidophillus, en relacion a
su crecimiento, en medios selectivos especificos adiciondndoles el extracto de la corteza del arbol

encino.

Para dicho estudio se recolectd una muestra de corteza de encino, previamente certificada por el
herbario de la Facultad de Agronomia, y se procedid a tratarla bajo protocolo cientifico estricto,
contando con la asesoria de un Licenciado Quimico de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia;
para obtener el extracto puro de dicha corteza, con la utilizacion de un rotavapor, y de esta forma
poder adicionarla a los medios de cultivos para las bacterias. Asi mismo para la obtencion de bacterias,
se adquirieron cepas estandarizadas a nivel mundial, que garantiza que dichas bacterias son puras y

especificas, las cuales se utilizarian para este estudio.

Al ser un estudio in vitro, se prepararon medios de cultivo selectivos solidos, los cuales fueron
Agar-Rogosa, Mitis salivarius y Miieller Hinton. Se utilizé dos metodologias para evaluar el efecto del
extracto sobre el crecimiento bacteriano, siendo una de ellas el método de discos de difusion, y el
segundo método es en agar planta. Se prepararon los medios de cultivos de cada uno de los
mencionados anteriormente, de los cuales se tomaria para grupos controles, y los otros como grupos de

estudio, utilizando ambas metodologias respectivamente.

Realizadas las inoculaciones bacterianas, y transcurridas las 72 horas indicadas para la
incubacion, se procedi6 a observar los resultados, donde se midi6 el halo de inhibicion alrededor del
disco en la metodologia de los discos de difusion, en el que se obtuvo una clasificacion de acuerdo a
esa medida; y en la otra metodologia, se verifico si existid crecimiento total, parcial o no hubo
crecimiento en las areas de siembra de microorganismos en los medios de cultivos. El resultado
obtenido tras revisar ambas metodologias, es que se presentd un crecimiento intermedio bacteriano, es
decir, que hubo un crecimiento parcial en el método de las azadas, y un halo de inhibiciéon de 15mm en

promedio en los discos, concluyendo que el efecto del extracto de la planta es bacteriostatico.



II. INTRODUCCION

En la actualidad se conoce a la caries dental como una enfermedad infecciosa de distribucion
universal, debido a su alta prevalencia e incidencia. Es por ello que han surgido infinidad de estudios y

pruebas a través de los afios para tratar de prevenir dicho padecimiento.

En nuestro pais el indice de caries es bastante elevado, por lo que surge la inquietud de buscar
alternativas preventivas aun mas que las curativas o restauradoras; tomando en cuenta que la gran
mayoria de la poblacidn guatemalteca posee ingresos econdmicos bajos, se piensa en el estudio de las
plantas medicinales como una alternativa de bajo costo para el tratamiento de las infecciones bucales

de la poblacion.

Se conoce que el uso de las plantas medicinales en Guatemala es muy frecuente, gracias a su
facil obtencion y su bajo costo econémico, sumado su facil preparacion, se busca obtener con el
presente estudio, un respaldo cientifico que documente la eficacia de dichas plantas, ya que el uso de

1 (2,3,4)

las mismas es una tradicion en gran parte del territorio naciona , asi como también respaldar las

previas investigaciones.



III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es sabido que la caries dental es una enfermedad de origen multifactorial, que prevalece en la
poblacion mundial asi como en la guatemalteca a través de generaciones; acarreando como resultado
multiples molestias para el individuo que la padece. Por su alta prevalencia e incidencia, se ha

propuesto dar solucion a esta enfermedad con la odontologia restauradora.

Sin embargo con el pasar de los afios, la practica odontologica ha ido evolucionando a procesos
menos invasivos, examinando llegar al ideal que es la prevencion de dicha enfermedad, por medio de

distintos métodos, buscando alterar el proceso de formacion de caries dental.

Estudios previos han reportado que la produccion de una infusion, a partir de la corteza del
arbol de encino, posee efectos astringentes y de inhibicion en el crecimiento sobre los

(6, 18, 20)

microorganismos cariogénicos, pensando en los microorganismos con mayor potencial en la

produccion de caries, siendo estos S. mutans y L. acidophillus.

Si se toma en cuenta el nivel socioecondmico de nuestro pais, asi como la escasa accesibilidad a
una atencion dental de calidad en la mayoria de comunidades rurales, surge la inquietud de observar el
efecto del extracto de la corteza del arbol Quercus peduncularis (encino), sobre las bacterias

cariogénicas S. mutans y L. acidophillus.

Al realizar una revision de literatura de los estudios previos relacionada a este tema, se observa
que el método de extraccion de la corteza es basada en el recetario popular, que indica el proceso
habitual de realizacién de una infusion, asi como las cepas bacterianas estudiadas, son nativas, es decir

tomada la muestra de la saliva de pacientes en edad escolar.

En base a todo lo anterior descrito surge la interrogante ;Habra diferencia si en el método de
extraccion de la corteza se utiliza equipo de laboratorio (rotavapor) bajo un protocolo cientifico? Asi
como (tendra efecto inhibitorio en el crecimiento de los microorganismos cariogénicos S. mutans y L.
acidophillus, como esta reportado en estudios previos? ;jExiste diferencia si se toma una muestra de

cepas nativas como las reportadas en estudios previos, comparada a cepas estandarizadas?



IV. JUSTIFICACION

Con esta investigacion se busca iniciar la utilizacion del extracto de la corteza de encino, para la
fabricacion de un enjuague bucal a futuro, que sea de bajo costo y accesible para la poblacion; el cual
podria llevarse a cabo como un compromiso en conjunto con otras facultades, incluso universidades

interesadas.

De igual manera, se proyecta generar nuevos datos y conocimientos en materia de prevencion,

en relacion al proceso de caries dental.

Siguiendo la linea de investigacion anterior a la presente, se busca poder responder a las
interrogantes e inquietudes de la poblacion de Guatemala sobre la eficacia de las plantas medicinales,
las cuales son utilizadas considerablemente en las comunidades de nuestro pais. Asi mismo se pretende
dar seguimiento a las recomendaciones propuestas en las investigaciones previas, las cuales sugieren el

uso de mayor tecnologia en el proceso de investigacion.



V. REVISION DE LITERATURA

Las piezas dentales son parte esencial del aparato estomatognatico, y debido al medio bucal en
donde se encuentran, generalmente son atacadas con dos enfermedades de alta prevalencia a nivel

universal, las cuales son: caries dental y la enfermedad periodontal.

Los dientes estdn formados en su estructura por esmalte, dentina, cemento y pulpa. El
esmalte es la capa mas externa de la corona anatomica dental que cubre a la dentina. La funcion
especifica del esmalte es formar una cubierta resistente y aislante para los dientes, haciéndolos

adecuados para la masticacion. ¥

Es sabido que el esmalte dental estd compuesto de tejido inorganico, especificamente por
prismas de hidroxiapatita que son sales cristalizadas de fosfato de calcio. Estos cristales de naturaleza
mineral, representan el 97% de su contenido, mientras que el resto de su composicion esta constituido
por el 2% de agua y el 1% de sustancia organica. La dentina, en cambio, es el tejido que aporta el
mayor grado de constitucion de las piezas dentarias. La dentina, a diferencia del esmalte, presenta una
gran proporcion de sustancia organica, principalmente colageno denso y agua. Aunque también es

importante mencionar que la dentina posee un 70% de sustancia mineral. !> '

CARIES DENTAL

La caries dental es considerada en la actualidad como una enfermedad infecciosa de origen
multifactorial y de distribucion universal, es de cardcter cronico, transmisible y posee una gran

prevalencia en el ser humano. *'%

Este padecimiento se caracteriza y determina por la destruccion localizada de los tejidos duros

dentales, especificamente los tejidos mineralizados como lo son el esmalte, la dentina y el cemento.

Este padecimiento comienza en el tejido superficial, es decir el esmalte, si no se detiene su
avance natural, esta afecta en forma progresiva a todos los tejidos dentarios provocando una lesion

irreversible.



El término caries se deriva del latin carious, que significa podredumbre; que en sentido literal se
refiere a la putrefaccion de los dientes. Generalmente se le llama cavidades a las lesiones cariosas, o
areas de caries dental. En odontologia, el término cavidad se refiere a una cavitacién o agujero en un

. . . 11
diente, debido a un proceso carioso. '

Como ya se menciono anteriormente, la etiologia de la caries dental es multifactorial, siendo
estos factores los siguientes: el huésped, el sustrato (es decir la dieta), el tiempo, y los
microorganismos. Para que se inicie el proceso carioso, es necesario que estén presentes todos estos
factores, ya que en presencia de todos y cada uno de estos, son los que componen el inicio de la lesion

de caries. ¥

Tratando de comprender el curso de la caries dental, se desarrollaron multiples teorias acerca
del proceso carioso, la etiopatogenia de la caries dental fue propuesta inicialmente por W. Miller en
1882. Actualmente es aceptada y comprobada la teoria acidogénica o bien llamada quimico-parasitaria,
propuesta en 1890. Lo que nos explica esta teoria es que los microorganismos usan los carbohidratos de
la dieta usando como sustrato a la sacarosa, y produciendo acido como resultado, iniciando de esta

forma el proceso de desmineralizacion. '+ !>

Cuando una lesion cariosa da inicio, es observada como una lesion blanca, en donde el mayor
grado de desmineralizacion se da en la subsuperficie, quedando cubierta por una pequena superficie sin
ser afectada, sin embargo, la lesion cariosa sigue su avance hacia los tejidos dentarios mas profundos,

dependiendo de factores extrinsecos e intrinsecos.

Esta lesion corresponde a una zona de esmalte blanco, tipo gris, opaca, tipicamente observada
por debajo de una capa de placa. La lesion punto blanco es indicacion de descalcificacion del esmalte

subyacente. ?*

A este proceso se anade la disposicion de los prismas de esmalte para que la lesion cariosa

avance hacia la dentina.

Generalmente existen dos superficies en donde las lesiones cariosas son mas comunes, siendo
estas las superficies oclusales, especificamente en las fosas y fisuras de la anatomia dental, y las
superficies proximales o interproximales. Cuando la lesion de caries inicia en la superficie oclusal tiene
una forma de cono invertido, con la base hacia la superficie y el extremo del cono hacia la pulpa dental,
esto es por la disposicion de los prismas de esmalte en donde divergen en una zona radiada de dentro

hacia fuera. A diferencia de cuando la lesidn comienza en una zona interproximal la forma del avance
6



de la lesion es en forma triangular, de base externa y el vértice del triangulo hacia la union

amelodentinaria. ¢ '5 1319

Es de esta forma que nos explica que la lesion cariosa mientras se
encuentra en esmalte, posee una forma definida en cuanto a su avance, gracias a su contenido

mineralizado, inorgéanico y la disposicion de sus prismas de esmalte.

Sin embargo, una vez la lesion alcanza la union amelodentinaria, la situacion cambia, debido a
que la estructura dentinal posee un contenido organico, por lo que la lesion comienza a crecer en
tamafo y proporcion, debido a que posee menores valores de mineralizacion lo cual favorece a una

degradacion cariosa mayor y su extension en sentido lateral. 20)

Cuando la lesion de caries se encuentra activa, existe un intercambio de minerales entre la
superficie del esmalte y el medio bucal, y a esto es lo que llamamos desmineralizacion, ya que influyen

© Se entiende como

factores como las concentraciones de los minerales y el pH de la interfase.
desmineralizacion al movimiento excesivo de minerales desde el esmalte hacia el ambiente adyacente

durante periodos prolongados, estando la lesion de forma incipiente.

En este preciso momento esta lesion ain se considera reversible. La lesion se considerara
irreversible cuando la cantidad de los cristales sean removidos y se vea comprometida la matriz de

proteina estructural, requiriendo una restauracion dental.
Histologicamente, Silverstone dividio la lesion cariosa en zonas.

e Placa

e Superficie de esmalte y pelicula
e (Capa superficial intacta

e Cuerpo de la lesion

e Zona oscura

e Region translucida.

La zona externa es esmalte superficial con poca alteracion, que actlia como gradiente de
difusion, permite que minerales como: Flior, calcio, fosfato y otros iones, entren y salgan del esmalte;

solo se pierde de 5 a 10% del contenido mineral de la capa superficial.

Por debajo de esta region se localiza el “cuerpo de la lesion”, es la zona principal de

3

desmineralizacion y representa casi el 60% de la pérdida mineral. La tercera area se llama “zona



oscura” por el aspecto al microscopio de luz polarizada, y representa una region de pérdida mineral

intermedia a las dos precedentes.

El frente de avance de la lesion, la “zona translucida”, sufre una pérdida mineral semejante a la

zona de superficie, es decir de un 5 a 10%.

A menos que se tomen medidas para detener e invertir el proceso, la lesion avanzara hacia la
dentina; conforme se aproxima a la unién amelodentinal se diseminara en sentido lateral y se desintegra

la capa superficial antes intacta, creando asi una cavidad identificable clinicamente. *”

Para que esto ocurra es necesario llegar a un punto critico en la cavidad oral en donde el pH

disminuya de 5.5 a 5.6 para que el esmalte se descalcifique. '®

FLORA BACTERIANA

Es normal que varios microorganismos estén alojados en el cuerpo humano, y la flora

microbiana del cuerpo se divide en:

e Residente (nativa)
Se encuentra en sitios definidos, y depende de varias condiciones (temperatura,
humedad, tension de oxigeno, presencia o ausencia de sustancias inhibitorias y nutricion.
e Transitoria
Son los microorganismos que se instalan en el huésped por corto tiempo, proviniendo
del medio ambiente, llamados también oportunistas y no necesariamente son patdgenos.
e Suplementaria
Microorganismos que se identifican solo en algunos individuos, quienes los albergan en

escaso niimero pero por bastante tiempo.

Existe la posibilidad de que al haber un desequilibrio de la flora residente, la flora transitoria

pudiera aumentar y en algin caso causar enfermedad. >

Los dientes, surco gingival, mucosa bucal, lengua, saliva, etc. Son lugares donde los
microorganismos se multiplican variando de zona a zona, teniendo cada una su poblacion
caracteristica, siendo asi la flora bucal una entidad dinamica, siendo afectada por numerosos cambios

durante la vida del huésped. El desarrollo de la misma est4 condicionado por los siguientes factores:



Introduccion

Desde el nacimiento del huésped se introducen en la boca varios microorganismos, pero

solo algunos son capaces de establecerse en ella.

Retencion

Confinada a un sitio particular de la boca, como consecuencia de la interaccion. Necesita

de algunos requisitos:

¢ Adherencia

Es la habilidad de la placa dentobacteriana para permanecer fija al diente, ain
con la masticacion de los alimentos, accidon muscular o presiones ejercidas por
enjuagatorios bucales. Algunos microorganismos pueden adherirse a tejidos blandos (S.
salivarius), a tejidos duros (S. mutans, S. mitis y S. sanguis) por la produccion de un
polisacarido extracelular metabolizado por otras especies; o defectos del esmalte, fisuras

oclusales y fosetas, etc.

La adherencia inicial sucede cuando las bacterias que llegan se adhieren a los

sitios de enlace de las proteinas que forman la Pelicula Adquirida.

Las diferencias de cargas entre la superficie celular de la bacteria y la pelicula
pueden variar de acuerdo al tipo de bacteria y del tipo de proteina. Factores como
inmunoglobulinas pueden competir por sitios de uniéon. Un segundo medio para la
adhesion lo componen glucanos formados por colonizadores primarios. Muchas
bacterias son puestas en contacto proximo con el esmalte cuando quedan atrapadas en
fosas y fisuras durante la masticacion. La cavidad bucal resulta un método de cultivo

continuo.

Durante el periodo inicial de multiplicacion es cuando las bacterias se encuentran

en la fase de desarrollo acelerado.

Cuando el crecimiento da lugar a cierta poblacion, existe competencia por los

nutrientes entre células individuales en una misma colonia y otros microorganismos y
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ello puede dar lugar a un retraso en la division celular, muerte de algunas células y el

e . <y <. . . 6,20
inicio de una fase de declinacion del crecimiento o fase estacionaria. >

¢ Sitios protegidos

La matriz adherente de la placa proporciona un habitat protegido para bacterias
que no puede adherirse, siendo el surco gingival el sitio protegido de mayor tamafio, en

donde sobreviven bacteroides melaninogénicus y espiroquetas.
¢ Fuerzas de desprendimiento

Entre ellas se encuentran: el flujo salival, accion abrasiva de los alimentos,
movimiento de la lengua y tejidos blandos, circulacion del liquido del surco gingival y

la fagocitosis en el surco.

¢ Multiplicacion
Hay 4 formas para que pueda llevarse a cabo la multiplicacion:
» pH

Las bacterias inhibidas por pH bajo no pueden sobrevivir en condiciones acidas de la

placa dentobacteriana o bajo la base de una protesis.
» Oxido-Reduccion

El potencial REDOX es muy importante. Los microorganismos anaerobios solo se
desarrollaran en ambientes reductores. Potencial REDOX bajo, s6lo se encuentra en

el surco gingival y en la capa profunda de la placa dental.
» Disponibilidad de sustratos

Los microorganismos deben ser capaces de metabolizar sustratos disponibles de la

dieta o productos metabolicos de otros microorganismos adyacentes.
» Interacciones microbianas

Existen varias relaciones de Mutualismo
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= Simbiosis: Es una interaccion en donde ambos tipos de microorganismos se
benefician.

= Comensalismo: Una de las especies se beneficia mientras la otra no se altera
y no obtiene ventajas. A los microorganismos comensales que tienen
potencialidad de causar enfermedades infecciosas se les llama Anfibiontes.

= Antibiosis: Es una relacion de antagonismo, la cual es importante para el
huésped porque regula la poblacion microbiana e impide el crecimiento
exagerado de algunos microorganismos.

= Sinergismo: Diversos microorganismos producen una reaccidén que no seria

posible si crecieran solos.

Las relaciones no son permanentes, el ambiente y otros factores pueden cambiar una relacion de
simbiosis a la de antagonismo o, a otro tipo. La produccion de catabolitos finales (4cidos, bacteriocinas,

perdxido de hidrogeno) inhiben a los patdgenos no residentes.

Por estimulacion del sistema inmune del huésped como nutrientes y ayudan a mantener un

mejor estado de salud. ¢ 131420

PLACA BACTERIANA

Conocida como una biopelicula que bafa las superficies dentarias, y segiin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) corresponde a una entidad bacteriana proliferante con actividad enzimatica
que se adhiere firmemente a las superficies dentarias y que por su actividad bioquimica y metabdlica ha
sido propuesta como el agente etiologico principal en el desarrollo de la caries dental. Generalmente es
formada por el acumulo de las bacterias, proteinas salivales, residuos epiteliales y restos alimenticios,

tomando la forma de placa. **'?

Esta adherencia es mayor en aquellas caras dentales que no son féciles de limpiar, por ejemplo
en dientes apifiados o mal posicion dentaria, o bien en zonas proximales. '* Una vez formada la placa
bacteriana se hace dificil removerla. Su aspecto clinico habitual es de color blanco, y esta adherido a la
superficie del diente simulando una pelicula. '® Esta pelicula dental comienza a adherirse a las

superficies dentarias a las dos horas de concluida la higiene oral. ¥
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Es necesario resaltar también que, la placa bacteriana en condiciones normales no es un
ecosistema patologico, Su formacion es un proceso normal que ocurre en la boca de todas las personas
y su presencia es, hasta cierto punto, beneficiosa ya que actiia como una barrera frente a la colonizacion

de microorganismos extraorales, a menudo patogenos. ¥

Es importante mencionar que esta placa bacteriana debe su formacion gracias a una pobre o

mala higiene oral.

El proceso comienza con la formaciéon de una matriz aglutinante compuesta por glucoproteinas
presentes en la saliva, que son precipitadas sobre las superficies duras del diente. Este film sirve de

trama para el deposito de diferentes colonias de microorganismos tipicos de la flora bucal. '?

La composicion de esta placa bacteriana varia segun el tiempo de maduracion y la region de la
pieza dentaria colonizada. A esta placa se la ha descrito como una estructura formada por dos matrices

o fases principales, las cuales son,

e La capa salival o cuticula (pelicula) acelular adquirida.
e La capa formada por microorganismos y polimeros extracelulares, o bien la placa dental

propiamente dicha.

CUTICULA O PELICULA ACELULAR ADQUIRIDA

Es una biopelicula delgada, amorfa y electrodensa inmediatamente adyacente a la superficie del
esmalte. Esta se forma en no mas de dos horas en una superficie dental limpia, denominandola cuticula
temprana; ésta carece de bacterias y sus productos estan formados por proteinas y glucoproteinas. En
las cuticulas las fosfoproteinas de la saliva participan en el proceso de remineralizacion —

desmineralizacion. ¥

Esta pelicula se forma a medida que los dientes erupcionan y cuando estan formados por
completo es de incolora, a un tono café claro a gris. La explicacion del por qué esta pelicula esta libre
de bacterias, se debe a que esta membrana amorfa posee grupos sulfatos y carboxilos, presencia que
aumenta las cargas negativas de la superficie dental teniendo las bacterias igual carga negativa, se

produce un efecto de repulsion entre las superficies y las bacterias.

La pelicula se divide en:
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e Pelicula superficial: Constituida de la capa inicial de proteinas salivales.

e Pelicula subsuperficial: Los mismos elementos de la pelicula superficial pero se
dirige hacia abajo en los defectos de la superficie del esmalte causado por
imperfecciones en la superficie o por la desmineralizacion 4cida.

e Pelicula suprasuperficial: Se encuentra entre la pelicula superficial y la bacteria.

La absorcion selectiva de las proteinas salivales sobre la superficie del esmalte, serd lo que
determinara la composicion de la pelicula adquirida. Una de las funciones de la pelicula adquirida es
servir de proteccion de la superficie del diente del desgaste excesivo por la masticacion actuando como
lubricante, asi mismo protege contra el ataque 4cido (alimentos 4cidos). Es semipermeable, reduciendo

la pérdida de iones calcio y fosfato desde la superficie del esmalte. ©

Con el tiempo la pelicula temprana sufre modificaciones y se transforma en una pelicula tardia
en la que se asocian componentes de la saliva, productos bacterianos y exudado gingival. Para que
exista lo colonizacion bacteriana depende de una pelicula pre-existente y al iniciar la colonizacion se
inicia la placa dentobacteriana; es aqui donde la pelicula actia como barrera pasiva que altera la

proporcion en la que los 4cidos difunden la placa a la superficie dental, reciprocamente. '

PLACA DENTOBACTERIANA O CAPA FORMADA POR MICROORGANISMOS Y POLIMEROS
EXTRACELULARES

Es de origen bacteriana en contraste con la pelicula adquirida. En su forma madura consiste de
miriadas de microorganismos embebidos en una matriz gelatinosa relativamente insoluble, que es
basicamente mucopolisacadrida. Al parecer se origina inicialmente en rupturas minimas y defectos de la
superficie del esmalte o por la coalescencia y el depdsito de microorganismos de la saliva. En su forma
madura la placa dentobacteriana contiene muchas bacterias localizadas en los mucopolisacaridos

relativamente insolubles, es acidofila positiva y grampositiva.

Para el estudio de la microflora oral se utiliza la coloracion Gram, y es de importante
significado para diferenciar morfologicamente a las bacterias, levaduras, hongos y protozoos. En si la
técnica utiliza como método de tincion el cristal violeta y se usa para diferenciar en dos grupos la
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microbiota oral, aquellos que retienen la tincion, se llaman Gram positivos, y los organismos que la

pierden, pero toman el color rojo se llaman Gram negativos.

19

Existen varios mecanismos que intervienen en la colonizacion inicial de las superficies dentarias

por las bacterias y en su desarrollo y multiplicacion posterior dentro de la placa,

1.

Adherencia a la pelicula adquirida (colonizacion primaria).

2. Agregacion interbacteriana (colonizacion secundaria).

3. Multiplicacion (colonizacidon secundaria).

COLONIZACION PRIMARIA

Una vez establecida la pelicula adquirida y en ausencia de una higiene oral adecuada,

comienzan a depositarse las primeras poblaciones bacterianas en forma especifica.

Los primeros elementos microbianos de la placa son por lo general oxigeno tolerante
(gram positivos). Aparecen en los primeros dias de formacion de la placa, la placa se forma
aproximadamente a las 6 horas de una limpieza, iniciandose como colonias aisladas,
continuando la expansion durante las primeras 48 horas, estos colonizadores comienzan a
reproducirse y metabolizar activamente. Se puede mencionar entre ellos a los Estreptococos y

Lactobacilos.

Existen propuestas sobre varios mecanismos que expliquen la adsorcion selectiva de las
bacterias sobre la pelicula, ya que la existencia de cargas negativas sobre las bacterias y las
glucoproteinas tienden a dificultar la unidon entre ambas. Sin embargo, los iones calcio presentes

en la saliva pueden neutralizar las cargas y actuar como puentes entre la pelicula y las bacterias.

Al inicio la colonizacion se efectua sobre la base de estreptococos gram positivos,
especialmente S. sanguis. También es posible observar algunos bacilos cortos. Esto puede durar

un par de dias.

El papel de S. mutans en esta fase es variable dado que hay placas no cariogénicas en las

. , 6,14,15
que se los encuentra en bajo niimero o ausentes. ¢ '* %)
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COLONIZACION SECUNDARIA

Luego de la etapa de la colonizacion primaria, se produce la etapa de colonizacion
secundaria y maduracion, en la que la placa sufre modificaciones estructurales. En esta etapa
todo el mecanismo depende exclusivamente de la sacarosa y de la sintesis extracelular de

polimeros de glucosa a partir del desdoblamiento de la sacarosa en glucosa y fructosa.

Una vez existe presencia de sacarosa, las cepas de S. mutans comienzan a sintetizar
polisacaridos extracelulares conocidos como glucanos insolubles (mutanos), los cuales actiian
como verdaderos adhesivos extracelulares. Es asi como los estreptococos sintetizan su propia

sustancia adhesiva que servira para unirlos entre siy al diente.

En un inicio la biopelicula esta formada por cocos grampositivos, pero posteriormente se
desarrolla una poblacién compleja de otros cocos, bacilos y filamentos grampositivos. Por ende,
todo esto provoca un marcado aumento en el grosor con incorporacion y proliferacion de

diversos gérmenes.

En otras palabras, la placa es un conglomerado bacteriano proliferante y
enzimaticamente activo que esta fuertemente adherido a la superficie dentaria, la cual necesita
energia, que toma de los hidratos de carbono fermentables provenientes de la dieta, de esta
forma produce acidos que producen la desmineralizacion de los cristales de hidroxiapatita y asi

iniciard el proceso carioso.

El incremento en el grosor de la placa limita la difusion de oxigeno a poblaciones que
son oxigeno tolerante, los microorganismos que sobreviven en las partes mas profundas de la

placa son los facultativos o anaerobios obligados.

Las bacterias de la placa tienen la habilidad de captar los nutrientes de forma activa, de
modo que el transporte de los azlcares al interior de la célula se hace por dos mecanismos, el de
la fosfoenol transferasa y el de las permeasas. Los S. mutans, S. salivarius y S. sanguis,

disponen de una sistema para el transporte de azucares que es el de la fosfoenol transferasa. ¢ '*

20)
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MICROORGANISMOS CARIOGENICOS

STREPTOCOCCUS

Son cocos grampositivos agrupados en pares o cadenas, no esporulados e inmoviles que
presentan un metabolismo fermentativo y son anaerobios facultativos. Constituyen el grupo mas
numeroso de la cavidad bucal, representando del 20 al 30% del total de las bacterias, también se

encuentran en el tracto respiratorio superior de los hombres.

Se pueden clasificar en tres subgrupos mayores de acuerdo a la base de su desarrollo en agar

sangre:

e Alfa hemoliticos: Producen hemolisis parcial, dan un area verde alrededor de las
colonias bacterianas en el medio de cultivo.

e Beta hemoliticos: Producen hemolisis total, originan una zona clara alrededor de
las colonias en el medio de cultivo.

e Gamma hemoliticos: No producen hemolisis.

La mayoria de los estreptococos de la cavidad bucal son considerados alfa-hemoliticos. !* '

El estreptococo mide 0.5 a 1 micra de diametro. Suelen desarrollarse a un pH entre 7.4 y 7.6.
Aunque su desarrollo ocurre entre 15°C y 40°C, la temperatura 6ptima de cultivo para la mayor parte de

los estreptococos es de 37°C.

STREPTOCOCCUS MUTANS

Especie que fue descrita por Clarke en 1924, a partir de la caries de dentina. Su primer
héabitat es la superficie dentaria del hombre, y su presencia en la placa bacteriana se ve

favorecida por el alto nivel de sacarosa de la dieta.

Existe una relacion directa entre el nimero de S. mutans y la presencia de caries dental,
por lo que un recuento bacteriano alto, como 1 x 10° UFC por mililitro de saliva, indican un alto

riesgo de caries dental.
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Debido a su habilidad para producir caries dentales, se le describe como S. mutans
“cariogénico”; esto relacionado a su capacidad de producir 4cido lactico al metabolizar la
sacarosa. S. mutans puede sintetizar polimeros extracelulares solubles (dextranos, fructanos) e
insolubles (mutanos) a partir de la sacarosa. Estos polimeros insolubles desempefian un papel
fundamental en la adhesion de S. mutans a la superficie dentaria. Es por esto que no se aisla de

la cavidad bucal antes de la erupcion de los dientes temporarios. >4

El S.mutans ha sido reconocido como el agente etiologico de la caries dental. En cultivos
agar mitis-salivarius, son facilmente diferenciados por sus colonias altas, convexas y mucoides,
con margenes ondulados y una estructura interna, reminiscente caracteristica finamente granular

de aspecto de vidrio escarchado. ©

El crecimiento de S. mutans es mas abundante anaerébicamente en presencia de 5% de

CO2 y de 95% de Nitrogeno que aerdbicamente.

El S. mutans crece rapidamente y producen su acidez terminal (aproximadamente pH4)

dentro de las 24 horas. Todas las cepas de S. mutans fermentan al manitol y sorbitol.

La pared celular consta de 6.8% de proteina, 8.9% de acido teicoico glicerol, 33.6% de

polisacarido no peptidoglucano y 49.9% de peptidoglucano. > '

Bajo varias circunstancias S. mutans puede actuar como un patégeno oportunista.

La ruptura del esmalte dental por los productos de fermentacion acidicos durante el
desarrollo de la lesion cariosa da como resultado la invasion de la dentina por los

) . s . o 18,20
microorganismos y por ultimo la infeccion pulpar. %2

Durante la ingesta de alimentos, la concentracion de azucares en la cavidad oral aumenta
hasta 10.000 veces sobre la concentracion en ayunas. Los azlcares entran rdpidamente en las
bacterias y se produce una acumulacion de productos intermedios del metabolismo glicolitico,

que producen la intoxicacion y muerte de la célula.

El S. mutans tiene varios mecanismos para protegerse del exceso de azucares, como son
la sintesis de polisacaridos extra e intra celulares, el incremento del ritmo de la glicolisis y la
llamada puerta de lactato, que consiste en la activacion de una enzima, la lacto/deshidrogenasa,
que actua sobre los productos intermedios de la glicolisis y los degrada rapidamente a acido

lactico, el cual se produce en grandes cantidades. Esta gran produccion de acido lactico en
17



presencia de un elevado aporte de carbohidratos fermentables (especialmente sacarosa), tiene

gran importancia para el inicio de la caries dental. ?*

El S. mutans coloniza particularmente las fisuras de los dientes, y las superficies
interproximales, tiene todas las propiedades asociadas con el poder cariogénico de un

microorganismo.

Se ha demostrado experimentalmente que S. mutans destruye el hueso periapical cuando
se inocula dentro de la pulpa dental y que el mismo organismo se aisla de la sangre hasta 21

dias después de la inoculacion.

Se sabe que la endocarditis bacteriana que resulta de S.mutans se presenta después de un
trabajo dental menor incluyendo al que se realiza en un paciente que sufre de insuficiencia de la

valvula mitral y se sujet6d a una limpieza dental bajo una cubierta de eritromicina.

La terapia profilactica contra la endocarditis bacteriana que es producida por S. mutans

es probablemente mas efectiva con el uso de ampicilina combinada con gentamicina. *

LACTOBACILLUS

En la actualidad se aceptan unas 43 especies dentro del género Lactobacillus, nueve de las
cuales pueden ser aisladas de la cavidad bucal. Las células tienen forma de bacilos y suelen agruparse

en cadenas.

Son microorganismos no esporulados e inmoviles, son grampositivos pero pueden tornarse
gramnegativos en cultivos envejecidos. Los Lactobacilos tienen dos propiedades, son acidogénicos y

Cqg . . .. . 13,14, 15
aciduricos. Sobreviven y se reproducen en condiciones de acidez. 4!

En la saliva de los adultos suman desde 0 a aproximadamente 100,000 por milimetro o mas. 20)

Con respecto a su reaccion frente a la glucosa se pueden denominar “homofermentativas” a las
especies que s6lo producen acido lactico y “heterofermentativas” a las que ademas de acido lactico

elaboran otros productos, como acido acético, etanol y dioxido de carbono.

En la cavidad bucal se hallan especies de ambos grupos. Las homofermentativas no crecen a

15°C en tanto que las heterofermentativas si.
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Las homofermentativas son las mas importantes en relacion con las caries dentales. Se las
asocia con la progresion de la caries dental cuando el pH ya descendié a 5,4 o menos. Asimismo, son

proteoliticas.

En la cavidad bucal existen dos especies: L. acidophillus y L. salivarius; ambas son
homofermentativas y metabolizan la glucosa por la via glucolitica del ciclo de Embden-Meyerhof, con

elevada produccion de acido lactico.

Los Lactobacilos se consideran invasores secundarios, se encuentran entre las bacterias mas
acidofilas que se conocen, ya que son capaces de producir acidos en un pH muy bajo (aciduricos). Son
denominados aciduricos debido a que toleran un nivel de acidez que por lo regular destruye a otras

bacterias no esporuladas. !* %20

A pesar de estas caracteristicas cariogénicas, los lactobacilos presentan poca afinidad por las
superficies dentarias y en consecuencia no se les implica en el comienzo de las caries de esmalte; no

. . . . . 14
obstante, son los primeros implicados en el avance de las caries de dentina. ¥

El pH 6ptimo es de 5.5 a 5.8. El aislamiento y enumeracion de lactobacilos orales se facilita por
medios selectivos de agar Rogosa, que suprime el crecimiento de los demés microorganismos orales
por su alto contenido de acetato y otras sales, es depresor de la tension superficial; la mayoria no son

proteoliticos, no producen indol, no reducen el nitrato y son catalasa negativos. *”

Estos microorganismos actilan principalmente como “invasores secundarios” que aprovechan
las condiciones acidas y la retentividad existente en la lesion cariosa. Dependen fundamentalmente de
la accion anterior de los estreptococos del grupo mutans. Si existen altas concentraciones de
lactobacilos en saliva (>100.000/mL) es un excelente indicador del “riesgo de progresion” de las caries

iniciales existentes. %19

LACTOBACILLUS ACIDOPHILLUS

Pertenecen a la clasificacion de lactobacilos homofermentativos microaerofilos, se

encuentra en el intestino de casi todos los vertebrados mamiferos y algunos invertebrados.

Su cantidad aumenta en relacion al aumento de la ingesta de carbohidratos en la dieta y

pueden llegar a ser predominante cuando se tiene una dieta lactea, son bastante gruesos y de
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longitud variable, se disponen aislados a pares ligeramente flexionados en la union y en cadenas

largas.

Las cadenas largas tienen formas filamentosas y las formas de masa no son raras. Los
cultivos jovenes se tifien uniformemente grampositivos. Poseen reacciones de fermentacion
variables, aunque la mayoria producen acido pero no gas. A partir de la glucosa, lactosa,

maltosa y sacarosa llegan a coagular la leche en 48 horas.
Los lactobacilos se encuentran en las regiones cervicales de los dientes.

La frecuencia con que los lactobacilos se presentan en la encia disminuye cuando la
persona se vuelve edéntula, pero vuelven a presentarse en niveles mucho mas altos que los de

las personas con dientes naturales cuando se les insertan protesis totales.

Los L. acidophillus vivos de origen tanto dental como intestinal producen lesiones de
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union en los conejos. Este organismo puede causar endocarditis. '*

MATRIZ DE PLACA BACTERIANA

Se encuentra constituida por polimeros (proteinas salivales y bacterianas) mas productos finales
bacterianos, (productos difusibles de desecho del metabolismo bacteriano), ademas de enzimas

bacterianas extracelulares y es parte constituyente de la placa dental junto a las bacterias.

Su contenido orgéanico consiste en proteinas y polisacaridos (30% carbohidratos y 30%
proteinas) mas lipidos (15%), productos extracelulares de las bacterias de la placa, su citoplasma y
restos de membranas celulares, restos alimenticios y derivados de glucoproteinas salivales siendo el
carbohidrato predominante el dextrano, y otros en menor cantidad como levano, galactosa, metil-

pentosa en la forma ramanosa.

Su contenido inorganico son principalmente el Calcio y el Fosforo, Magnesio, Potasio y Sodio
en pequefias cantidades cada uno, todos unidos al contenido organico, en menor cantidad en la placa

supragingival temprana y en mayor cantidad en la placa que se transforma en célculo.

Si se aplica Fluor topicamente en los dientes, en el agua bebida, pasta dental o colutorios, el

Fltior se incorpora a la placa. El Fluor puede activar la muerte de los microorganismos directamente o

ayudando a la remineralizacion de la superficie dental. 2
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VARIACIONES DE LA PLACA DENTOBACTERIANA

= Placa de la superficie lisa (supragingival)

= Placa subgingival: la proteccion de tejidos gingivales asegura que los depositos de la placa
sean menos afectados por cambios en el medio bucal. El descenso del potencial REDOX se
logra con mayor rapidez en este ambiente, esta placa madura en menos tiempo que la
supragingival y al tercer dia de su desarrollo, la placa subgingival puede parecerse a una
supragingival de 14 dias.

= Placa proximal: Actinomices Vicosus/Naeslundii es el microorganismo predominante menos
tiempo que la supragingival y al tercer dia de desarrollo, la placa subgingival puede seguido
de Actinomyces Israelii, S. sanguis, S. mutans, etc.

»= Placa de fosas y fisuras oclusales: las partes mas profundas de las fisuras oclusales

contienen pocas bacterias viables y numerosas células muertas.

La placa dental no es un residuo alimenticio. La placa supragingival se forma rapidamente
cuando se duerme, cuando no se ingiere comida a consecuencia de la ausencia mecdnica de los
alimentos y en aumento del flujo salival causado por la masticacion. Los pacientes con xerostomia

registran mayores cantidades de placa supragingival. 2%

MEDIOS DE CULTIVO Y SIEMBRA

MEDIOS DE CULTIVO

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes
que crean las condiciones necesarias para el crecimiento y la multiplicacion de los microorganismos en
el laboratorio. El objetivo es aislar las diversas especies, proceder a identificarlas o llevar a cabo

estudios complementarios.

El crecimiento de los microorganismos dentro de un medio de cultivo o sobre ¢l se denomina

cultivo microbiano. ¥
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Las condiciones que debe reunir un medio de cultivo son las siguientes:

e Debe contener nutrientes adecuados para el microorganismo.
e Contener humedad suficiente.
e Poseer un pH ajustado.

e Ser estéril inicialmente.

Cuando un medio de cultivo es so6lido, se le llama agar y se obtiene cuando un medio de cultivo
liquido se le afiade una sustancia gelificante como el agar. Estos medios se colocan en cajas de petri o

en tubos de ensayo. ¥

Existen medios de cultivo selectivos, los cuales permiten el crecimiento de determinado tipo de
bacterias mientras que inhiben el desarrollo de otros gérmenes. De igual forma, existen medios de
cultivo enriquecidos, que favorecen el crecimiento de ciertos microorganismos exigentes en cuanto a

.. .. o . , 14
sus requerimientos nutritivos e inhiben parcialmente al resto de los gérmenes.

SIEMBRA

Sembrar un microorganismo es colocarlo en un ambiente artificial apropiado para que lleve a
cabo su metabolismo, su desarrollo y su reproduccion. Una condicidon basica de la siembra es que se
realice bajo rigurosas reglas de asepsia. La siembra tiene como finalidad el cultivo, que es el

crecimiento de poblaciones microbianas en un medio de cultivo bajo condiciones de laboratorio.

SIEMBRA POR AGOTAMIENTO POR ESTRIAS

Se trata de un método répido y simple de agotamiento progresivo y continuo del indculo
(material microbiano utilizado para sembrar un medio de cultivo) sobre un medio s6lido contenido en
una capsula de Petri. A medida que se realizan las estrias o azadas, las bacterias pasan del asa al medio
en un numero cada vez menor, de manera que las estrias iniciales proporcionan un crecimiento

confluyente mientras que a lo largo de las wltimas estrias se desarrollan colonias bien aisladas.
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD IN VITRO
METODO DE DIFUSION EN CAJAS DE PETRI

Representa la prueba de susceptibilidad méas ampliamente utilizada en bacteriologia clinica
porque permite obtener resultados bastante exactos mediante un método estandarizado, sencillo, de

ejecucion rapida, econdmica y facil de reproducir.
Existen ciertas normas que deben tenerse en cuenta:
Condiciones de la cepa

e Debe aislarse del material en estudio.
e Debe obtenerse en forma de cultivo puro.

e Debe ser el agente etiologico del proceso infeccioso.
Cualidades de los discos de papel

e Deben tener un tamafio de 5 a 7 mm y un espesor de 0.02 mm.

e Deben cargarse con una concentracion de antimicrobiano o agente en estudio selectivo
de manera que se obtenga una zona de inhibicién no mayor de 40 mm.

e La cantidad de antimicrobiano selectivo que contiene cada disco debe ser justa porque

una sobrecarga falsearia los resultados.
Requisitos del medio de cultivo

¢ Que posea resultados satisfactorios con las cepas de referencia.

e PoseceunpHde 7.2 a74.
Indicaciones para la preparacion de las placas

e Elmedio debera distribuirse uniformemente en la caja.
e La altura del medio debe ser de 4 mm para que se pueda estandarizar la difusion de la
droga porque si se disminuyera el espesor de la capa de agar se obtendrian halos de

inhibicién mas amplios. ¥
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TECNICA DE DISCOS DE DIFUSION

A partir de un cultivo puro del microorganismo, se toman algunas colonias y se las suspende en
un caldo, se incuba entre 2 y 5 horas, de manera de obtener una turbidez final de 0.5 en la escala de Mc
Farland, que equivale a unas 10® UFC/mL. Inmediatamente se sembrara una placa con agar segun la

siguiente técnica:
Diseminacion en superficie

Se embebe un hisopo de algodon estéril en el indculo, se elimina el exceso de liquido
contra las paredes del tubo y se aplica sobre la superficie del agar en zig-zag

(asegurandose de cubrir perfectamente toda el area). ¥

Seguidamente se deja secar entre 3 y 5 minutos, luego con una pinza estéril de puntas finas se

colocan sobre la superficie del agar sembrado discos individuales. ¥

Con respecto a los discos debe tenerse en cuenta que, para asegurar un contacto adecuado y por
lo tanto una difusion uniforme se los debe presionar suavemente, y para impedir la superposicion de los
halos de inhibicion deben estar a una distancia no menor de 15 mm entre siy a 1.5 cm del borde de la

caja.

Luego se incuba durante 12 a 18 horas a 37°C, una vez transcurrido dicho lapso se procede a la
medicion e interpretacion de la zona que circunda el disco, llamada halo de inhibicion. Este informa si

el microorganismo es sensible, resistente o intermedio. !

MEDICINA POPULAR EN GUATEMALA

Es conocido que nuestro pais posee una gran riqueza cultural, heredada gracias a nuestros
antepasados, quienes se apoyaban en la sabiduria de la naturaleza para, en muchas ocasiones curar o

aliviar sus padecimientos o enfermedades.

De este modo, fue como el hombre busco los recursos que tenia a la mano para encontrar cura a
sus dolencias, siendo un recurso el uso de las plantas, dando como resultado el descubrimiento a las

plantas con efectos medicinales. '®
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En Guatemala, la mayoria de la poblacion busca solucionar sus problemas de salud en la
medicina popular, que no es mas que la medicina que se ha practicado con aparente eficacia, sin
embargo, todo el proceso de inspiracion, revelacion, adiestramiento y practica de la medicina popular,

esta empapado en el misterio. ¢ '®

Como se presume, las comunidades indigenas son todavia muy tradicionalistas y aunque en
forma indirecta reciben la influencia de la cultura occidental, conservan para la restauracion de la salud
sus métodos y sistemas ancestrales a través de personas especializadas en el diagndstico y tratamiento

de afecciones tanto fisicas como sobrenaturales.

En la actualidad, a pesar de la gran variedad de medicamentos sintéticos y el papel fundamental
que juegan en la medicina moderna, las plantas medicinales conservan ain su importancia. Y es
necesario mencionar que, aunque la investigacion medicinal actual se encauce hacia la més sofisticada
biotecnologia y gran parte del gremio médico considere absurdo el uso del herbario medicinal, el
concepto terapéutico de los compuestos quimicos naturales se esta modificando gradualmente en todos

los paises. ©.18)

El programa de la OMS sobre medicina tradicional forma ahora parte integrante del programa
mundial de la OMS, relativo a la gestion de los medicamentos y la politica farmacéutica. Tal vez los
motivos principales de ese cambio sean los siguientes: primero, la importancia reconocida de las
plantas como fuentes de productos de valor medicinal y segundo, el reconocimiento de que se necesita

una infraestructura tecnologica apropiada para realizar ese potencial. !'®

Existe un amplio nimero de plantas que no se han estudiado, o bien los estudios que existen son
escasos y en la mayoria de los casos con un enfoque reducido. Si tomamos en cuenta que la flora

Mesoamericana es muy diversa y variada, representaria un valioso recurso a explorar y desarrollarlo.

El programa de la OMS sobre medicina tradicional ha establecido dos estrategias fundamentales
para la fabricacion y el uso agroindustrial de plantas medicinales de componentes normalizados activos

desde el punto de vista farmacologico.

1. La aplicacion de técnicas conocidas y eficaces al cultivo, la elaboracion y la
fabricacion de plantas medicinales a fin de satisfacer las necesidades de salud en

forma culturalmente aceptable y de promover la autonomia.
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2. La distribucion de semillas o plantas a las personas y comunidades para cultivarlas

en los huertos familiares y consumirlas como infusiones.

En los ultimos afios se ha despertado el interés del publico por el uso de remedios y practicas

tradicionales, en particular de hierbas y otras plantas.

Es necesario garantizar la inocuidad del uso de plantas medicinales y de los remedios derivados
de ellas exige no so6lo medidas de control sino también un notable esfuerzo de informacion publica y

ensenanza profesional.

Es importante mencionar también que muchas plantas medicinales de primordial importancia
para la atencion de salud estan desapareciendo debido a las practicas de recoleccion inapropiadas o a la

destruccion de su habitat natural. 7

Existe una continua alteracion y pérdida de cultivos indigenas que a menudo tienen la clave
para hallar nuevas plantas medicinales con capacidad de beneficiar a la comunidad mundial y a las
futuras generaciones. Es por eso que es necesario la aplicacion de los métodos cientificos modernos al
cultivo, la seleccion, la fabricacion y los ensayos clinicos de las hierbas medicinales es el medio mas

. - T . 4,6,18,20
adecuado para transformar el comercio tradicional en la practica industrial moderna. * ¢ '%20)

Es conveniente agregar que en la Facultad de Odontologia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, se instituyo una linea de investigacion donde en un primer intento por desarrollar la
efectividad medicinal de aquellas plantas que el recetario popular indica como efectivas para
afecciones bucales, evaluod un total de 26 plantas, obteniendo a través de infusiones, el componente
activo que se contrastd con microorganismos cariogénicos nativos, observando en muchas un efecto

inhibidor sobre el crecimiento de estos y en otras ninglin efecto.

Dentro de las plantas que demostraron un potencial inhibidor se encontr6 el encino, y por ser
este un arbol abundante y facil de recoleccion se ha decidido darle seguimiento bajo estandares
cientificos mas rigurosos y certeros. Asi mismo estudios anteriores demostraron especies como Q.

. , . , . 18
peduncularis son de las mas efectivas, por lo tanto serd tomado en cuenta para este estudio. ®
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ENCINO (QUERCUS PEDUNCULARIS)

El Encino pertenece a la familia de las Fagidceas y al género Quercus. Se estiman
aproximadamente 370 especies americanas, Muller reconoce 46 de Centro América, 28 descritas en

Guatemala. ®

Los otros nombres con que es conocido el encino son: Bans, Chicharro, Col, Huite, Malcote,

Pitan, Roble, Sical, Sunuj, Zinuh. @9

La especie Q. peduncularis, es de tamafno medio, posee hojas gruesas, coriaceas, de 6 a 16 cm.
de largo, obovadas o elipticas, apice redondeado; tiene flores numerosas al final de un pedanculo
amarillo; es de fruto anual, solitario, subsésil o pedunculado, su copa es ancha de 15-18 mm; la bellota

de 15 mm; es ovoide, pubescente, café oscuro de 1/3 incluido en la copa. ¥

Habita en planicies y colinas secas o himedas con pinos de 900-3000 msnm, ha sido descrito en
Baja Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, Escuintla, Guatemala, Huehuetenango, Jalapa, Jutiapa,

Quetzaltenango, Quiché, Sacatepéquez, San Marcos, Santa Rosa, Solol4, y Zacapa.

Son arboles silvestres de lento crecimiento que puede recolectarse en cualquier momento,

aunque se recomienda su manejo y reforestacion a partir de alméacigos producidos por semillas.

A los arboles de este género se les usa indistintamente con fines medicinales. El cocimiento de
corteza y hojas se usa para tratar afecciones gastrointestinales (diarrea, disenteria, gastritis, tifoidea,

vomitos), menstruaciones excesivas, mal de orin, anemia, resfrio y susto. %’

También puede utilizarse topicamente para desinfectar heridas, granos con pus, y detener la
sangre en heridas y hemorroides sangrantes; en gargarismos para desinfectar la garganta y amigdalas,

fuego en la boca, dolor de muelas, y endurecer las encias, en lavados vaginales elimina la leucorrea.

Se le atribuye propiedad afrodisiaca, antiséptica, astringente, estimulante del SNC, diurética,

hemostética, laxante, expectorante y tonica.

También se le da otros usos populares, ya que la madera es muy usada para hacer carbon, lefia y
pisos de madera; no es una buena madera para carpinteria por ser dura y muchas veces irregular, la

corteza también se usa para tamizar cueros y preparar tintas.
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COMPOSICION QUIMICA

La corteza es rica en taninos. Los frutos contienen fécula como azlicares, grasas, taninos, y
acidos organicos. Las hojas contienen aceite esencial (0.5-1.0%), compuesto por Cineol, Pinenos, P-
cinenos, Timol y Sesquiterpenos; Taninos (3-5%), Alcaloides (7%), Resina (6-14%), Goma (13.5%) y
proteinas (15%).

Sobre la farmacognosia se sabe que la materia médica es la corteza seca. Se usan
indistintamente las especies nativas como medicamento, asumiendo que tienen una composicion y
farmacologia similar a las especies en Europa y Norte América, aunque no se ha demostrado que las

especies nativas sean similares a las de otras latitudes.

Los principales componentes bioactivos del género son taninos y quercetina. La quercetina es

un flavonoide acidico, soluble en etanol, activo contra bacterias y virus Herpes, Polio e Influenza.

A altas dosis puede ser purgante. La decoccion de corteza administrada por via oral en ratones

en dosis de 1 a 5 g/kg no demostré toxicidad aguda; aunque la ceniza parece presentar cierta toxicidad.

Por su actividad tonica y estimulante del SNC esta indicada para su uso oral en el tratamiento de
Atonia Psicofisica y ulceras digestivas. Se recomienda administrar tres veces al dia una dosis de 3-5
g/taza en decoccion. 1-3 ml de la tintura, 1:10 en etanol 35%, 20-40 gotas del extracto fluido y 0.35-
0.70 g/dia del extracto seco.

Por su propiedad astringente, antiséptica y hemostatica, esta indicado su uso en el tratamiento
topico de amigdalitis, hemorroides, faringitis y leucorrea, aplicando una decoccion de 2-6 g/taza o

tintura 1:8 en etanol 35% diluida y aplicada en forma de lavados o gargaras. > ¥

En relacion a la recoleccion del encino, las hojas se recolectan cuando las flores comienzan a
abrirse. No deben recolectarse cuando estan bafiadas por el rocio o la lluvia. Deben desecharse si estan
descoloridas o atacadas por insectos o babosas. Las cortezas se recolectan generalmente tras un periodo
humedo, pues de esta forma se separan mas facilmente del lefio. La duracion del proceso de desecacion

’ 1,9
varia desde unas pocas horas hasta muchas semanas. **
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METODO DE EXTRACCION DE LA CORTEZA

El protocolo cientifico enfatiza en el método de extraccion del principio activo de una planta,
que debe seguirse paso a paso, en donde obtenida la muestra bajo las condiciones antes mencionadas,
se procede a secar la corteza, siendo considerado el paso mas importante para lograr un producto de
Optima calidad, ya que de éste depende que el producto esté en condiciones de comercializarse,
consumirse y conservarse por periodos prolongados. La corteza posee un porcentaje de humedad de 80-

90%, asi como un peso seco de 300-400g y debe de tener una pérdida de 60-70%. @

Una vez llevado a cabo este proceso, se continia con la extraccion por percolacion, o bien
llevada a cabo por un cono de decantacion, este paso, consiste en hacer pasar el disolvente a través de
la droga vegetal hasta su extraccidon completa. La percolaciéon simple, comprende la extraccion

exhaustiva de la droga con el disolvente siempre renovado.

En pequefia escala, la percolacion se realiza en aparatos denominados percoladores, de cuerpo

cilindrico o conico, provistos de un grifo en la parte inferior, para regular el flujo de solvente. V" 2%

no.3)

Luego del proceso de percolacion, la solucién obtenida puede utilizarse para producir extractos
o tinturas. Para preparar los primeros, el liquido obtenido, que se le llama menstruo, se concentra en
rotavapor o un equipo similar y se repite la operacion hasta que se agote la droga con el disolvente

recuperado.

El uso del rotavapor o también conocido como evaporador rotatorio, es un equipo de laboratorio
utilizado para obtener extractos de una droga vegetal, y lo que obtenemos es la concentracion, la cual

representa la etapa siguiente al proceso de extraccion.

Este equipo funciona en base a los siguientes principios:

1. Se coloca la muestra en un balén de evaporacion a 40°C que rota a una velocidad

constante produciendo una pelicula que aumenta la superficie de evaporacion.
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Ya obtenida la concentracion, se utiliza de acuerdo a la investigacion o proceso que se lleve a cabo.

anexo no. 4)

Con la ayuda de una bomba se genera un vacio entre 30 y 300 mbar que facilita la

evaporacion sin necesidad de aumentar la temperatura.

El vapor del disolvente es condensado en el refrigerante que estd conectado a un

sistema de enfriamiento que luego se colecta en un balon colector.

(Ver
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VI. OBJETIVOS

GENERAL

Comprobacion del efecto inhibitorio en el crecimiento de microorganismos

cariogénicos, de la corteza de encino extraido con el método de rotavapor.

ESPECIFICOS

Determinar el efecto inhibitorio del extracto de corteza en el crecimiento del numero de
colonias de S. mutans en base a crecimiento completo, parcialmente completo, intermedio,

parcialmente limitado o limitado.

Determinar el efecto inhibitorio del extracto de corteza en el crecimiento de S. mutans alrededor
de los discos de difusion en base a resistente, parcialmente resistente, intermedio, parcialmente sensible

o sensible.

Establecer el efecto inhibitorio del extracto de corteza en el crecimiento del nimero de colonias
de L. acidophillus en base a su crecimiento completo, parcialmente completo, intermedio, parcialmente

limitado o limitado.

Establecer el efecto inhibitorio del extracto de corteza en el crecimiento de L. acidophillus
alrededor de los discos de difusion en base a resistente, parcialmente resistente, intermedio,

parcialmente sensible o sensible.
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VII. HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA

El efecto del extracto de corteza de encino con rotavapor, no serd de inhibicion en el

crecimiento de los microorganismos cariogénicos.

HIPOTESIS ALTERNA

El efecto del extracto de corteza de encino con rotavapor, serd de inhibicion en el crecimiento

de los microorganismos cariogénicos.
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VIII. VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE

Concentracion del extracto con el método de rotavapor de la corteza de arbol de encino (Q.

peduncularis).

VARIABLES DEPENDIENTES
Inhibicion en el crecimiento del microorganismo S. mutans en agar planta, in vitro.
Inhibicion en el crecimiento del microorganismo S. mutans con discos de difusion, in vitro.
Inhibicion en el crecimiento del microorganismo L. acidophillus en agar planta, in vitro.

Inhibicion en el crecimiento del microorganismo L. acidophillus con discos de difusion, in

vitro.
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DEFINICION E INDICADORES DE LAS VARIABLES

Concentracion del extracto

Producto en el que se ha hecho desaparecer el agua, obteniendo el contenido puro de la

planta en estudio.
Indicadores

Seguido de la utilizacion del rotavapor, obtener un determinado contenido de residuo seco,

de extractos purificados en consistencia s6lida y cristalizada.
Inhibicion en el crecimiento de microorganismos en agar planta para S. mutans

Reduccion en el crecimiento del numero de colonias observadas del microorganismo, en su
medio de cultivo selectivo, siendo para el S. mutans el medio Mitis Salivarius y Miieller

Hinton, que ha sido previamente adicionado con el extracto en estudio.
Indicadores

Observacion del nimero de colonias formadas en las distintas azadas, en el medio de cultivo
clasificandolas en crecimiento completo, parcialmente completo, intermedio, parcialmente

limitado o limitado.
Inhibicion en el crecimiento de microorganismos con discos de difusion para S. mutans

Consiste en un disco de papel fieltro que contiene una dosis de firmaco o extracto en
estudio, colocandolo en la superficie de un medio sélido que ha sido previamente inoculado
con el organismo a prueba; en donde para el S. mutans consiste en los medios Mitis

Salivarius y Miieller Hinton.
Indicadores

Medicion de la distancia del halo de inhibicién de crecimiento microbiano en milimetros,

formada alrededor del disco de papel fieltro, clasificindola como:

Resistente: < 10 mm
Parcialmente resistente: 11 a 12 mm

Intermedio: 13 a 14 mm
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Parcialmente sensible: 15 a 17 mm

Sensible: > 17 mm

4. Inhibicion en el crecimiento de microorganismos en agar planta para L. acidophillus

Reduccion en el crecimiento del nimero de colonias observadas del microorganismo, en su
medio de cultivo selectivo, siendo para el L. acidophillus el medio Agar Rogosa y Miieller

Hinton, que ha sido previamente adicionado con el extracto en estudio.
Indicadores

Observacion del nimero de colonias formadas en las distintas azadas, en ¢l medio de cultivo
clasificandolas en crecimiento completo, parcialmente completo, intermedio, parcialmente

limitado o limitado.

5. Inhibicion en el crecimiento de microorganismos con discos de difusion para L.

acidophillus

Consiste en un disco de papel fieltro que contiene una dosis de firmaco o extracto en
estudio, colocandolo en la superficie de un medio sélido que ha sido previamente inoculado
con el organismo a prueba; en donde para el L. acidophillus consiste en los medios Agar

Rogosa y Miieller Hinton.
Indicadores

Medicion de la distancia del halo de inhibicién de crecimiento microbiano en milimetros,

formada alrededor del disco de papel fieltro, clasificandola como:

Resistente: < 10 mm

Parcialmente resistente: 11 a 12 mm
Intermedio: 13 a 14 mm
Parcialmente sensible: 15 a 17 mm

Sensible: > 17 mm
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IX. METODOLOGIA

1. Recoleccion, percolacion y concentracion del extracto de la planta

Se utiliz6 la corteza de una especie de encino, conocida con el nombre de Quercus
Peduncularis, la cual fue recolectada una muestra y llevada a la Facultad de Agronomia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, especificamente al herbario de dicha facultad, para su

reconocimiento y clasificacion, Ver#nexene-

Una vez clasificada la planta, se buscd obtener aproximadamente 1 libra de corteza.
Seguidamente se procedi6 a procesarla desecandola, a una temperatura de 63° C por un periodo de 24
horas, con un deshidratador casero para asegurar la eliminacion de la mayor cantidad de humedad que

pudiera contener y evitar la proliferacion de hongos. Luego se procedié a macerarla y pulverizarla.

Se pesé esa corteza pulverizada para obtener un peso de 150 gramos, y se utilizd el método de
destilado por proceso etanolico en donde se utiliza un cono de decantacion colocado en un soporte de
anillo, se coloco la planta desecada y un filtro, se puso 150 g. de planta y 1000 ml de alcohol etanol al

70%, se dejo por 72 horas; todo esto se filtr6 y se obtuvo un producto en estado liquido.

Lo que obtuvimos del destilado se utilizé en el rotavapor, para lo cual se busco el concentrado
de todo el extracto en donde se obtuvo un contenido puro, o el principio activo de interés de la planta
en estudio. Se colocd el producto obtenido del destilado en un baldén por encima de la olla que contiene

agua destilada, se llevo a una temperatura de 20° C y a una velocidad de rotacion de 3.

Cuando se obtuvo ese producto separado del rotavapor, se procedi6 a vaciar el contenido en una
campana para su desecado, dejandose por 48 horas. Se busco obtener una consistencia solidificada y

cristalizada.

Se procedi6 a conseguir la concentracion de la planta, la cual fue la adecuada para la realizacion
de los medios de cultivo, y se utilizé una proporcion de 10 mg de extracto, y 1 ml de alcohol etanol al

50%. Esta concentracion fue la que se anadié a los medios de cultivo, asi como a los discos de difusion.
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2. Preparacion de medios de cultivo

Seguidamente se procedidé a preparar los medios de cultivos selectivos, siendo estos Mitis
Salivarius para el S. mutans, el Agar Rogosa para L. acidophillus y el Miieller Hinton como medio

enriquecido para ambos microorganismos. Para su fabricacion se colocd la proporcion de cada medio:

e Mitis Salivarius se utiliz6 15 g. del medio con 300 ml de agua destilada, ya que a este
medio se le adiciond 5% de sacarosa, para proveer el sustrato necesario para las
bacterias.

e Agar Rogosa se utilizo 13.64 g. de medio con 200 ml de agua destilada, adicionando a
este medio 4cido acético como sustrato para las bacterias.

e Miieller Hinton se utilizé 7.6 g de medio con 200 ml de agua destilada.

Una vez realizado esto, se utilizo el aparato de laboratorio Vortex para un correcto mezclado
del medio, seguidamente se hirvié cada medio de cultivo, y se esterilizd, a una temperatura de 121°C

durante 15 minutos.
3. Preparacion de cepas estandarizadas ATCC®

Para este estudio se utilizaron cepas estandarizadas ATCC®, siendo las siguientes S. mutans y

L. acidophillus dado que son los microorganismos de mayor papel en el proceso de caries dental.

Para asegurar las siembras de las bacterias, se utilizo el standard de Mcfarland, en donde se
coloco tubos de ensayo con suero fisiolégico a 3 ml. Y con el asa de henle se tom6 una colonia de
bacterias en estudio, y se disolvid hasta alcanzar el indice de turbidez que nos proporciona el standard
de Mcfarland al 0.5%, lo cual equivale a 100,000 UFC. Dichos tubos se llevaron a incubar por 2 horas,

y de alli se tomo las muestras para los cultivos en ambas metodologias.

Se procedio a cultivar los microorganismos de las cepas ATCC® en sus respectivos medios de

cultivos selectivos, para obtener un total de ocho cajas de petri distribuidas de la siguiente forma:

e 2 cajas de petri para el microorganismo S. mutans, con el medio de cultivo Mitis
Salivarius.
e 1 caja de petri para el microorganismo S. mutans, con el medio de cultivo Miieller

Hinton.
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1 caja de petri para el microorganismo S. mutans, con el medio de cultivo Mitis

Salivarius como grupo control.

e 2 cajas de petri para el microorganismo L. acidophillus, con el medio de cultivo Agar
Rogosa.

¢ 1 caja de petri para el microorganismo L. acidophillus, con el medio Miieller Hinton.

e 1 caja de petri para el microorganismo L. acidophillus, con el medio de cultivo Agar

Rogosa como grupo control.

Estos medios de cultivos fueron utilizados para la metodologia de técnica de difusion de disco
colocado en las cajas de petri, dichos discos se encontraban estériles; se les adicion6 la concentracion
del extracto de la planta, la cual consistia en 10 mg/ml, utilizando para ello una pipeta automatica. Se
colocod cuatro discos en cada caja de petri, dando un total de 32 discos de difusion. Los discos
colocados en las cajas de petri como grupo control no se les adiciond la concentracion del extracto,

siendo 4 discos para el S. mutans y 4 discos para el L. acidophillus.

Para esta metodologia de discos de difusion, se utiliz6 el analisis estadistico de Kruskal-Wallis,
en donde es un método no paramétrico para probar si un grupo de datos proviene de la misma
poblacion, y es utilizada para 3 grupos o mas, comparandolos entre si. Para la comparacion de los datos

y la obtencion de los resultados de esta prueba se utilizo el software Kwikstat 4.1.

La otra técnica utilizada para determinar el efecto inhibitorio de la planta, fue por medio de los
Agar Planta, que son los mismos medios de cultivos selectivos, pero con la concentracion del extracto
de la planta, siempre a 10 mg/ml, en donde se cultivd los microorganismos por azadas. En esta
metodologia se prepararon dos grupos control para cada medio selectivo, en donde no se les adicion¢ la
concentracion del extracto y cuatro grupos de estudio respectivamente, quedando distribuidos de la

siguiente manera:

e 1 caja de petri con el medio Mitis Salivarius para S. mutans, realizando 4 azadas, como
grupo de estudio.

e 1 caja de petri con el medio Miieller Hinton para S. mutans, realizando 4 azadas, como
grupo de estudio.

e 1 caja de petri con el medio Mitis Salivarius para S. mutans, realizando 4 azadas, como

grupo control.
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e 1 caja de petri con el medio Miieller Hinton para S. mutans, realizando 4 azadas como
grupo control.

e 1 caja de petri con el medio Agar Rogosa para L. acidophillus, realizando 4 azadas como
grupo de estudio.

e 1 caja de petri con el medio Miieller Hinton para L. acidophillus, realizando 4 azadas
como grupo de estudio.

e 1 caja de petri con el medio Agar Rogosa para L. acidophillus, realizando 4 azadas como
grupo control.

e 1 caja de petri con el medio Miieller Hinton para L. acidophillus, realizando 4 azadas

como grupo control.

De tal manera se obtuvo un total de ocho cajas de petri, realizando en cada una de ellas 4

azadas, dando un total de 32 azadas para esta metodologia.

Para ambas metodologias, se procedio a incubarlos por 48 horas, luego se dejaron 24 horas mas
a temperatura ambiente, seguido de eso, se evaluaron los resultados de crecimiento de ambos grupos
de microorganismos, para su contrastacion y comparacion entre un grupo y otro. Se realiz6 el andlisis

de resultados correspondiente.
4. Coloracion de Gram

Asi mismo se realizd la coloracion de gram, para ambas cepas de microorganismos, para otorgar
mayor respaldo al estudio, y presentar aun mas confiabilidad de que las bacterias estudiadas son las

indicadas, a pesar de ser cepas estandarizadas.

Se procedié a tomar una muestra bacteriana de cada cepa en estudio, y se coloco una gota de
suero fisiologico en un portaobjetos, se llevo encima del mechero para su fijacion y seguidamente se
incubo por un periodo de dos horas, luego se les aplico las tinturas de gram y se llevé al microscopio de

luz para su observacion y determinacion, examinando su morfologia bacteriana.
5. Pruebas bioquimicas de sorbitol y manitol

De igual forma, se llevé a cabo el procedimiento de pruebas bioquimicas, para ambas cepas de
microorganismos, las cuales consistieron en sorbitol y manitol, estas pruebas se prepararon al 5%,
colocando 2.5 g y 50 ml de agua desmineralizada, se llevd a esterilizar, luego se coloco en la
incubadora por 24 horas y se determind el nivel de turbidez.
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X. RECURSOS DE INVESTIGACION

RECURSOS HUMANOS

Licenciado Quimico.

Dos técnicas de laboratorio.

RECURSOS FISICOS

Instalaciones del laboratorio de microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad

de San Carlos de Guatemala, edificio M1.

EQUIPO

Un rotavapor (marca Buchi).

Campana para las inoculaciones de microorganismos en medios de cultivo.
Bomba de vacio (marca Buchi).

Enfriador de agua (marca Lauda).

Incinerador.

Microscopios.

Tubos de decantacion.

Deshidratador casero (marca NESCO).

Esterilizador.

Vortex (para mezcla de medios de cultivos).
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MATERIALES

e Reactivos.

e Medios de cultivo (Agar Mitis Salivarius, Agar Rogosa y Miieller Hinton).
e Cepas estandarizadas ATCC® (S. mutans y L. acidophillus).

e Agua desmineralizada.

¢ Planta objeto de estudio (Q. peduncularis).

e Sacarosa, sorbitol y manitol.

e Portaobjetos.

INSUMOS MENORES

e Recipientes plasticos.
e (Cajas de petri.

e Asa.

e Algodones.

e Discos de papel estériles.
¢ Pinzas.

e Guantes desechables.
e Desinfectantes.

e Papel mayordomo.

e Mascarillas.

e Tubos de ensayo.

e Servilletas.



XI. PRESENTACION DE RESULTADOS

Se presenta los resultados obtenidos en el trabajo de campo realizado para esta investigacion, en
donde se llevé a cabo pruebas in vitro del efecto inhibitorio de la corteza de encino sobre
microorganismos cariogénicos S. mutans y L. acidophillus. A pesar que se utilizo cepas estandarizadas
para este estudio, se llevd a cabo pruebas de coloracion de gram y pruebas bioquimicas de azicares
para obtener mayor respaldo y confiabilidad en los resultados obtenidos, de los cuales se muestran a

continuacion.

e Resultados de coloracion de gram para ambos microorganismos

En relacion a la coloracion de gram, se observd que los microorganismos S. mutans, los cuales
crecieron en los medios de cultivo donde fue adicionado el extracto, presentaron una morfologia de
cadenas de cocos, como es habitual en ellos, sin embargo se observé reducido el nimero de cocos por

cadena, siendo cadenas mas cortas, en la observacion al microscopio de luz.

Los microorganismos L. acidophillus, los cuales fueron tomados de igual manera de medios de
cultivo con el extracto adicionado, en la coloracion de gram, se observaron al microscopio, y se
examind la morfologia, presentando la caracteristica de los bacilos, la cual es alargada, pero si en

menor numero.

Es por ello, que para ambos microorganismos se concluye y confirma que son bacterias gram

positivas, lo cual era lo esperado por ser cepas estandarizadas.

¢ Resultados de pruebas bioquimicas para ambas cepas microbianas

Con relacién a la prueba bioquimica o seroldgica para ambas cepas bacterianas, las cuales
fueron sometidas a los azlcares sorbitol y manitol; presentaron un resultado positivo de turbidez
generalizada para ambas pruebas, asi como para ambos microorganismos; lo cual se interpreta que las

. , . s o . , Vi d .1
bacterias estan activas y producen una fermentacion positiva del azacar, V¢ a4 ne-)

42



Cuadro no. 1

Pruebas bioquimicas de azucares sorbitol y manitol, realizadas a los microorganismos

cariogénicos S. mutans y L. acidophillus, in vitro

PRUEBA
NO. CEPAS ATCC i RESULTADO
BIOQUIMICA
1 S. mutans Sorbitol Turbidez positiva
2 S. mutans Manitol Turbidez positiva
3 L. acidophillus Sorbitol Turbidez positiva
4 L. acidophillus Manitol Turbidez positiva

Fuente: Elaboracion propia con datos del trabajo de campo.

Seguidamente de la presentacion de esas pruebas, se muestra las siguientes metodologias
utilizadas para el ensayo y verificar el efecto inhibitorio de la corteza de encino, sobre los

microorganismos cariogénicos.
¢ Resultados de metodologia de siembras por azadas

En la metodologia de siembra por azadas, se realizd en ocho cajas de petri, distribuidas de la

siguiente manera:

Para el S. mutans se utilizo 4 cajas de petri:

1 caja con Mitis Salivarius como grupo experimental, con el extracto de corteza,
1 caja con Miieller Hinton realizando 4 siembras de azadas por cada caja.
1 caja con Mitis Salivarius como grupo control, sin el extracto de corteza,
1 caja con Miieller Hinton realizando 4 siembras de azadas por cada caja.

Esto da un total de 4 cajas de petri, en donde se realizaron 4 azadas por cada caja, para dar un

total de 16 azadas solamente para el S. mutans, se observaron los resultados en cada azada.
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El patron de crecimiento que presentd los medios de cultivo, Mitis Salivarius y el Miieller
Hinton de los grupos experimentales para el S. mutans, mostrd un crecimiento intermedio a lo largo de
la azada con aspecto de colonias en las areas de siembra, en las 8 azadas llevadas a cabo en los grupos
experimentales presentd un crecimiento intermedio, es decir, que no hubo un crecimiento completo en

. . , .. .. Ver fi 1
la caja de petri, asi como tampoco un crecimiento limitado. V¢ fgur no-)

Figura no. 1

Patron de crecimiento de microorganismo S. mutans, con siembra por azadas en los medios de

cultivo selectivo con el extracto de la corteza de encino en los grupos experimentales, in vitro.

Grupo experimental Grupo experimental
Mitis Salivarius Miieller Hinton
Crecimiento intermedio Crecimiento intermedio

Fuente: Observacién propia con datos del trabajo de campo.

En el grupo control para S. mutans en donde se utilizd los medios Mitis Salivarius y Miieller
Hinton, se present6 un crecimiento parcialmente completo, en las 8 azadas realizadas, esto debido a que

L, . . fi 2
no se le adiciond el extracto al medio de cultivo, (Ve figurano-2)
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Figura no. 2

Patron de crecimiento de microorganismo S. mutans, con siembra por azadas en los medios de

cultivo selectivo sin el extracto de la corteza de encino en los grupos controles, in vitro.

Grupo control Grupo control

Mitis Salivarius Miieller Hinton

Crecimiento parcialmente completo Crecimiento parcialmente completo

Fuente: Observacién propia con datos del trabajo de campo.

En resumen, de las 16 azadas realizadas para el S. mutans en la metodologia de siembra por
azadas, 8 azadas presentaron crecimiento intermedio para los grupos experimentales, mientras 8 azadas

. . . Vi d 2
presentaron crecimiento parcialmente completo, en los grupos control, ¥ cuadrone-2)

Cuadro no. 2

Patron de crecimiento por categoria del microorganismo S. mutans, con la metodologia de

siembra por azadas, en los grupos experimentales en comparacion con los grupos control,

in vitro.
GRUPOS EXPERIMENTALES GRUPOS CONTROL
CATEGORIA DE MltlS, Salivarius Mue,ller Hinton M1t1§ Salivarius Mue,ller Hinton
Numero de Numero de Numero de Numero de
CRECIMIENTO . . . .
azadas por caja | azadas por caja | azadas por caja | azadas por caja
Parcialmente completo 0 0 4 4
Intermedio 4 4 0 0
Totales 4 4 4 4

Fuente: Elaboracion propia con datos del trabajo de campo.

45



Para el L. acidophillus se utiliz6 4 cajas de petri:

1 caja con Agar Rogosa como grupo experimental, con el extracto de corteza,
1 caja con Miieller Hinton realizando 4 siembras de azadas por cada caja.
1 caja con Agar Rogosa como grupo control, sin el extracto de corteza,
1 caja con Miieller Hinton realizando 4 siembras de azadas por cada caja.

Esto da un total de 4 cajas de petri, en donde se realizaron 4 azadas por cada caja, para dar un

total de 16 azadas solamente para el L. acidophillus, se observaron los resultados en cada azada.

En los medios de cultivo utilizados para el microorganismo L. acidophillus, que son Agar
Rogosa y Miieller Hinton, el patréon de crecimiento que mostro fue de igual manera un crecimiento
intermedio a lo largo de la azada; en las 8 azadas llevadas a cabo en los grupos experimentales hubo un

crecimiento intermedio, de la misma manera que para el otro microorganismo. " figr n-3)
Figura no. 3

Patron de crecimiento de microorganismo L. acidophillus, con siembra por azadas en los medios

de cultivo selectivo con el extracto de la corteza de encino en los grupos experimentales, in vitro.

—O0—0- —O——0—
—Oo0—0— -0—O0—
Grupo experimental Grupo experimental
Agar Rogosa Miieller Hinton
Crecimiento intermedio Crecimiento intermedio

Fuente: Observacién propia con datos del trabajo de campo.
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De la misma manera, se obtuvieron los resultados para el L. acidophillus en su grupo control, en
cada medio de cultivo, siendo Agar Rogosa y Miieller Hinton, presentando un crecimiento
parcialmente completo, en las 8 azadas realizadas en cada medio, ya que también no poseia adicionado

el extracto, (Ver figuranod)

Figura no. 4

Patron de crecimiento de microorganismo L. acidophillus, con siembra por azadas en los medios

de cultivo selectivo sin el extracto de la corteza de encino en los grupos controles, in vitro.

Grupo control Grupo control
Agar Rogosa Miieller Hinton
Crecimiento parcialmente completo Crecimiento parcialmente completo

Fuente: Observacién propia con datos del trabajo de campo.

En las figuras de la no. 1 a la no. 4, los circulos grandes corresponden a las cajas de petri, las
lineas trazadas en cruz dentro de la caja de petri, corresponde a las siembras por azadas, y los circulos

pequeftios encima de las lineas de azadas, corresponde al crecimiento de colonias.

En resumen, de las 16 azadas realizadas para el L. acidophillus, en la metodologia de siembra
por azadas, 8 azadas presentaron crecimiento intermedio para los grupos experimentales, mientras 8

. . . V d .3
azadas presentaron crecimiento parcialmente completo, en los grupos contro], Ver euadrone-3)
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Cuadro no. 3

Patron de crecimiento por categoria del microorganismo L. acidophillus, con la metodologia de

siembra por azadas, en los grupos experimentales en comparacion con los grupos control,

in vitro.
GRUPOS DE ESTUDIO GRUPOS CONTROL
CATEGORIA DE Agzrlr Rogosa Mue,ller Hinton Agzrlr Rogosa Mue,ller Hinton
Numero de Numero de Numero de Numero de
CRECIMIENTO . . . .
azadas por caja | azadas por caja | azadas por caja | azadas por caja
Parcialmente completo 0 0 4 4
Intermedio 4 4 0 0
Totales 4 4 4 4

Fuente: Elaboracion propia con datos del trabajo de campo.

Es asi como en la metodologia de siembra por azadas, se sometid a observacion 32 azadas,
presentando 16 azadas con un crecimiento intermedio en los grupos de estudio, y 16 con un

crecimiento parcialmente completo en los grupos control.

e Resultados de metodologia de discos de difusion

En base a la metodologia de los discos de difusion, se realizo en 8 cajas de petri, distribuidas de

la siguiente manera:
Para el S. mutans se utilizo 4 cajas de petri:
2 cajas con Mitis Salivarius como grupo experimental, con el extracto de corteza
1 caja con Miieller Hinton colocando 4 discos por caja
Como grupo control, sin el extracto de corteza

1 caja con Mitis Salivarius colocando 4 discos por caja
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Esto da un total de 4 cajas de petri, en donde se colocaron 4 discos por cada caja, para dar un

total de 16 discos de difusion solamente para el S. mutans, se observaron los resultados en cada disco.

Los resultados obtenidos para el microorganismo S. mutans, para el medio de cultivo selectivo
Mitis Salivarius, que contenia los discos con el extracto de la corteza, presenté un rango de crecimiento
en donde se clasifica parcialmente sensible, el cual corresponde de 15 — 16 mm de halo de inhibicion,
para 7 de los 8 discos sometidos a prueba; solamente 1 disco presentd 13 — 14 mm de halo de

- : . (Ver cuadro no.4) (Ver fi 5
inhibicion encasillandose en el rango de intermedio. (¥ cuadro no4) (Ver figurano.3)

En el medio de cultivo enriquecido Miieller Hinton, que contenia los discos con el extracto de la

corteza, presentd un crecimiento intermedio, resultado correspondiente a 13 — 14 mm de halo de

inhibicion, para los 4 discos incluidos en este medio, (V" #adro no<) (Ver figurano 3)

Figura no. 5

Patron de crecimiento de microorganismo S. mutans, en discos de difusion con el extracto de la

corteza de encino en los medios de cultivo selectivo de los grupos experimentales, in vitro.

@ @ @ @
@ @ @ @®

Grupo experimental Grupo experimental
2 Mitis Salivarius 1 Miieller Hinton
Crecimiento parcialmente sensible Crecimiento intermedio

Fuente: Observacién propia con datos del trabajo de campo.
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Como se observa en la figura no. 5, se encuentran los grupos experimentales, siendo 2 cajas de
petri para el Mitis Salivarius y 1 caja de petri para el Miieller Hinton; los circulos grises representan a
los discos de difusion que contienen el extracto de corteza, y los circulos blancos representan el halo de

inhibicion presentado por cada disco.
Cuadro no. 4

Patron de crecimiento por categoria del microorganismo S. mutans, con la metodologia de discos
de difusion con el extracto de la corteza, con su medicion de los halos de inhibicion en milimetros

de los grupos experimentales, in vitro.

Categoria de crecimiento Halo de Mitis Mitis Miieller

8 inhibicion mm | Salivarius | Salivarius Hinton
Intermedio 13 - 14 mm 1 0 4
Parcialmente sensible 15 -16 mm 3 4 0
Totales 4 4 4

Fuente: Elaboracion propia con datos del trabajo de campo.

Para el grupo control, en donde se utilizé el medio de cultivo selectivo Mitis Salivarius, en

donde los discos se colocaron estériles, es decir, sin el extracto de la corteza, presentdé 0 mm de

e e ., . e Ver fi 6
inhibicion en los cuatro discos utilizados, como era esperado. ¥ figwa ne-6)

Figura no. 6

Patron de crecimiento de microorganismo S. mutans, en discos de difusion sin el extracto de la

corteza de encino en el medio de cultivo selectivo del grupo control, in vitro.

Grupo control
Mitis Salivarius

Crecimiento Resistente

Fuente: Observacién propia con datos del trabajo de campo.
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Para el L. acidophillus se utiliz6 4 cajas de petri:
2 cajas con Agar Rogosa como grupo experimental, con el extracto de corteza
1 caja con Miieller Hinton colocando 4 discos por caja

Como grupo control, sin el extracto de corteza

1 caja con Agar Rogosa colocando 4 discos por caja

Esto da un total de 4 cajas de petri, en donde se colocaron 4 discos por cada caja, para dar un
total de 16 discos de difusion solamente para el L. acidophillus, se observaron los resultados en cada

disco.

Los resultados obtenidos para el microorganismo L. acidophillus, para el medio de cultivo
selectivo Agar Rogosa, que contenia los discos con el extracto de la corteza, presenté un rango de
crecimiento en donde se clasifica parcialmente sensible, el cual corresponde de 15 — 16 mm de halo de
inhibicion, para 6 de los 8 discos sometidos a prueba; los otros 2 discos presentaron 13 — 14 mm de

o - : . (Ver cuadro no.5) (Ver fi .
halo de inhibicion encasillandose en el rango de intermedio. (Ve cuadro no-3) (Ver figura no.7)

Para el medio de cultivo enriquecido Miieller Hinton, present6 un crecimiento similar al de
Agar Rogosa, que contenia los discos con el extracto de la corteza, en donde 3 de los 4 discos, se
clasificaron en parcialmente sensible correspondiente a 15 -16 mm de halo de inhibicion, y solamente

1 disco se reportd en la clasificacion de intermedio correspondiente a 13 -14 mm de halo de inhibicion.
(Ver cuadro no.5) (Ver figura no.7)
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Figura no. 7

Patron de crecimiento de microorganismo L. acidophillus, en discos de difusion con el extracto de

la corteza de encino en los medios de cultivo selectivo de los grupos experimentales, in vitro.

@ @ @ @
@ @ @ @

Grupo experimental Grupo experimental
2 Agar Rogosa 1 Miieller Hinton
Crecimiento parcialmente sensible Crecimiento parcialmente sensible

Fuente: Observacién propia con datos del trabajo de campo.

Como se observa en la figura no. 7, se encuentran los grupos experimentales, siendo 2 cajas de
petri para el Agar Rogosa y | caja de petri para el Miieller Hinton; los circulos grises representan a los
discos de difusion que contienen el extracto de corteza, y los circulos blancos representan el halo de

inhibicion presentado por cada disco.
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Cuadro no. 5

Patron de crecimiento por categoria del microorganismo L. acidophillus, con la metodologia de

discos de difusion con el extracto de la corteza, con su medicion de los halos de inhibicion en

milimetros de los grupos experimentales, in vitro.

Categoria de crecimiento Halo de Agar Agar Mieller

g inhibicion mm | Rogosa Rogosa Hinton
Intermedio 13 - 14 mm 1 1 1
Parcialmente sensible 15-16 mm 3 3 3
Totales 4 4 4

Fuente: Elaboracion propia con datos del trabajo de campo.

Para el grupo control, se utilizo el medio selectivo Agar Rogosa con discos estériles, es decir,

sin el extracto de la corteza, en donde report6 0 mm de halo de inhibicion en los 4 discos utilizados.
(Ver figura no.8)

Figura no. 8

Patron de crecimiento de microorganismo L. acidophillus, en discos de difusion sin el extracto de

la corteza de encino en el medio de cultivo selectivo del grupo control, in vitro.

Grupo control

Agar Rogosa

Crecimiento Resistente

Fuente: Observacién propia con datos del trabajo de campo.
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Como se menciond en la metodologia, el andlisis estadistico fue por medio de la prueba
Kruskal-Wallis, comparando a los tres grupos para el microorganismo S. mutans, es decir, la

comparacion entre los grupos Mitis Salivarius, Miieller Hinton, y el grupo control.

La poblacion para el grupo de Mitis Salivarius fue de 8, y su rango de 98.0; la poblacion para el
grupo de Miieller Hinton fue de 4 y su rango de 28.0; para el grupo control fue su poblacion de 4 y su
rango de 10.0. Se utilizé el test de comparacion multiple de Tukey, en donde se obtuvo el resultado

siguiente:

e El grupo Mitis Salivarius posee homogeneidad con el grupo Miieller Hinton, pero presento

diferencia en comparacion con el grupo control.

Para presentarlo de una forma grafica, seria de la siguiente manera, en donde el grupo Mitis
Salivarius es M; el Miieller Hinton es MH; y el grupo control es MC, lo cual significa que cualquiera

de dos grupos que estén marcados por la misma linea no poseen diferencia significativa.

MC MH M

Esta representacion grafica posee un nivel de significancia de 0.05, por lo que se concluye que si
existe diferencia estadistica significativa entre los dos grupos de estudio, en comparacion del grupo
control; por lo se apoya la hipotesis alterna, en donde el efecto del extracto de la corteza de encino, es
de inhibicion en el crecimiento del microorganismo S. mutans, interpretando que su efecto es

bacteriostatico, &3 1419

De igual manera se trabajé el analisis para el microorganismo L. acidophillus, y la clasificacion
para ambos grupos de estudio, Agar Rogosa y Miieller Hinton, es de parcialmente sensible; asi como en

el grupo control como la clasificacion de resistente.

Se trabajo con el mismo andlisis estadistico para este microorganismo, en donde se compar6 el
crecimiento y comportamiento en los tres grupos, siendo el Agar Rogosa como L; el Miieller Hinton

como LMH, y el grupo control como LC.
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El grupo de Agar Rogosa posee una poblacion de 8 y su rango de 84.0; el grupo de Miieller Hinton
con una poblacion de 4 y su rango de 42.0; y el grupo control con una poblacion de 4 y su rango de

10.0.
Se utilizo el test de comparaciéon multiple de Tukey, en donde se obtuvo el resultado siguiente:

e El grupo Agar Rogosa posee homogeneidad con el grupo Miieller Hinton, pero presentd

diferencia total en comparacion con el grupo control.

Para presentarlo de una forma grafica estaria de la siguiente manera, lo cual significa que

cualquiera de dos grupos que estén marcados por la misma linea no poseen diferencia significativa.

LC L LMH

De igual forma esta representacion grafica posee un nivel de significancia de 0.05, por lo que se
concluye que si existe diferencia estadistica significativa entre los dos grupos de estudio, en
comparacion del grupo control; por lo se apoya la hipotesis alterna, en donde el efecto del extracto de
la corteza de encino, es de inhibicidbn en el crecimiento del microorganismo L. acidophillus,

. . res 2,3,14,19
interpretando que su efecto es bacteriostatico. >+ !%)
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XII. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En base a esta investigacion, los resultados obtenidos respaldan a estudios anteriores que
reportan una inhibicion en el crecimiento de los microorganismos cariogénicos S. mutans y L.
acidophillus, al afiadirles el extracto de la corteza de encino. *'* ') En esta investigacion se
observo que utilizando dos metodologias completamente diferentes, se obtuvo resultados bastante
similares, en relacion al efecto inhibitorio de la corteza de la planta Q. peduncularis, en los medios de

cultivo para microorganismos cariogénicos S. mutans y L. acidophillus, in vitro.

Sin embargo, en el proceso de investigacion se determinaron limitantes que influyeron en los
resultados obtenidos en este estudio, como lo es la carencia de algin componente que cumpliera con el
efecto de alteracion fisica, para poder contrastar de una mejor manera el efecto de la planta, en
comparacion con ese material que actuara como agente o barrera fisica; asi mismo el poseer una
poblacion de estudio muy pequeiia, al igual que la muestra, lo que impidié realizar una correlacion

estadistica que presentard mayor confiabilidad y seguridad al estudio.

Tal como se reporta en la presentacion de resultados, se observaron ambas cepas en relacion a
su morfologia en el microscopio de luz, y es por esto que se llevd a cabo la coloracion de gram para
ambas cepas bacterianas, no solamente para verificar su coloracion positiva, que fue el resultado

esperado, ya que ambas son gram positivas; sino también para verificar su morfologia.

En el caso del S. mutans no presentd un cambio evidente en su morfologia, pero si en la
formacion de cadenas, ya que se observo disminucion en el nimero de cocos formando cadenas. En el
caso del L. acidophillus su morfologia no se alter6, debido a que mantuvo su forma caracteristica de

bacilo, que es alargada. *'?

Preliminares investigaciones confirman que existen mas pruebas para la identificacion de cepas
bacterianas, como lo es la prueba bioquimica o seroldgica, sorbitol y manitol. Tal como se report6 en el
cuadro no. 1, se llevd a cabo en ambas cepas, ain siendo estandarizadas, y se observd un aspecto
general de turbidez para ambas cepas bacterianas, lo que representa un crecimiento bacteriano a partir
de la fermentacion de los azucares, y brinda la informacion que las bacterias se encontraban activas al

momento de realizar el estudio, efecto que respalda aun mas los resultados obtenidos. %4
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En la metodologia de siembra por azadas en agar planta, se observo el resultado obtenido que
presentd un crecimiento intermedio, en donde al revisar las cajas de petri inoculadas, se observo que
existia presencia de colonias bacterianas en las dreas por donde se realiz6 la siembra, ya que no cubri6

la totalidad de la siembra con colonias, asi como tampoco no hubo crecimiento.

Como se observo en el cuadro no. 2, donde se presentan los resultados para el microorganismo
S. mutans, en base a la siembra por azadas, se realiz6 un total de cuatro azadas por caja de petri, tanto
para los grupos experimentales como para los grupos control; en donde los grupos experimentales
poseian el extracto de la planta, presentaron un crecimiento intermedio para ambos medios de cultivo,
es decir, Mitis Salivarius y Miieller Hinton. En contraste con los grupos control en donde, en ambos
medios presentaron un crecimiento ligeramente mayor, encasillindose en la clasificacion de

parcialmente completo, debido a que estos medios no presentaban adicionado el extracto de la planta.

De tal cuenta, al observar los resultados obtenidos con esta metodologia para el microorganismo
S. mutans, se concluye que el extracto de la planta posee un efecto bacteriostético, sobre la accion de
crecimiento de este microorganismo, es decir, que limita su crecimiento pero no elimina a la cepa

bacteriana.

Como se menciond en el cuadro no. 3, que corresponde al microorganismo L. acidophillus,
utilizando la misma metodologia, se obtuvo un resultado bastante similar al obtenido con el
microorganismo S. mutans, ya que presentd un patréon de crecimiento similar al anterior, tanto para el
grupo experimental, que poseia el extracto de la planta, en donde cada azada realizada, se clasificd en
crecimiento intermedio, para ambos medios de cultivo. De igual manera se presentd una clasificacion
similar al comportamiento de la otra bacteria en los grupos controles, presentando que las azadas se

clasificaron en parcialmente completo.

Al realizar la observacion del crecimiento del microorganismo L. acidophillus, en los grupos
experimentales, se concluye que si existe un efecto inhibitorio en el crecimiento de dicho
microorganismo, por lo que se dice que posee efecto bacteriostatico, en donde su crecimiento se ve

limitado o reducido sin eliminar por completo a la cepa bacteriana.

Al evaluar dicha metodologia, por ser un ensayo en donde la muestra experimental fue
demasiado pequefia, ademas de examinar que los resultados fueron los mismos para ambos

microorganismos, se reporta solamente los resultados obtenidos y observados, sin realizar ninguna
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correlacion estadistica, al no existir ningiin parametro para realizar alguna medicidon que sea posible

contrastar con otra. Ademas por ser resultados similares, no es posible realizar el andlisis estadistico.

De tal cuenta, al observar que si hay efecto inhibitorio en la adicién del extracto a los medios de
cultivo en estudio, se concluye que para los dos microorganismos, el crecimiento es intermedio, dando
como resultado que el efecto de la corteza de encino es bacteriostatico, es decir, que altera el proceso
de crecimiento en la bacteria y en la formacion de colonias, por la presencia de taninos, que es el
principio activo principal encontrado en la corteza del Q. peduncularis. > ' lo que confirma a la

hipétesis alterna y respalda a los resultados obtenidos en los estudios anteriores. ')

En la metodologia de los discos de difusidn como se presentd en el cuadro no. 4, los resultados
para el microorganismo S. mutans, en donde los discos contenian el extracto de la corteza, se obtuvo un
resultado de clasificacion parcialmente sensible, obteniendo 7 discos de 8 en esta categoria, siendo la
mayoria para el medio de cultivo Mitis Salivarius; asi como 4 discos en la clasificacion de intermedio

para el medio de cultivo Miieller Hinton.

Basado en la operacionalizacion de la categoria de crecimiento reportadas en las definiciones de
variables, los halos de inhibicion son medidos en milimetros a su alrededor, por lo que se clasifica de
acuerdo a su medida; en donde al verificar estos resultados, se determina que el efecto inhibitorio del
extracto de la corteza es 90% de clasificacion parcialmente sensible para el microorganismo S. mutans,

en su medio de cultivo selectivo, y solamente un 10% en clasificacion intermedio.

Asi mismo, en el grupo control de esta misma metodologia, los 4 discos se clasificaron en la
categoria de resistente, debido a que no poseian el extracto de la corteza, es decir, que el 100% del

grupo control no presentd ningun halo de inhibicion alrededor del disco.

Establecido en estos resultados, se concluye que si existe efecto inhibitorio en el crecimiento del
microorganismo S. mutans, adicionando el extracto de la corteza de encino a los discos de difusion, por
lo que posee un efecto bacteriostatico, es decir, que altera el proceso de crecimiento en la bacteria y en
la formacién de colonias. La presencia de taninos en el extracto de la corteza de Q. peduncularis,
provoca una pérdida de la adhesion en las cepas de S. mutans, como también posee un efecto inhibidor

, e . 1,2,3,19
sobre enzimas por la precipitacion de las proteinas. %1%
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De igual manera, como se observa en el cuadro no. 5, donde se reporta los datos para el
microorganismo L. acidophillus, utilizando la misma metodologia, los discos que contenian el extracto
en el medio de cultivo Agar Rogosa, en 6 de los 8 discos presentd una clasificacion de parcialmente

sensible, y los otros 2 discos se clasificaron en el encasillado de intermedio.

En el medio enriquecido de Miieller Hinton, 3 de 4 discos se clasificaron en parcialmente

sensible, y solamente 1 quedd en el encasillado de intermedio.

Basado en la operacionalizacion de la categoria de crecimiento reportadas en las definiciones de
variables, los halos de inhibicion son medidos en milimetros a su alrededor, por lo que se clasifica de
acuerdo a su medida; en donde al verificar estos resultados, se determina que el efecto inhibitorio del
extracto de la corteza es 75% de clasificacion parcialmente sensible para el microorganismo L.

acidophillus, en su medio de cultivo selectivo, y solamente un 25% en clasificacion intermedio.

De la misma forma, en el grupo control, los 4 discos se clasificaron en la categoria de resistente,
debido a que no poseian el extracto de la corteza, es decir, que el 100% del grupo control no presentd

ningun halo de inhibicion alrededor del disco.

Determinado en estos resultados, se concluye que si existe efecto inhibitorio en el crecimiento
del microorganismo L. acidophillus, adicionando el extracto de la corteza de encino a los discos de
difusion, por lo que posee un efecto bacteriostatico, es decir, que altera el proceso de crecimiento en la

bacteria y en la formacion de colonias.

Asi mismo, en el analisis estadistico, como se menciond en la presentacion de resultados, el
nivel de significancia es de 0.05 por lo que existe diferencia significativa entre los grupos
experimentales, en comparacion de los grupos controles para ambas cepas bacterianas, por lo que se
apoya la hipotesis alterna, en donde el efecto del extracto de la corteza de encino, es de inhibicion en el
crecimiento de los microorganismos S. mutans y L. acidophillus, interpretando que su efecto es

bacteriostatico.
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XIII. CONCLUSIONES

El extracto de la corteza de Quercus peduncularis provoca efecto inhibitorio en el crecimiento

de colonias de los microorganismos cariogénicos S. mutans y L. acidophillus.

El crecimiento del microorganismo S. mutans es inhibido en su medio de cultivo selectivo al

adicionarle el extracto de la planta, en comparacion con el grupo control.

El crecimiento del microorganismo L. acidophillus es inhibido en el medio de cultivo selectivo,

adicionandole el extracto de la planta en estudio, comparado con el grupo control.

La clasificacion obtenida para ambas metodologias, es de inhibicion intermedia, lo cual ratifica
que el efecto del extracto de Q. peduncularis es bacteriostatico sobre ambos microorganismos

en estudio.

La utilizacion de algun agente fisico que provocard una alteracion en el crecimiento, habria
aportado mayor posibilidad de respaldar el efecto inhibitorio de la corteza, debido a que no

hubo un material adicional para comparar el extracto.

El uso de los discos de difusion ofrece un resultado de interpretacion mas sencilla y préctica,

asi como una mejor clasificacion al obtener las medidas en milimetros de cada disco.

El uso de cepas estandarizadas, aporta un mayor respaldo en la certeza de la pureza de los

microorganismos estudiados.
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XIV. RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones, poseer un mayor numero de poblacion, asi como la utilizacion de
algiin agente fisico, para poder determinar y comparar el efecto inhibitorio de la corteza de

encino.

Que la linea de estudio continuie, con la aplicacion in vivo del extracto, siguiendo el proceso de
extraccion bajo protocolo cientifico, ya que es una alternativa eficaz en la inhibicion del

crecimiento de microorganismos cariogénicos, pudiendo obtenerse de forma sencilla.

Registrar la ubicacion exacta de la muestra de la corteza de encino, ya que al ser especie
especifica facilitard su obtencion para futuras investigaciones, teniendo la certeza que es la

especie adecuada.
Conservar cepas estandarizadas ATCC® en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, para agilizar el proceso

investigativo de futuros estudios relacionados al tema.
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XV. LIMITACIONES

Una de las mayores limitaciones presentadas en esta investigacion, fue que se utilizd una
poblacion y muestra demasiados pequeiias, lo que restringié realizar el analisis estadistico; asi
como no se utilizd un grupo control con algun agente fisico que interviniera en el crecimiento

bacteriano y que proporcionara una adecuada comparacion.

Otra limitacion que presentd este estudio, fue la recoleccion de la muestra de la corteza de
encino, debido a que por ser una especie de encino especifica, tomd mayor tiempo que el

estipulado, ya que existe gran variedad de especies de encinos en la region.

Otra limitacion presentada fue al momento de adquirir la cepa estandarizada de los
microorganismos estudiados, ya que al tener que realizar el pedido a los Estados Unidos por
medio del proveedor del pais, el tiempo de envio, asi como el de entrega se prolongd mas de lo

esperado, como también por su elevado costo.
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Anexo no. 1

AREA
DE CIENCIAS

Guatemala 18 de abril de 2016

Br. Jorge Enrique Méndez Muifioz
Facultad de Odontologia

Br. Méndez:

Se hace constar que los especimenes tenidos a la vista corresponden
a la especie Quercus peduncularis Née de la
Los especimenes fueron colectados en
1 de Mixco, Guatemala, en octubre 2015.

milia Fagaceae.

ia las Hojarascas, zona

Edificio T-8, Oficina A-22, Ciudad Universitaria, Zona 12, Guatemala, C.A. 01012
Apartado Postal 1545. Teléfono: Directo (502) 2476-7677, PBX: 2443-9500 Ext. 1564 Fax: (502) 2476-9770.
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Anexo no. 2

TAMIZAJE DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO

I. DEFINICION

Las bacterias son organismos de vida libre que tienen curvas de crecimiento maximo de 24 a 48
horas en medios artificiales especificamente disefiados. El tamizaje de la actividad antibacteriana
consiste en poner de manifiesto la inhibicion del crecimiento de una bacteria determinada en
condiciones estandar con una concentracion previamente determinada como punto de corte (500-1000
mg/mL) de un extracto, fraccidn o compuesto obtenidos de una droga vegetal.

II. OBJETIVO

Proporcionar instrucciones para determinar la actividad antimicrobiana in vitro.

III. RESPONSABLE

Es responsabilidad de la persona designada el cumplimiento de este PEO, el cual debe ser ejecutado
de forma correcta para determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos a ensayar.

IV. DISTRIBUCION

Auxiliar de laboratorio o estudiantes

V. MATERIALES Y EQUIPO

e Agar Muller Hinton

Asa de nicromo en argolla

Autoclave

Cajas de petri simples

Caldo tripticasa soya

Campana bacteriologica

Campana bacterioldgica con flujo laminar
Etanol al 50%

68



Etanol al 70%

Incubadora a 36°C

Mechero

Pipetas automaticas

Puntas amarillas de 200 pL.

Puntas azules de 1000 pL

Plantilla para siembra
Refrigeradora

Solucidn salina

Tubos con tapén de rosca de 15 mL

VI. PROCEDIMIENTO

Disolucion del extracto

En la balanza analitica pesar 30 mg de extracto a ensayar y disolverlo en 3 mL de etanol al 50%
(hacer célculos para determinar el volumen de extracto necesario para realizar el ensayo).

Agitar en un vortex hasta que este bien disuelto. Sino se disuelve utilizar un sonicador. En el
caso de extractos con disolventes apolares agregar 25ulL de dimetilsulfoxido (DMSO).

Filtrar el extracto.

Filtracion de extracto

Trabajar la filtracion en la campana de flujo laminar (previamente limpia, ver PEO de limpieza
de campana).

Aspirar el extracto utilizando una jeringa estéril de 5 mL.

Desenroscar la aguja y enroscar en la jeringa el filtro de 0.45 um de diametro.

En un frasco estéril recibir el filtrado haciendo pasar la disolucion del extracto por el filtro
lentamente.

Preparacion de Agar-Planta

Preparar tubos con 9.0 mL de agar Mueller Hinton (dos tubos por cada extracto o compuesto a
trabajar). Esterilizar a 121°C durante 15 min, dejar enfriar a 50°C.

En una caja de petri simple agregar 1.0 mL de la solucion del extracto filtrado (este debe tener
una concentracion de 10 mg/mL) y los 9 mL de agar Mueller HInton. Tapar la caja y
homogenizar con movimientos circulares. La concentracion final que se obtiene es de 1
mg/mL.

Dejar solidificar e incubar a 36°C por 24 h, para comprobar esterilidad.

Guardar en refrigeracion hasta el momento de usar.

69



Preparacion del indculo

Purificar el microorganismo a ensayar inoculandolo en una caja de petri con agar tripticasa
soya, incubar 36°C durante 24 h.

Inocular una asada del cultivo puro microbiano en un tubo con 5.0 mL de caldo Tripticasa soya,
incubar a 36°C durante 24 h.

Diluir 0.05 mL de la suspension anterior en 4.95 mL de solucion salina estéril al 0.85%
(dilucion 1:100).

Demostracion de la actividad antibacteriana

Inocular en las cajas con agar-Planta una asada de cada uno de los microorganismos siguiendo
el patron de la plantilla. Hacer cuatro repeticiones por microorganismo. Dejar reposar durante
5-10 min e incubar a 36°C durante 24 h.

Utilizar como control negativo 9 mL de agar Muller Hinton mezclandole 1 mL de etanol al
50%.

Interpretacion de resultados

Actividad negativa: crecimiento homogéneo a lo largo del indculo.
Actividad positiva: no hay crecimiento homogéneo a lo largo del indculo.
Contaminacion: presencia de microorganismos fuera de la inoculacion.
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Anexo no. 3
EXTRACCION CONTINUA POR PERCOLACION
I. DEFINICION

La percolacion consiste en hacer pasar el disolvente a través de la droga vegetal hasta su extraccion
completa. La percolacion simple, comprende la extraccion exhaustiva de la droga con el disolvente
siempre renovado. En pequefia escala, la percolacion se realiza en aparatos denominados percoladores
los cuales son de cuerpo cilindrico o cénico y estan provistos de un grifo en la parte inferior, para
regular el flujo de solvente.

II. OBJETIVO

Proporcionar instrucciones para la extraccion continua de una droga vegetal utilizando la
percolacion.

ITII. RESPONSABLE

Es responsabilidad de la persona designada el cumplimiento de este PEO, este debe ser ejecutado
de forma correcta para extraer los principios activos de una droga vegetal utilizando el equipo
seleccionado (Percolador).

IV. DISTRIBUCION

Auxiliar de laboratorio.

Estudiantes.

V. EQUIPO Y MATERIALES NECESARIOS

Algodon

Balanza semianalitica

Erlenmeyers

Papel filtro

Percolador de vidrio o acero inoxidable
Vaso de precipitar
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VI. PROCEDIMIENTO

e En un percolador previamente limpio y seco, colocar un poco de algodon en la parte inferior y
papel filtro cortado de acuerdo al didmetro del percolador.

e Pesar la cantidad de materia vegetal a utilizar de acuerdo al tamafo del percolador.

e Humedecer el material vegetal con el disolvente adecuado para la extraccion, utilizando un vaso de
precipitar.

e Transferir todo el material al percolador y agregar disolvente hasta cubrir el material vegetal (hasta
una pulgada sobre el nivel de materia vegetal).

e Dejar reposar el tiempo necesario para llevar a cabo la extraccion lo que dependerd la cantidad de
la materia vegetal (24-48 horas).

e Abrir la llave de la parte inferior y dejar gotear el liquido a una velocidad adecuada.

e Recoger el liquido en un erlenmeyer e ir anadiendo suficiente disolvente extra, segun se requiera,
hasta obtener el volumen de disolvente agregado al inicio.

e El material s6lido que ha quedado, se presiona fuertemente y el liquido obtenido se afiade al
percolado obtenido anteriormente.

e La solucion obtenida puede utilizarse para producir extractos o tinturas. Para preparar extractos, el
liquido obtenido (menstruo) se concentra en un rotavapor o en un equipo similar y se repite la
operacion hasta que se agote la droga con el disolvente recuperado; las tinturas solo se ajustan a
volumen en funcion de la concentracion deseada (1:5, 1:8 0 1:10)

MODELO DE

Solvente
: PERCOLADOR

Material vegetal —

Algodon —
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Anexo no. 4

CONCENTRACION UTILIZANDO ROTAVAPOR

I. DEFINICION

La concentracion representa la etapa siguiente al proceso de extraccion. El proceso de
concentracion busca aumentar el contenido de solidos totales en el extracto con la finalidad de:

a) alcanzar un determinado contenido del residuo seco

b) producir extractos blandos

c) como etapa preliminar en la produccion de extractos duros,

d) los extractos también pueden ser concentrados para la extraccion en contracorriente con
disolventes no miscibles, con miras a la fabricacion de extractos purificados o el aislamiento de
sustancias puras.

El equipo necesario para la concentracidon con recuperacion de disolventes es el evaporador
rotatorio, cuyo funcionamiento se basa en los siguientes principios:

1) se coloca la muestra en un balén de evaporacion a 40°C que rota a una velocidad constante
produciendo una pelicula que aumenta la superficie de evaporacion.

2) con la ayuda de una bomba se genera un vacio entre 30 y 300 mbar que facilita la evaporacion
sin necesidad de aumentar la temperatura.

3) el vapor del disolvente es condensado en el refrigerante que esta conectado a un sistema de
enfriamiento que luego se colecta en un balon colector.

II. OBJETIVO

Proporcionar instrucciones para el manejo del evaporador rotatorio en la concentracion de
extractos.

ITII. RESPONSABLE

Es responsabilidad de la persona designada el cumplimiento de este PEO, este debe ser ejecutado
de forma correcta para el buen uso del evaporador.
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IV. DISTRIBUCION

Auxiliar de laboratorio.

Estudiantes.

V. MATERIALES Y EQUIPO NECESARIOS

Balon de 1000 mL

Disolvente (etanol, metanol, diclorometano, hexano, pentano, etc.)
Rotavapor (Baléon de evaporacion, condensador, bomba de vacio, refrigerante y balon de
colecta)

Sistema de enfriamiento o circulacion de agua

. PROCEDIMIENTO

Verificar que estén conectadas todas las conexiones eléctricas.

Colocar el balon colector y fijarlo con la llave respectiva.

Agregar agua al bafio de calentamiento.

Encender el bafio y mantener la temperatura entre 50-60°C. Dependiendo del equipo puede haber
pérdidas de 10-20°C entre el bafio de calentamiento y el interior del balén de evaporacion, en todo
caso el balon de evaporacion no deberd tener una temperatura mayor de 40°C.

Revisar que la llave de alimentacion del refrigerante esté cerrada.

Llenar el balon con el percolado hasta la mitad.

Colocar el balon con la muestra y sujetar al vastago con la llave correspondiente.

Encender el botdn que permite girar el balon que contiene la muestra a una revolucion adecuada (50
a 80 revoluciones).

Conectar un sistema de enfriamiento (bomba de agua) y agregar hielo a la hielera. Dejar que enfrie
unos cinco minutos.

Mantener siempre el refrigerante frio cambiando regularmente los hielos.

Encender la bomba de vacio durante el tiempo necesario para iniciar la destilacion.

Cuando haya iniciado la destilacion, apagar la bomba de vacio.

Encender la bomba de vacio cuantas veces sea necesario hasta que se haya agotado el disolvente del
balon de evaporacion o ya no destile ningtn liquido, lo que querra decir que el vacio de nuestra
bomba no es suficiente para evaporar la mezcla de disolventes contenida en el balon de
evaporacion.
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VII. PARTES DEL ROTAVAPOR

Sistema de hermetizacion.

Bafio calefactor.

. Moédulo indicador de velocidad de rotacion y temperatura del vapor.
10. Control de vapor.

11. Conjunto de valvulas.

1. Alzador rapido

2. Accionamiento

3. Cabezal electronico.
4. Balon de evaporacion.
5. Refrigerante.

6. Balon receptor.

7.

8.

9

VII. RECOMENDACIONES

Aplicar vaselina al vastago rotatorio, a todas las llaves y juntas esmeriladas.
Mantener el sistema de refrigeracion a baja temperatura, con recambio periodico de los hielo.
Dejar limpio y sin agua el rotavapor cuando no se utilice.

Desconectar los enchufes de la electricidad al terminar de utilizar el aparato.
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