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Efecto antimicrobiano del
extracto hidroalcoholico de
allium sativum sobre cepas
estandares de la cavidad bucal

Antimicrobial effect of hydroalcoholic extract of Allium sativum strains on
standards of the oral cavity

Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto antimicrobiano y antiftingico del extracto de
Allium sativum frente a las cepas ATCC de S. mutans, Capnocytophaga sputigena, Lactobacillus casei y C.
albicans a diversas concentraciones. El extracto se obtuvo por el proceso de maceracién y para la prueba
experimental, se utilizé el método de difusién mediante discos: ciprofloxacino y el fluconazol como
control positivo de las bacterias y hongo, respectivamente y el alcohol de 70° como control negativo.
Al realizar las pruebas de sensibilidad con el extracto a las concentraciones de 12mg/mL, 18mg/mL
30mg/mL, 60mg/mL, 90mg/mL, 120mg/mL, se obtuvo los siguientes resultados: La concentracién
antimicrobiana frente al Capnocyrophaga sputigena, Streptococcus mutans'y Candida albicans, fue de
120mg/mL, teniendo como referencia como estdndar al ciprofloxacino a una concentracién de 4mg/ml
y al fluconazol a una concentracién de 2mg/ml. Se concluye que el extracto hidroalcohélico de Allium
sativum presentd efecto antimicrobiano frente a la cepa ATCC de S. mutans, Capnocytophaga sputigena,
y C. albicans a excepcion de Lactobacillus casei que presentd resistencia.
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Abstract

The aim of this study was to determine the antimicrobial and antifungal effect of Allium sativum ex-
tract against ATCC strains of S. mutans, Capnocytophaga sputigena, Lactobacillus casei and C. albicans
at various concentrations. The extract was obtained by the mashing process and the experimental test,
was used by disk diffusion method: ciprofloxacin and fluconazole as positive control of bacteria and
fungi, respectively and alcohol 70 as a negative control. When performing susceptibility testing with
the extract at concentrations of 12mg/ml, 18mg/ml 30mg/ml, 60mg/mL, 90mg/mL, 120mg/mL, we
obtained the following results: The antimicrobial concentration versus sputigena Capnocytophaga, Strep-
tococcus mutans and Candida albicans, was 120mg/mL, taking as reference standard to ciprofloxacin
at a concentration of 4mg/ml and fluconazole at a concentration of 2mg/ml. Concluded that the hy-
droalcoholic extract of Allium sativum presented antimicrobial effect against S. strain ATCC mutans,
Capnocytophaga sputigena, and C. albicans except that showed resistance Lactobacillus casei.

Keyword: Antibiotics, bacteria, cell extracts, mouth.
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Introduccion

En vista que el mayor porcentaje de
nuestra poblacién presenta bajos recur-
sos econémicos, la medicina tradicio-
nal, entre ellos la medicina herbal, trata
de buscar alternativas de solucién a en-
fermedades bucales, con hierbas medi-
cinales, como productos econémicos y
précticos. El resurgimiento en el uso de
alternativas naturales a base de hierbas
ha traido el uso de plantas medicinales a
la vanguardia de los estudios farmacolé-
gicos, y muchos medicamentos nuevos
que se descubren.'

Dentro de estas hierbas medicinales,
encontramos estudios con llantén,

Plantago major, que presenta actividad
antiinflamatoria en gingivitis inducida,’
el gel de Aloe vera, Aloe vera linnaeus,
que presenta accién antiinflamatoria a
nivel gingival, ’la mufia, Minthostachys
griseb, que presenta actividad antibacte-
riana frente a seis microorganismos de
la microflora oral, * entre otros.

El presente estudio buscé la aplicacién
del extracto hidroalcohélico del Allium
sativum frente a bacterias de la cavidad
oral, para determinar su accién antimi-
crobiana partiendo de disefios previos
en la cual se llegd a la conclusion de que
el extracto hidroalcohdlico presenta
mejor propiedad antimicrobiana que el
extracto acuoso u organico.

Mercado S en el 2006, determiné el
efecto antibacteriano del ajo en bacte-
rias patdgenas de la microflora salival.
Los resultados obtenidos demuestran
que la concentracién minima inhibi-
toria del ajo aplicado en la microflora
bacteriana salival es de 0, 8 gr/ml y la
concentracién minima bactericida es de
2,0 gr/ml.>

Villanueva G en el 2007, determiné
la actividad antibacteriana del extrac-
to de Allium sativum sobre el Strepto-
coccus mutans, en condiciones in vitro.
La Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) es de 2, 00 mg/ml.°

21



Evelyn Munayco; Hilda Moromi Nakata

El presente estudio trata de demostrar
el efecto antimicrobiano y antifiingico
del extracto hidroalcohélico del Allium
sativum frente a cepas estdndares de la
cavidad oral, como una alternativa, que
beneficie a la poblacién peruana en es-
pecial de bajos recursos econémicos, en
la prevencidn para la preservacion de la

salud bucal.

Material y métodos

El presente estudio es de tipo experi-
mental, prospectivo e in vitro. Se tra-
bajé con grupos controles, un control
positivo representado por ciprofloxaci-
no para las bacterias y un antimicético
representado por el Fluconazol, para
Candida albicans (Hongo) y un control
negativo representado por alcohol al
50 %. Se utiliz6 cepas de Streprococcus
mutans 25175, Lactobacillus casei 4356,
Capnocytophaga sputigena 33612 y Can-
dida albicans 10231 procedentes del
American Culture Collection (ATCC)
y con el extracto hidroalcohdlico del
Allium sativum a diferentes concentra-
ciones: 1,2mg/mL, 18mg/mL 30mg/
mL, 60mg/mL, 90mg/mL, 120mg/
mL.

Obtencién y purificacién del extracto

Para la obtencién del extracto hidroal-
cohélico, se utilizé la instalaciones del
Centro de Control Analitico de la Fa-
cultad de Farmacia y Bioquimica de la
UNMSM. El extracto se obtuvo por el
proceso de maceracién; para el cual se

emplearon 500mg de bulbos de Allium
sativum, que fueron colocados en una
solucién hidroalcohdlica al 70 %, estos
fueron sometidos al proceso de mace-
racién por un periodo de 6 dfas en un
recipiente de vidrio dmbar sin cdmara
de oxigeno. La purificacién del ex-
tracto con la finalidad de eliminar el
sobrenadante se realizé con un equipo
convencional de filtrado empleando
papel whatman Ne 20, en un tiempo
aproximado de 20 minutos. La solu-
cién del extracto hidroalcohélico de
Allium sativum obtenida, se filtré a tra-
vés de un filtro millipore de didmetro
de 0.44pm — 0.22um, en un tiempo
aproximado de 1 hora. Se determiné
la concentracién del extracto de Allium
sativum por el mérodo de pérdida por
secado (donde se tomé una alicuota
del extracto y es sometida a sequedad
bajo condiciones controladas). Se rea-
liz6 la marcha fotoquimica para saber
los componentes del extracto de Allium
sativum, los cuales fueron corroboradas
por cromatografia de capa fina frente
a estdndares. Después de obtenido el
extracto hidroalcohdlico, se procedié a
la preparacién de las cepas ATCC y su
posterior reactivacién, como se detalla a
continuacién

Preparacién del material biolégico

Reactivacién de las cepas bacterianas y
fingicas por el método de recuperacién
en placa donde se trabajé con cepas es-
tdndares ATCC (American Type Cul-
ture Collection) segtin las condiciones
descritas en la tabla 1.

Tabla 1. Cultivos de Cepas bacterianas ATCC

MICROORGANISMO  MEDIO DE CULTIVO  TIEMPO TIEMPO INCUBACION

Strep;t;cé)gczuss 1';; tans Agar Mueller-Hinton 37 °C 24 horas Cc;)r;rraei(;t;vo
C?Td(i:dg 1a(|)b2ig?ns Agar Sabouraud 37°C  48-72horas Aerobiosis
Lact/cf\?%cglgségasei Agar Rogosa 37°C 24 horas Cc:)r;rr:i((:)t;vo

Cagp;::y};tggf&agg;p; fi- Agar Schaedler 37°C  48-72horas Cc;r;::izt;vo

Prueba de sensibilidad antimicrobiana’

El procedimiento es el mismo en todos
los microorganismos, por eso se tomoé
como referencia al Streptococcus mutans
ATCC 25175. En 2ml de suero fisio-
légico contenido en un tubo de ensayo
se procedié a preparar el inéculo para
el desarrollo de la parte experimental.
A partir del cultivo de la placa de agar
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Mueller-Hinton, con un asa de Kolle se
retiré suficientes colonias que fueron
colocadas en el tubo de ensayo, hasta
que la turbidez fuera igual que la escala

1 de Mc Farland (3x108 UFC/ml).

Se procedié a medir en una probeta
50ml del Agar Mueller-Hinton man-
tenido a una temperatura de 45 °C,

se agregd el contenido del inoculo del
tubo de ensayo, para después verterlo
sobre la placa petri de 150mmx 15mm
estéril hasta la solidificacién. En con-
diciones estériles se procedié con un
sacabocados de 11mm de didmetro a
formar los 8 pozos los cuales tuvieron
una altura de 5mm, luego se colocd en
cada pozo 60 pL de cada concentra-
cién del extracto al 12mg/mL, 18mg/
mL, 30mg/mL, 60mg/mL, 90mg/mL,
120mg/mL y los controles negativos y
positivos. Se dej6 reposar aproximada-
mente 10 minutos. Este ensayo se hizo
por triplicado. Se incubé las 3 placas a

37 °C por 24 - 48 horas.

Resultados

Extracto de Allium sativum; se obtuvo
108 g de extracto seco por cada 500 mg
de bulbo de ajos macerada en 1500 mL
solvente (etanol al 70 %), mediante la
técnica de maceracién.

Accién antimicrobiana

Se estudié el didmetro de los halos de
inhibicién formado por el extracto de
Allium sativum a distintas concentra-
ciones, teniendo como referente dos
controles positivos ciprofloxacino, flu-
conazol y un control negativo.

Accién antimicrobiana frente a Candi-

da albicans ATCC 10231

Fig 1. Formacién de halos de inhibicién de
Candida albicans ATCC 10231 en Agar Sab-

ouraud

Se realizaron 3 ensayos vélidos para
cada concentracién donde se obtuvie-
ron los resultados observados en la Fig.
1, donde se midieron los halos de in-
hibicién, los cuales fueron registrados
en la Tabla 2. Los halos de inhibicién
tuvieron una media de 16mm, 19mm,
21mm, 24mm, 28mm y 31mm traba-
jada a las distintas concentraciones (Ta-
bla 2) y el fluconazol tuvo una media de
32mm +/- 2.
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Tabla 2: Efecto del extracto Allium sativum vs. Fluconazol en cepas Candida

albicans
Concentracion del extracto CONTROL
N° Placa 12 18 30 60 90 (:_Oj;-!:i ’\? S g;ﬁ\? (IS
mg/m mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml Z0L).

PLACAN® 1 13 19 22 23 30 32 34 0
PLACAN®2 18 19 21 25 27 30 30 0
PLACAN® 3 16 18 21 25 27 30 32 0

Promedio 16mm  19mm 21mm 24mm  28mm 31mm 32mm Omm

Accién antimicrobiana frente Streptococcus mutans ATCC 25175

las distintas concentraciones (Tabla 3)
y el ciprofloxacino tuvo una media de
32mm +/- 1

Se realizaron 3 ensayos vélidos para
cada concentracién donde se obtuvie-
ron los resultados observados en la Fig.
2, donde se midieron los halos de inhi-
bicién, los cuales fueron registrados en

la Tabla 3.

e —

Se realizaron 3 ensayos vélidos para
cada concentracién donde se obtuvie-
ron los siguientes resultados observados
en la Fig. 3, donde se midieron los halos
de inhibicidn, los cuales fueron registra-

dos en la Tabla 4.

Fig 2. Formacién de halos de inhibicién en
Streptococcus mutans ATCC 25175 en Agar
Mueller-Hinton

Los halos de inhibicién tuvieron una
media de 17mm, 19mm, 21mm,
23mm, 27mm y 32mm trabajada a

Fig. 3: Formacién de halos de inhibicién en
Capnocytophaga sputigena ATCC 33612 en
Agar Schaedler

Tabla 3: Efecto del extracto Allium sativum vs. Ciprofloxacino en cepas Strepto-
coccus mutans

Concentracién del extracto
N° Placa 12 18 30 60 90

CPOSITIVO CONTROL
Ciprofloxacino  NEGATIVO

mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml  mg/ml  mg/ml
PLACAN° 1 17 19 23 24 28 30 32 0
PLACA N°2 16 18 20 22 26 35 33 0
PLACAN®3 17 20 20 22 28 30 30

Promedio 17mm 19mm 21mm 23mm 27 mm 32 mm 32 mm 0mm

Accién antimicrobiana frente Capnocytophaga sputigena ATCC 33612

Tabla 4: Efecto del extracto Allium sativum vs. Ciprofloxacino en cepas Capno-
cytophaga sputigena
Concentracion del extracto

CPOSITIVO
N° Placa 218 30 e 0 120 C-T“:\ESA'
mg/ml mg/m mg/m mg/ml  mg/ml  mg/ml cino).
PLACAN® 1 17 17 31 35 37 43 44 0
PLACAN°2 20 20 32 36 40 46 47
PLACAN® 3 20 22 32 35 40 42 43
Promedio 19mm 20mm 32mm 35mm 39mm 44 mm 45 mm 0mm

Accién antimicrobiana frente Lactobacillus casei ATCC 393
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Los halos de inhibicién tuvieron una
media de 19mm, 20mm, 32mm,
35mm, 39mm y 44mm trabajada a
las distintas concentraciones (tabla 4)
y el ciprofloxacino tuvo una media de
45mm +/- 2

Se realizaron 3 ensayos validos para cada
concentracién donde se obtuvieron los
siguientes resultados observados en la
Fig. 4, donde se midi6 el halo de inhi-
bicién del control positivo, el cual tuvo
de promedio 42mm, ademds se observo
que no hubo inhibicién antibacteriana
para el extracto de Allium sativum.

Fig. 4: Formaci6n de halo de inhibicién (con-
trol positivo) en Lactobacillus casei ATCC 393
en Agar Rogosa

Se procedié al anilisis estadistico

Prueba de normalidad, demostrando
los resultados tienen una distribucién
normal al 95 % de nivel de confianza.

Prueba de igualdad de varianzas donde
la varianza a distintas concentraciones
son iguales con un 95 % de nivel de
confianza.

Prueba de Anova se demostré que a
diferentes concentraciones estadistica-
mente los resultados no son iguales.

Re-Tes Anova entre las concentraciones
de 90mg/mL y 120mg/mL comparadas
con el estdndar demostré que los resul-
tados son estadisticamente iguales con
un 95 % de nivel de confianza.

Discusion

En esta investigacién se propuso validar
la actividad antimicrobiana y antifingi-
ca del Allium sativum contra Streptococ-
cus mutans, microorganismo cariogéni-
co por excelencia, ® contra Lactobacillus
casei, bacteria responsable del avance de
la caries en la profundidad del esmalte
y la dentina,® contra Capnocyrophaga
sputigena, bacteria periodontopatoge-
na® y contra Candida albicans, hongo
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implicado en la candidiasis oral.® Estos
microorganismos también fueron estu-
diados por otros investigadores.®¥”

Garcia Rico 2007, evalué la inhibicién
del extracto del Allium sativum, Allium
Sfistulosum 'y Allium sobre cinco cepas
bacterianas, utilizando el extracto acuo-
so, con una metodologfa muy similar al
presente estudio, para la determinacién
de la actividad antimicrobiana obtuvo
con el extracto acuoso de Allium sati-
vum menor potencial antibacteriano a
diferencia de los resultados obtenidos en
esta investigacion en que se utilizé el ex-
tracto hidroalcohdlico, sobre 4 cepas. °

Naupari  Valdivieso 2007, estudi6
el efecto antifingico del extracto de
Allium sativum frente a la Candida al-
bicans, utilizando concentraciones de 5,
10, 20, 40 y 80 mg/mL del extracto® a
diferencia de esta investigacién donde
las concentraciones del extracto fue de
12, 18, 30, 60, 90 y 120mg/mL. En di-
cho estudio hallé que en todas las con-
centraciones experimentadas, Candida
albicans inhibia su crecimiento. En la
presente investigacién se obtuvo halos
de inhibicién en todas las concentra-
ciones usadas, pero no todas ellas eran
semejantes a la accidén antifingica del
fluconazol. En ambos estudios se usé
al Fluconazol como control positivo.
Asimismo el extracto de Allium sativum
dio un promedio de halo de inhibicién
de 28,3mm en contraste con el estudio
de Naupari®, que daba un promedio
de 23,13mm por cual la diferencia no
es estadisticamente signiﬁcativa. Nau-
pari® trabajo con el fluconazol a una
concentracién de 10mg/ml y obtuvo
un halo de inhibicién de 31, 6mm de
promedio; a diferencia de la presente
investigacién donde se empleé fluco-
nazol a una concentracién de 2mg/ml,
produciendo un halo de inhibicién de
32mm de promedio. A pesar de utilizar
diferentes concentraciones del flucona-
zol (10mg/ml y 2mg/ml), la diferencia
en el promedio del halo de inhibicién
(31,67mm y 32mm) no es estadistica-
mente significativa.

Conclusiones

El extracto hidroalcohélico de Allium
sativum presentd efecto antimicrobia-
no frente a la cepa ATCC de S. mutans,
Capnocytophaga sputigena, y C. albicans
a excepcion de Lactobacillus casei que
presenta resistencia.
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Se determiné que la concentracién anti-
microbiana frente a Capnocytophaga spu-
tigena fue de 120mg/mL, teniendo como
referencia al estdndar de ciprofloxacino a
una concentracién de 4mg/ml.

Se determiné que la concentracién an-
timicrobiana frente a Candida albicans
fue de 90mg/ml y120mg/mlL, presen-
tando una mejor actividad antimicro-
biana a la concentracién de 120 mgr/
ml teniendo como referencia al estdn-
dar de fluconazol a una concentracién
de 2mg/ml.

Se determiné que la concentracién anti-
microbiana frente al Streprococcus mutans
fue de 90mg/ml y120mg/ml presen-
tando una mejor actividad a la concen-
tracién de 120 mgr/ml teniendo como
referencia al estdndar de ciprofloxacino a
una concentracién de 4mg/ml.

Se determind que el Lactobacillus ca-
sei, presenta resistencia antimicrobiana
frente al extracto de Allium sativum, te-
niendo como referencia al estdndar de
ciprofloxacino a una concentracién de

4mg/ml.
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