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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto de un gel experimental a base de extracto etanolico salvia frente
a Staphylococcus aureus 'y Candida albicans.

Material y Métodos: Se realizd un estudio experimental in vitro. Se empleo el programa
G*power 3.1.9.7, para el célculo de las repeticiones. La salvia fue proveniente del
departamento de Puno. Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto
etanolico de salvia se utilizdo el método difusion en disco, asi mismo, se identificd la
concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida. En a base a ello, se
prepard el gel experimental y se evalud la actividad antibacteriana y antifingica.
Resultados: El gel experimental a base de extracto etanolico de salvia inhibi6 el crecimiento
de C. albicans y S. aureus, con halos de inhibicion de 20.637 + 0.508 mm y 15.307 + 0.397
mm. Cuando se compar? los resultados del gel experimental con el Miconazol gel 2%, en el
caso de C. albicans, el efecto antiflingico fue similar (p > 0,05), asi mismo, para S. aureus se
utilizé como control Perio Aid gel 0.12%, demostrando tener diferencias significativas.
Conclusiones: El gel experimental a base de extracto etandlico de salvia demostro tener un

efecto antibacterial y antifungico frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans.

Palabras clave: antibacterianos, antifingicos, salvia, Candida albicans, Staphylococcus

aureus.



Antimicrobial effect of an experimental gel based on ethanolic extract of sage against

Staphylococcus aureus and Candida albicans — In vitro study.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of an experimental gel based on sage ethanolic extract
against Staphylococcus aureus and Candida albicans.

Material and Methods: An in vitro experimental study was carried out. The G*power
3.1.9.7 program was used to calculate the repetitions. The sage came from the department of
Puno. To evaluate the antimicrobial activity of the ethanolic extract of sage, the disk diffusion
method was used; likewise, the minimum inhibitory concentration and the minimum
bactericidal concentration were identified. Based on this, the experimental gel was prepared
and the antibacterial and antifungal activity was evaluated.

Results: The experimental gel based on ethanolic extract of sage inhibited the growth of C.
albicans and S. aureus, with inhibition zones 0f 20.637 + 0.508 mm and 15.307 + 0.397 mm.
When the results of the experimental gel were compared with Miconazole gel 2%, in the case
of C. albicans, the antifungal effect was similar (p > 0.05), likewise, for S. aureus Perio Aid
gel 0.12% was used as a control, proving to have significant differences.

Conclusions: The experimental gel based on ethanolic extract of sage demonstrated to have

an antibacterial and antifungal effect against Staphylococcus aureus and Candida albicans.

Keywords: antibacterials, antifungals, salvia, Candida albicans, Staphylococcus aureus.
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I. INTRODUCCION

La estomatitis subprotésica es una lesion inflamatoria limitada a la mucosa bucal, ocasionada
generalmente, por una protesis removible mal adaptada’, esta lesion es muy frecuente, pues
afecta aproximadamente al 50% de pacientes portadores de una protesis dental®. Dentro de
los factores etioldgicos comunes que contribuyen al desarrollo de la estomatitis subprotésica
se encuentran, una higiene bucal deficiente, procesos alérgicos, sistemas inmunodeprimidos,
mala calidad del material protésico, la edad avanzada y el sexo>*°>.

La mala higiene bucal trae consigo la proliferacion de microorganismos oportunistas, tales
como bacterias y hongos, que a su vez son favorecidos por el uso de prétesis mal adaptadas
ya que en ellas se crea un reservorio a causa de la descomposicion de alimentos, facilitando
asi su desarrollo®’.

De acuerdo a investigaciones realizadas en pacientes con estomatitis subprotésica se puede
evidenciar que los microorganismos hallados comtinmente son C. albicans y S. aureus® °.
Baena et al.'” demostraron que ademas de la presencia de estos microorganismos existe una
asociacion entre bacterias y hongos, tal es el caso de Staphylococcus-Candida, en pacientes
con lesiones causadas por protesis mal adaptadas, que aunado a la etiologia multifactorial de
la enfermedad hace que el manejo terapéutico sea un tanto complejo.

Actualmente se han realizado investigaciones sobre el uso de algunas plantas medicinales
capaces de hacer frente a los microorganismos responsables de la estomatitis subprotésica,
como el trabajo desarrollado por Shui ef al.!' en la que ademés sefialan que las hierbas
medicinales poseen menos efectos secundarios y mas satisfaccion del paciente que los
antimicoticos y/o antibacteriales usados comunmente. Asi mismo en otros estudios
realizados por Flores!? y Carvajal'® se demostré que algunos microorganismos patogenos
orales tales como Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida
albicans son susceptibles a extractos etandlicos de plantas medicinales.

Una de las plantas medicinales utilizadas en medicina tradicional es la que se conoce por su
nombre vulgar como “Salvia”, “Puna salvia” o “Salvia andina”, la cual pertenece a la familia
Lamiaceae y dentro de ella, al género Lepechinia y estd compuesta de 40 a 42 especies'®. En

Sudamérica se encuentra localizada en la zona andina a una altura que va desde los 2500 a

4000 m.s.n.m., es asi que los andes constituyen un importante hébitat para ellas. En el Pera
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se cuenta con especies presentes en Ayacucho, Ancash, Apurimac, Ayacucho, Huanuco,
Huancavelica, Junin, Cusco y Puno principalmente'>.

El extracto metandlico de salvia ha demostrado tener una inhibicidon de crecimiento frente
Candida tropicalis, Candida krusei y Candida albicans y ser rico en flavonoides y taninos'®.
Cordova-Guerrero et al.'” evaluaron el efecto antibacteriano y antifiingico de un extracto
hexanico procedente de la raiz de Salvia apiana frente a patogenos de importancia clinica
obteniendo como resultado una inhibicién en el crecimiento de Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis y Candida albicans. Por esta razon el
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de un gel experimental a base de

extracto etanolico salvia frente a Staphylococcus aureus 'y Candida albicans.
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II. MATERIAL Y METODOS

11.1. Diseno del estudio

El presente estudio se tratd de un disefio experimental in vitro, pues se manipul6 la variable
independiente mediante diferentes volimenes 1000 ul, 750 ul, 500 pl, 250 pl, 100 pl del
extracto etanolico de salvia, ademas se logré realizar comparaciones con un control positivo
(Clorhexidina 0.12% Perio- Aid® gel y Miconazol 2% (20mg/g) Daktarin® gel oral) en cada
caso. Todo este procedimiento se desarrolld en el laboratorio de Microbiologia de la

Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.

I1.2. Tipo de investigacion

El estudio fue de tipo experimental porque permitié6 manipular la variable independiente y
valorar el efecto que este tuvo sobre la variable dependiente estableciendo una relacion de
causalidad. Fue prospectivo, ya que los datos fueron recolectados a medida que ejecutemos
la investigacion y por lo tanto son propios de esta investigacion. Asi mismo el estudio fue
transversal, porque las variables se midieron una sola vez, en un tiempo determinado y fue
analitico, pues se manejo mas de una variable y se logrd encontrar la respuesta a la hipotesis

planteada.

11.3. Unidad de estudio

La unidad de estudio fueron los discos de sensibilidad cargados con los diferentes volumenes

1000 pl, 750 pul, 500 pl, 250 pul, 100 pl del extracto etandlico de salvia.

11.4. Tamaio de muestra

Para calcular el tamafio de la muestra se utiliz6 el programa G*power 3.1.9.7 (Heinrich Heine
Universitét, Diisseldorf, Germany), empleando la prueba de analisis de varianza ANOVA de
defectos fijos. Se considerd un tamafio del efecto de 0.86, un error a de 0.05 y un poder de
0.80, teniendo un calculo final de muestras de 24 elementos (Anexo N°1), es decir 4

repeticiones como minimo por cada muestra. Para dicho célculo se utilizd los datos del
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articulo titulado “Antimicrobial effect of different herbal plant extracts against different
microbial population 8, Como medida de contingencia se trabajé con un total de 96
muestras, es decir 8 repeticiones por cada grupo (1000 pl, 750 ul, 500 pul, 250 ul, 100 pl,

control) frente a S. aureus y C. albicans respectivamente.

II.5. Criterios de seleccion

Criterios de inclusién:

- Placas con siembra adecuada del microorganismo.

- Discos de sensibilidad con halos de inhibicién mayores a 14 mm.

Criterios de exclusion:

- Placas Petri con agar mal manipulados o preparados sin las instrucciones del
fabricante.

- Placas Petri con cultivos contaminadas con otros agentes microbianos.



I1.6. Operacionalizacion de variables

14

. ESCALA
VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR VALOR TIPO DE DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL FINAL VARIABLE .
MEDICION
V.
Independiente:
Extracto
etanolico de
. salvia
Gel Formulacion de una . Ordinal
. .- ; tracts
experimental de Producto utilizado para sustancia a base de X, ;ac Od 1000 pl, 750
. . extracto etandlico de etanolico de ul, 500 ul .
salvia detener la propagacion de Wvi salvia > > | Cualitativa
, salvia 250 pl, 100
gérmenes pl
Y . ) Unidad bacteriana en la )
: Microorganismos . S Nominal
- cual sevaa : . aureus
Interviniente | qoqcendientes de una tnica experimentar . Tipo de. Cualitativa
Cepa célula o que provienen de TMICTOOTEANISMO | & hicans
d inad Dicotomica
bacteriana/ una determinada muestra en
fingica particular
V.
Dependiente: Capacidad de una sustancia Numérica
para inhibir el crecimiento Técnica
Actividad d : difusion en continua
e bacterias y hongos Activi : .
ctividad antibacteriana .
antimicrobiana S disco Razén
(halo de inhibicion mm

formado)
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Concentracion minima L
Numérica

en la cual se produce un
efecto inhibitorio continua

CMI mg/ml

CMI Razoén

Concentraciéon minima

Numérica
en la cual se produce un

(CMB) y fungicida UFC
(CMF)

I1.7. Técnicas y procedimientos

La técnica de recoleccion de datos que se utilizo en el presente estudio fue la observacion,
asi mismo el instrumento que se empled fue un vernier digital de acero 6" marca Truper. Para
el registro de los datos obtenidos se hizo uso una ficha de recoleccion de datos, la cual fue

aprobada en coordinacion con el asesor del proyecto. (Anexo 2).

- Calibracion de instrumento

La calibracion del vernier digital de acero 6" marca Truper fue realizado por el mismo

software del equipo.

- Prueba piloto previo a la ejecucion

Se realiz6 una prueba piloto previo al estudio en la cual se utilizé 50 ml de la muestra filtrada
de salvia que previamente fue macerada en alcohol de 70° y se procedi6 a su desecado por
24 horas, obteniéndose asi 0,7 gramos de polvo de extracto etandlico, el cual fue disuelto con

dimetilsulfoxido (DSMO). Para trabajar con cantidades menores, pero a la misma

efecto bactericida CMB/CMF discreta Razon
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concentracion se hizo una regla de tres simple y se trabajé con 14 mg de extracto etandlico
de salvia disuelto en Iml de DSMO. Ademas, las cepas previamente activadas fueron
sembradas en agar Miiller Hinton y se procedié a colocar los discos de sensibilidad,
previamente desnaturalizados, embebidos en el extracto etandlico de salvia al 100% (1000
ul). Se procedié a incubar a 35 + 2 °C por 24 horas, luego de este tiempo se obtuvo halos de
inhibicién con un promedio de 19.375 mm y 24.065 mm para S. aureus y 56.885 mm y
53.905 mm para C. albicans, evidenciandose asi la capacidad antimicrobiana del extracto

etandlico de salvia y corroborando los pasos para el procedimiento.

- Recoleccion y extraccion etanolica de la salvia

La muestra fue procedente del distrito de Arapa de la provincia de Azangaro del
departamento de Puno y fue identificada taxondmicamente como Lechepinia Meyenii (walp.)
Epling “Salvia” por el Herbario Takana de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional Jorge Basadre Grohmann (Anexo 3). La cantidad recolectada fue 7 kg de planta
entera fresca y se procedié a su secado al aire en un ambiente oscuro por una semana,
posterior a eso se realizé su pulverizacion mediante un moledor manual y se procedi6 a su
almacenamiento en un frasco de vidrio oscuro con alcohol al 70% a 30 °C durante 45 dias
agitandolo 3 veces por dia durante 15 min, luego de ese tiempo se procedio a su biofiltracion
a través de papel filtro Whatman No. 2. Una vez obtenido la filtracion se procedi6 al desecado
en una estufa a 45 °C por 24 horas, obteniéndose asi la extraccion etandlica en polvo de la

salvia la cual se almaceno para su posterior uso'® 1.

- Cromatografia liquida de alta eficiencia del extracto etandlico de salvia

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) permiti6 la separacion, identificacion y
determinacion de los componentes quimicos del extracto etanolico de salvia, dichos procesos
abarcaron varias técnicas separativas para analizar los constituyentes presentes>’. Para este
analisis fisico-quimico se envid una muestra de extracto etanolico de salvia bajo condiciones
adecuadas a la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, con sede en la ciudad

de Cusco, Peru.
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- Obtencion de cepas liofilizadas y medios de cultivo

LacepadeS. aureus ATCC 6538y C. albicans ATCC 10231, asi como los medios de cultivo,

se obtuvieron del laboratorio Gen Lab.

- Activacion de la cepa bacteriana

La cepa bacteriana de S. aureus ATCC 6538 fue reactivada en agar base sangre, mediante
siembra por agotamiento y se incub6 a 35+ 2 °C por 24 a 48 horas en condiciones aerdbicas.
Luego se replico en viales con agar nutritivo y se incubo a 35 &+ 2 °C por 24 horas, posterior
a esto se sembrod por suspension en caldo BHI y se incub6 a 30 °C por 24 horas, finalmente
se sembro6 por el método de estria por agotamiento en viales con agar nutritivo y se incub6 a

35+ 2 °C por 24 horas®.

- Activacion de la cepa fingica

La cepa bacteriana de C. albicans ATCC 10231 fue reactivada en agar Sabouraud dextrosa,
mediante siembra por agotamiento y fue incubado a 25 °C por 48 horas en condiciones
aerobicas. Luego se replicd en viales con agar papa dextrosa (PDA) y se incubo a 35 £2 °C
por 24 horas, posterior a esto se sembraran por suspension en caldo BHI y se incubaran a 35
+ 2 °C por 24 horas, finalmente se sembrara por el método de estria por agotamiento en viales

con PDA y se incubaré a 35 °C por 24 horas?' .

- Preparacion de discos de sensibilidad

Para la presente investigacion se utiliz6 discos de la marca OXOID, tubo por 50 unidades,
con un diametro de 6 mm, suficiente para contener los volimenes de trabajo del extracto
etanolico de salvia. Los discos fueron desnaturalizados por autoclave a 121°C durante 15

minutos a 15 libras de presion. Luego se procedio al secado en horno a 180 °C por 30 minutos.
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Cuadro 1. Concentracion del extracto etandlico de salvia en los diferentes volimenes

N° de Volumen (ul) Concentracion (mg)
Tratamiento
1 1000 14
2 750 10.5
3 500 7
4 250 3.5
5 100 1.4

- Actividad antibacteriana del extracto etanolico de salvia

Se utilizo6 la técnica de difusion de discos de Kirby-Bauer, para lo cual las colonias activadas
y puras de cada microorganismo se suspendieron en caldo BHI y se incubaron a 35 = 2 °C
por 2 a 3 horas, luego se compar6 por el método de turbidimetria de escala de McFarland
hasta que coincida con el tubo niimero 0,5 (1,5 x 10 ® células/ml)??. Una vez obtenida esta
muestra se procedié a sembrarlas en agar Miiller Hinton por la técnica de superficie. Los
discos de sensibilidad se impregnaron con cada uno de los volimenes de extracto etandlico
de salvia (1000 pl, 750 ul, 500 pl, 250 pl, 100 pl) luego se dejaron por un espacio de 5
minutos y se colocaron en la superficie de la placa de agar inoculada con el
microorganismo. Luego las placas se incubaron segun los requerimientos para cada
microrganismo. La actividad antimicrobiana se evalué midiendo las zonas de inhibicion en

milimetros con un Vernier digital (Truper)'® 2% 2.

- Determinacion de la CMI por Microdilucion

La concentracién minima inhibitoria (CMI) se determino a partir de los volumenes donde los
halos de inhibicion se consideraron sensibles, es decir halos mayores a 14 mm, en los cuales
se realizdé una microdilucion, empleando una microplaca de ELISA sin anticuerpo de 96
pozos con una capacidad de 200 pl en cada pozo, se procedi6 a sembrarlos en caldo BHI.

Posterior a eso fueron incubados por 24 horas a 35 = 2 °C y se procedié a observar los
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cambios en la turbidez. La concentracion minima inhibitoria fue la concentracion mas baja
en la que el extracto etandlica inhibid el crecimiento del microorganismo, las experiencias se

realizaron por quintuplicado'®.

- Determinacion de la CMB y CMF

A partir de la CMI se procedi6 a sembrarlos en agar Miiller Hilton por un espacio de 24 horas
a 35+ 2 °C, por el método de superficie, haciendo lectura a las 24 horas y evidenciando que
en las placas se halla eliminado el 99% de bacterias y hongos, segiin cada caso. Las

experiencias se realizaron por triplicado'®.

- Formulacion del gel a base de extracto etandlico de salvia

Para la preparacion de 500 ml de gel se agrego6 en un vaso de precipitado 5 g carbopol 940,
2.5 g benzoato de sodio y 3.8 ml de trietanolamina, se fue mezclando hasta obtener la
consistencia del gel. Después de ello se agregd la 50 g de glicerina, 50 g propilengicol y por
ultimo se agreg6 1.8 g del extracto etanolico de salvia para Candida albicans (ATCC 10231).
El mismo procedimiento se realizd para el gel frente a Staphylococcus aureus (ATCC 6538)

en la que se utilizo 0.6 g del extracto etandlico de salvia.

- Actividad antimicrobiana del gel a base de extracto etandlico de salvia

Se utilizé el método de difusion de discos de Kirby-Bauer, para lo cual se impregnaron discos
con el gel formulado a base de extracto etanolico de salvia y se colocaron sobre las placas
con agar Miiller Hilton inoculadas con C. albicans (ATCC 10231) y S. aureus (ATCC 6538)
respectivamente, asi también los discos control segun sea el caso. Posterior a esto fueron
incubados por 24 horas a 35 + 2 °C. Luego las zonas de inhibicion de crecimiento
bacteriano/fingico alrededor de los discos con gel experimental a base de extracto etanolico
de salvia y del gel control (Clorhexidina 0.12% Perio-Aid y Miconazol 2% Daktarin), se

midieron en milimetros con un Vernier digital (Truper)'® 222,
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11.7. Analisis de datos

Terminada la recoleccion de datos, se procedid a su sistematizacion en el programa
Microsoft® Excel® 2019. Para la descripcion de los datos se utilizd una estadistica
descriptiva, mediante sus medidas de resumen por ser una variable numérica. Luego, para el
contraste de la hipotesis se hizo uso de una estadistica inferencial, estableciendo un nivel de
significancia del 5%. Para lo cual se utiliz6 la prueba de Shapiro-Wilks y asi corroborar la
distribucion normal de los datos, ademas los datos correspondientes a los halos de inhibicion
fueron sometidos a la prueba de andlisis de la varianza (ANOVA) y la prueba de

comparaciones multiples de Tuckey empleando el software SPSS v.22.0.

III. RESULTADOS

La caracterizacion quimica del extracto etanolico de salvia se realizé por cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPCL) y reacciones a la gota (Anexo 4), donde se revelo la

presencia de abundantes compuestos fendlicos principalmente 4cido rosmarinico.

Tabla 1. Determinacion de compuestos fenolicos por HPLC

Repeticiones Promedio
Extracto etandlico TR 1 2 3 Acido Cafeico
de salvia mg/100ml
Acido Rosmarinico  17.317 41.67 41.96 41.85 41.83
Total Fenodlicos 51.97 52.48 52.20 52.22

TR= Tiempo de retencién en minutos (cromatograma)
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Tabla 2. Actividad antibacteriana del extracto etandlico de salvia en sus diferentes volimenes

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 por el método de difusion de disco (Kirby-

Bauer)

Volumen Rango Minimo Maximo Media DS
Vol. 100 pl 1.585 10.24 11.825 11.269 0.551
Vol. 250 pl 2.645 15.625 18.27 17.258 0.989
Vol. 500 pl 1.07 19.7 20.77 20.228 0.413
Vol. 750 pul 2.615 22.26 24.875 23.561 1.037
Vol. 1000 pl 4.525 23.13 27.655 25.729 1.571
DSMO - - - - -

DS= Desviacion estandar

Interpretacion:

En la Tabla 2 se puede observar que entre los volimenes 100 pl y 250 ul el extracto etandlico

comienza a mostrar un efecto antibacteriano, pues el diametro de los halos de inhibicion se

acerca a 15 mm, ademads que el diluyente utilizado (DSMO) no present6 resultados, por lo

tanto, no interfiri6 en la obtencion de los datos.



22

Tabla 3. Actividad antifungica del extracto etandlico de salvia en sus diferentes volumenes

frente a Candida albicans ATCC 10231 por el método de difusion de disco (Kirby-Bauer)

Volumen N Rango Minimo Maximo Media DS
Vol. 100 pl 8 1.92 9.29 11.21 9.934 0.739
Vol. 250 pl 8 1.375 10.675 12.05 11.539 0.466
Vol. 500 pl 8 0.815 13.51 14.325 13.767 0.254
Vol. 750 ul 8 1.76 15.915 17.675 16.706 0.677
Vol. 1000 pl 8 3.39 20.415 23.805 22.19 1.084
DSMO 8 - - - - -

DS= Desviacion estandar

Interpretacion:

En la Tabla 3 se puede observar que entre los volimenes 500 pl y 750 pl el extracto etanolico
comienza a mostrar un efecto antifingico, pues el diametro de los halos de inhibicion supera
los 14 mm, ademas que el diluyente utilizado (DSMO) no presento resultados, por lo tanto,

no interfirio en la obtencion de los datos.
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Tabla 4. Concentraciéon minima inhibitoria y concentraciéon minima bactericida del extracto

etanolico de salvia frente a S. aureus ATCC 6538 y C. albicans ATCC 10231

Microorganismo CMI (mg/ml) CMB/CMF (mg/ml) UFC (Media)
S. aureus 2.6 3.2 6.3
C. albicans 8.5 8.9 33
Interpretacion:

En la tabla 4 se muestra que la CMI del extracto etanolico de salvia fue 2.6 mg/ml (vol. 185.7

ul) para S. aureus (ATCC 6538) y 8.5 mg/ml (vol. 607.14 pl) para C. albicans (ATCC

10231), dichas concentraciones no evitaron la formacion de UFC pues muestran una media

de 6.3 y 3.3 respectivamente.

Tabla 5. Actividad antibacteriana del gel experimental a base de extracto etandlico de salvia

Valor S. aureus

GE* C+* C-
N 5 5 5
RANGO 0.965 1.125 -
MINIMO 14.635 11.74 -
MAXIMO 15.6 12.865 -
MEDIA 15.307 12.366 -
MEDIANA 15.4650 12.4600 -
DS 0.39696 0.45477 -
IC 95% INF 14.8141 11.8013 -
IC 95% SUP 15.7999 12.9307 -

P<0.05

GE*= Gel experimental 3.2 mg/ml

C- = Control negativo agua destilada estéril

DS= Desviacion estandar

C+* = Control positivo Perio Aid gel 0.12%
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Interpretacion:

La tabla 5 muestra la actividad antibacteriana del gel experimental frente a S. aureus, pues
en este estudio se observaron diferencias significativas entre los halos de inhibicion para el
gel experimental a base de extracto etandlico de salvia y el control positivo (Perio Aid gel

0.12%) y el negativo (agua destilada estéril).

Tabla 6. Actividad antifungica del gel experimental a base de extracto etanolico de salvia

Valor C. albicans

GE** CH*=* C-
N 5 5 5
RANGO 1.195 0.895 -
MINIMO 20.17 19.56 -
MAXIMO 21.365 20.455 -
MEDIA 20.637 20.022 -
MEDIANA 20.4200 19.9100 -
DS 0.50847 0.4077 -
IC 95% INF 20.0056 19.5158 -
IC 95% SUP 12.9307 20.5282 -
P>0.05
GE**= Gel experimental 8.9 mg/ml C+** = Control positivo Miconazol gel 2%
C- = Control negativo agua destilada estéril DS= Desviacion estandar

Interpretacion:

La tabla 6 muestra la actividad antifingica del gel experimental frente a C. albicans (ATCC
10231), pues en este estudio se observaron diferencias significativas entre los halos de
inhibicion para el gel experimental a base de extracto etandlico de salvia y el control negativo
(agua destilada estéril). Cuando se compard los resultados del gel experimental con el
Miconazol gel 2%, por medio de la prueba de Tukey, el efecto antiflingico fue similar (p >

0,05).
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CONTRASTE DE HIPOTESIS

- HO: Los halos de inhibicion presentan una distribucién normal

- HI: Los halos de inhibicion no presentan una distribucién normal

Para comprobar la hipotesis de normalidad se realizé la prueba de Shapiro-Wilk, con un nivel
de significancia a = 0.05, obteniendo un p - valor = 0.089 para S. aureus (ATCC 6538) y un
p - valor = 0.370 para C. albicans (ATCC 10231). Es asi que no rechazamos la HO, por lo
tanto, podemos decir que nuestros datos se distribuyen de manera normal, es por eso que
utilizamos la prueba paramétrica de ANOVA, para demostrar la diferencia de medias entre

los grupos estudiados. Para ello se plante6 las siguientes hipotesis:

- HI: El gel experimental a base de extracto etandlico de salvia, presenta un efecto
antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans.
- HO: El gel experimental a base de extracto etandlico de salvia, no presenta un efecto

antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans.

Obteniendo como resultado una significancia de 0.00 para S. aureus (ATCC 6538) y C.
albicans (ATCC 10231) en ambos casos, por lo tanto, rechazamos la hipétesis nula y

aceptamos la hipotesis alterna.
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IV. DISCUSION

La “Salvia”, “Puna salvia” o “Salvia andina” es una planta medicinal, aromatica
perteneciente a la familia Lamiaceae y al género Lepechinia, dentro de sus propiedades
destacan su poder antibacteriano, antifungico, virostatico y antiinflamatorio, esto debido a la

presencia de terpenoides'® .

En este estudio, el andlisis de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) del extracto
etanolico de salvia evidencid la presencia de abundantes compuestos fendlicos
principalmente acido rosmarinico, ademas de flavonoides, taninos, triterpenos y esteroides.

Esto nos permiti6 tener una valoracion cualitativa de los principales constituyentes de esta

L. 14 L 24

planta; pues en estudios realizados por Huaraca et a y Sanchez et al.”* se reportd

metabolitos secundarios similares.

S. aureus y C. albicans son los principales colonizadores de la estomatitis sub protésica® ° en
ese sentido el extracto etanolico de salvia demostrd tener un efecto inhibitorio frente a dichos
microorganismos, mostrando halos de inhibicidon que van desde 10.24 mm a 27.65 mm para
S. aureus y halos que van desde 9.29 mm a 23.80 mm para C. albicans en concentraciones
de 1.4 mg/ml a 14 mg/ml para ambos microorganismos. Resultados similares fueron
encontrados en la investigacion realizada por Cordova-Guerrero et al. '’ donde obtuvieron
halos de inhibicidon en un rango de 10 a 24 mm para S. aureus y de 8§ mm a 13 mm para C.
albicans en una concentracion de 27 mg/ml y 3.37 mg/ml de extracto hexanico de salvia
respectivamente, si bien es cierto, fueron similares para S. aureus, sin embargo se debe tener
en cuenta que en dicho estudio se trabajé con una mayor concentracion. Asi también en la

investigacion realizada por Pierozan et al.?

sobre varias especies de salvia como S.
officinalis, S. lavandulifolia, S. sclarea y S. Triloba, se evalué la CMI de bacterias gram
negativas y gram positivas, dentro de ellas a S. aureus, donde obtuvieron una CMI a 2.31
mg/ml, y ademas sefialaron que los microorganismos gram positivos presentan mayor
sensibilidad a los aceites esenciales de salvia, al comparar con nuestros resultados podemos
afirmar, que la CMI del extracto etandlico de salvia, posee efecto similar al aceite esencial

de salvia. Asi mismo Sookto et al. > en un estudio realizado sobre el aceite esencial de hojas
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de la especie S. officinalis L. demostraron que dicha planta tiene efectos inhibidores y
fungicidas frente a las cepas de prueba de C. albicans a una concentracion de 2.78 g/l, en
nuestro estudio realizado en base a extracto etanolico de salvia se puede evidenciar que

dichos efectos ocurren a una menor concentracion.

Ademas, los resultados obtenidos en esta investigacion para el analisis de varianza para los
p - valores menores a 0,05, indican la existencia de diferencias significativas entre los grupos
de estudio. Es decir, el gel experimental a base de extracto etanolico de salvia, presenta un
efecto antimicrobiano frente a S. aureus y C. albicans. Asi mismo cuando se comparé los
resultados del gel experimental con el Miconazol gel 2%, en el caso de C. albicans, el efecto
antifingico fue similar (p > 0,05), demostrando tener el mismo efecto al momento de inhibir
el crecimiento de C. albicans. Siendo una opcidn para un posible empleo en el futuro como

un agente terapéutico.

Este efecto antimicrobiano esta atribuido a los constituyentes como los flavonoides y los
terpenoides pues estan asociados a la desintegracion de la membrana celular y a la alteracion

de la funcion celular microbiana?’.

Esta investigacion se desarrolld in vitro, lo que permitio un manejo simplificado de las
variables de estudio, desarrollando la evaluacion del efecto antimicrobiano de los diferentes
volimenes y concentraciones del extracto etandlico de salvia frente a S. aureus 'y C. albicans.
Sin embargo, es asi que resulta dificil extrapolar los resultados a un modelo in vivo, y poder
observar el efecto del gel experimental frente a la asociacion Staphylococcus-Candida, en

pacientes con estomatitis subprotésica'’.
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CONCLUSIONES

Se determind la actividad antibacteriana y antifingica del extracto etandlico de salvia
a diferentes volimenes por el método de difusion en disco, obteniendo halos de
inhibicion con un promedio de 11.269 mm a 25.729 mm para S. aureus (ATCC 6538)
y 9.934 mm a 22.19 mm para C. albicans (ATCC 10231).

Se determind la concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima
bactericida/fungicida del extracto etanolico de salvia frente a S. aureus (ATCC 6538)

y C. albicans (ATCC 10231).

Se compard el efecto antibacteriano del gel experimental a base de extracto etandlico
de salvia contra la clorhexidina 0.12% Perio Aid en gel, obteniendo resultados
significativos, demostrando asi que el gel experimental posee un mayor efecto

antibacterial.

Se compard el efecto antifingico del gel experimental a base de extracto etandlico de
salvia contra el Miconazol gel oral al 2%, obteniendo resultados no significativos

evidenciando asi, que ambos poseen efectos similares.

Se determinod que el gel experimental a base de extracto etandlico de salvia presenta
un efecto antimicrobiano a una concentracion de 3.2 mg/ml y 8.9 mg/ml frente a S.

aureus (ATCC 6538) y C. albicans (ATCC 10231) respectivamente.
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VII. ANEXOS

Anexo N° 1
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Anexo N°2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
Fecha: 19 /102023
T° de incubacion: 35 * 2°C.
Técnica de difusion de discos de Kirby y Bauer
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Fecha: /19 /10 /2023

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

T® de incubacién: S ¥ 2 T
Técnica de difusion de discos de Kirby y Bauer

Halo de inhibicion (mm)

C. albicans
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Anexo N°3

HERBARIO TAKANA (TKA) TKA
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann

Facultad de Ciencias HERBARIO TAKANA
Ciudad Universitaria - Av. Miraflores s/n, Tacna - Perd

“Afio del Bicentenario, de la consolidacién de nuestra Independencia, y de la
conmemoracidén de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

Constancia N° 002 - TKA- 2024

EL DIRECTOR DEL HERBARIO TAKANA (TKA) DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE
BASADRE GROHMANN, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (hojas y flores) colectada por Laura Angela Huanca Cdceres, identificado con DNI N”
44651795, la estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Privada de Tacna, cuya
determinacion taxondmica servird para su proyecto de Tesis: "Efecto antimicrobiano de un gel experimental
a base de extracto etandlico de salvia frente Staphylococcus auresu y Candida albicans — Estudio in vitro", ha
sido estudiada y clasificada como: Lepichinia meyenii (Walp.) Epling y tiene la siguicnte posicion taxonémica,
segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):

DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE ASTERIDAE
ORDEN LAMIALES
FAMILIA LAMIACEAE
GENERO Lepechinia
ESPECIE Lepechinia meyenii (Walp.) Epling

Nombre vulgar: "Salvia”
Determinado por: Bach. Cs. Biol. Javier Midximo Ignacio Apaza

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que hubiera lugar.

Tacna, 26 de febrero del 2024

cc: Herbario TKA
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Anexo N°4

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabellon de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855
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Solicitante

Tipo de Analisis
Método

Tipo de Muestras
Cantidad de Muestra :
Almacenamiento

RESULTADOS
Cusco 18 de Diciembre 2023

: Laura Angela Huanca Caceres

: Compuestos Fendlicos y marcha fitoquimica

: Cromatografia Liquida HPLC y Reacciones a la gota
: Extracto etandlico de Salvia

1 Tubo falcons conteniendo 15 mL aproximadamente

14 °C.

Repeticiones Promedio
Extracto etandlico Acido Cafeico
de Salvia I8 1 2 & mg/100 mL
Acido Rosmarinico 17.317 41.67 41.96 41.85 41.83
Total Fendlicos 51.97 52.48 52.20 52.22

TR = Tiempo de retencion en minutos (cromatograma)

Nota: Se ha identificado el Acido Cafeico a 17.317 minutos mediante la comparacién
de los espectros UV de las sefales de la muestra con la base de datos de espectros
UV, la determinacioén se realizé6 mediante una curva de calibracion del estandar de
Acido Cafeico el contenido total de los otros compuestos fenélicos se reporta como los
equivalentes en miligramos de Acido Cafeico presentes en 100 mililitros de muestra.

Cromatograma
DAD1 B, Sig=285,4 Ref=off (23\FEN-E\FEN 2023-12-15 12-04-09\E-FEN000004.D)
mAU ~
500 o
400 T
300 ‘,
200 0
100 ¢ g8 5§ 8 EE B E % { §
§ ~ K~ c 8 r© oaFf @2 = ol -
0 SR - S — WFaS of BN IR ey o
6 25 % 7.‘5 ‘ 10 121.5 1‘5 17‘5 miéi

o)
‘i.xcam

Analista del Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria - UNSAAC.
CQP -914



UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA'Y ESPECTROM}ETRiA — Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS

Condiciones de Analisis por HPLC

Cromatégrafo: Agilent serie 1200

Software: Chemstation V03.02

Columna: Zorbax Eclipse XDB-C18, 4.6 x 150mm, 5um

Pre Columna: Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6d x 12.5 mm x 5um

Flujo de Columna: 0.6 ml/min.

Solvente A: HsPO, 0.1%

Solvente B: Acetonitrilo

Sistema de Andlisis: Inicio 5 % de B, 10 min 20% de B, a 14 min 40% de B, a
18 min 50% de B, de 18 a 20 min 100% de B

Deteccion DAD: 285, 330, 370 nm

Temperatura del Horno: 40.0°C

Tiempo de Andlisis: 20 min.

Volumen de Inyeccion: 1.0 ul

Referencia Consultada

1

2.

lvanescu, B., Viase, L., Corciova, A., & Lazar, M. |. (2010). HPLC-DAD-MS study of polyphenols from
Artemisia absinthium, A. annua, and A. vulgaris. Chemistry of Natural Compounds, 46(3), 468-470.
Justesen, U., Knuthsen, P., & Leth, T. (1998). Quantitative analysis of flavonols, flavones, and
flavanones in fruits, vegetables and beverages by high-performance liquid chromatography with
photo-diode array and mass spectrometric detection. Journal of Chromatography A, 799(1), 101-110.
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(97)01061-3

Sakakibara H, Honda Y, Nakagawa S, Ashida H, Kanazawa K. Simultaneous determination of all
polyphenols in vegetables, fruits, and teas. J Agric Food Chem. 2003 Jan 29;51(3):571-81.

Vrchotova, N & Sera, Bozena & Triska, Jan. (2007). The stilbene and catechin content of the spring
sprouts of Reynoutria species. ACTA Chromatigraphica. 19.

Wang, L.H., and Li, W.H., 2007. General method for determining flavonoids in medicinal plants and
raw cosmetics using HPLC with a photodiode array detector, Pharm. Chem. J., 41, 225-231

Quiﬁico. Jorge Cquuenaira Pari

Analista del Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria - UNSAAC.
CQP-914
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA'Y ESPECTROM}ETRiA — Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS

Marcha Fitoquimica

Extracto etandlico de

Ensayo Prueba Salvia
Compuestos Fendlicos FeCl; +++
Flavonoides Shinoda +
Alcaloides Dragendorff -
Triterpenos y Esteroides Liebermann +
Saponinas Espuma -
Taninos Gelatina ++
Quinonas Bontrager -

Abundante = +++, Poco = ++, Muy Poco = +, Ausente = —

Nota:
El ensayo fitoquimico realizado al extracto consistié en reacciones de coloracién y/o
precipitacion, en el que se evalud la presencia o ausencia de metabolitos secundarios

Referencia
e Lock de Ugaz O. 1994. "Investigacion Fitoquimica Métodos en el estudio en los
productos naturales” Pontificia Universidad Catélica del Peru, Lima.

Qunﬂco. Jorge CNquenaira Pari
Analista del Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria - UNSAAC.

CQP -914



Anexo N°5

Universidad Nacional “Jorge Basadre Grohmann” - Tacna
FACULTAD DE CIENCIAS

Escuela Profesional de: Biologfa-Microbiologia, Fisica Aplicada y Matematica

CONSTANCIA

Se hace constar que el Bachiller de la Escuela de Odontologia de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad Privada de Tacna Sefiorita HUANCA
CACERES, LAURA ANGELA con cbdigo de matricula N° 2016-054845 y con
documento de Identidad N° 44651795 realizd la parte experimental de su tesis
titulada. Efecto antimicrobiano de un gel experimental a base del extracto etandlico de
salvia frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans estudio in vitro. Con fecha

de inicio del 14 de julio del 2023 y finalizando el 03 de noviembre del 2023,

La presente se extiende a peticidn de la interesada para los fines que el estime al décimo

primer dia del mes de marzo del 2024.

Atentamente

* cap. 18702
Bidlogo — Micfobidlogo
Especialista del laboratorjo de Microbiologia
Edwin Denis Obando Velarde
C.B.P. 16702

Ciudad Universitaria Av. Miraflores s/n
Apartado 316 Teléfono:052-583000 Anexo: 2102 - Fax: 2101




AVANCES DE EJECUCION DE PROYECTO

1. Recoleccion de planta (Salvia) — Procedente de Puno.

3. Molienda de planta seca.
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4. Almacenamiento en frasco oscuro con alcohol de 70° por 45 dias con agitacion 3
veces al dia.

5. Filtrado y bifiltrado del extracto etandlico
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6. Desecacion de 50 ml del extracto etanolico de salvia.
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9. Preparacion de medios y activacion de cepas liofilizadas
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10. Activacion de cepas microbianas.

11. Desnaturalizacion de discos
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13. Siembra de microorganismos en agar Muller Hinton y método de difusion de disco
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15. CMI

16. CMB
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