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RESUMEN

El departamento de Ayacucho presenta una prevalencia de 99,8 por ciento de
nifios con caries.' La planta Bidens pilosa L conocida en nuestra localidad
como ‘“sillkau“ posee diversos usos, entre la que destaca su propiedad
antibacteriano.? Los objetivos de este trabajo fueron: Determinar los metabolitos
secundarios presentes en las hojas de Bidens pilosa “sillkau”, Evaluar la
actividad antibacteriana del colutorio de extracto etanodlico de las hojas de la
planta sobre  bacterias orales y Determinar la concentracion eficaz
antibacteriana del colutorio de extracto etandlico de hojas de la planta sobre
bacterias orales; se realizé un estudio descriptivo ejecutado en los laboratorios
de microbiologia de la facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga ubicado a 2700 m.s.n.m.

En el extracto etandlico se encontrd: alcaloides, flavonoides, esteroides y
triterpenoides, lactonas, taninos, saponinas, aceites y resinas. Para determinar la
actividad antibacteriana del colutorio sobre bacterias orales se tomd muestras
salivales sin tratamiento de escolares de ambos sexos entre 7 a 12 afios de
edad, del colegio Sefior de Agonia Ayacucho, a quienes se les hizo un raspado
con hisopo estéril, estas muestras se reactivaron con dos tipos de agar (agar
Trypticase de soya para bacterias orales, ® agar mitis salivarius con 10 mg/mi de
cloranfenicol, en un ambiente de 5 por ciento de CO, para Streptoccus mutans
4). Del tubo que contenia el hisopo raspado con muestra salival se cogié un
mililitro y se trasladd al tubo con suero fisiolégico procediéndose a realizar
diluciones seriada hasta 10°®.Del tubo de dilucién 10°y 10°® respectivamente, se
procedid a sembrar. Luego se introdujo cuatro discos estériles sobre la cual se
anadidé 0,04 ml de diferentes concentraciones de solucion problema. (luego de
incubarse a 37 °C por 24 horas se obtuvo halos de inhibicidon desde 7.8 mm,
8.7 mm y 15.8 mm frente a Streptoccus mutans y de 8.0 mm, 10.1 mm y
15.1mm frente a bacteria orales y para el estandar se obtuvo 17 mm, estos
datos fueron procesados mediante la prueba estadistica de ANVA vy tukey,
llegandose a la conclusidn que el colutorio de extracto etandlico de hojas de
Bidens pilosa “silkau” tiene actividad antibacteriana sobre bacterias orales.

Palabra clave: Bidens pilosa L, colutorio, ecologia de la boca, bacterias orales.
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L. INTRODUCCION

La ciencia farmacéutica, actuamente, pone especial énfasis en el
descubrimiento de nuevas moléculas (naturales, sintéticas o semisintéticas) con
actividad antibacteriana, pues preocupa la aparicion, cada vez mas frecuente, de
resistencia bacteriana a los antibidticos tradicionales. La resistencia a mdltiples
sustancias hoy dia es un problema de salud publica que se viene observando a
nivel mundial después de la aparicién de los antibidticos.”

Las enfermedades de la cavidad bucal constituyen un grave problema de salud
publica en el Pert por ser la segunda causa de morbilidad en la consulta externa
a nivel nacional, estan presentes en todas las etapas de vida de las personas,
alteran y deterioran el estado nutricional, la salud general, la autoestima, la
calidad de vida y el desarrollo humano. Su atencidon genera altos costos a las
familias y al Estado. El Ministerio de Salud del Peru realizé un estudio
epidemioldgico de prevalencia de caries dental, fluorosis del esmalte y urgencia
de tratamiento en poblacién escolar de 6 a 8, 10, 12 y 15 afios a nivel del pais,
en el periodo comprendido entre octubre del 2001 y julio del 2002. Los
‘resultados mostraron como promedio 90 por ciento de prevalencia de caries
dental en la poblacién escolar. Los departamentos con mayores prevalencias
fueron Ayacucho (99,8 por ciento), lea (98,8 pdr ciento), Huancavelica (98,3 por
Ciento) y Cusco (97,2 pof c‘i'envto).sl La planta Bidens pilosa L. es conocida en

nuestra localidad como “sillkau”, de ella se refieren varias propiedades curativas



segln la medicina popular. En la comunidad de Cuchicancha, distrito de Acocro,

la decoccién de las hojas y tallo lo usan como estimulante del parto y para los

descensos; también se utiliza toda la planta, como agua de tiempo, para tratar

las‘infecciones urinarias. En la comunidad de Occopa, distrito de Pacaycasa, el

jugo de las hojas se usa para fratar la conjuntivitis aplicando una gota sobre el

ojo afectado, las hojas de la planta preparada como agua de tiempo sirve para

aliviar los célicos menstruales. En Occollo, distrito de Vinchos, los pobladores

refieren que toman como agua de tiempo las hojas de Salvia officinalis “salvia“

con hojas de Bidens pilosa L “sillkau“ para tratar malestares renales. En

Patacangallo, distrito de Cangallo, se mastica las hojas de “silkau” para quitar el

mal aliento.

Conocedores que la prevalencia de caries en nuestra region presenta indices

preocupantes, lo que demanda atencién inmediata a este problema; esto motivd

para estudiar la planta Bidens pilosa L “sillkau”, como recurso natural de nuestra

region. por sus multiples propiedades, principalmente antinfecciosas. Nos

plantemos los siguientes objetivos:

Objetivo general.

. Evaluar la actividad antibacteriana del colutorio de extracto etandlico de
hojas de Bidens pilosa L “sillkau“ sobre bacterias orales.

Objetivo especifico.

. Determinar los metabolitos secundarios presentes en las hojas de Bidens
pilosa L “sillkau®.

. Determinar la concentracion eficaz antibacteriana del colutorio de extracto

etandlico de hojas de Bidens pilosa L “sillkau’ sobre bacterias orales.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

La teoria acida de la caries establecida por Magitot de manera empirica y no por
eso menos acertada a mediados del siglo XIX, habia llevado a la produccion de
compuestos alcalinos, afiadiendo antiacidos a dentifricos y colutorios.

A principios del siglo XX Miller introduce su antiséptico en forma de acido
benzoico. Propone una receta de elixer compuesta de acido benzoico, tintura de
ratania, alcohol, aceite y esencia de menta. El alcohol contenido en las distintas
formulaciones no era considerada como parte activa del preparado, siendo su
unica finalidad vehiculizar la solucién. Asi, en los afos veinte, se aceptaba
mundialmente que el alcohol era el mejor excipiente en los elixeres. A mediados
del siglo se enfoca la prevencion de caries y enfermedad periodontal desde la
eliminacién de la placa del mayor nimero de superficies de la boca siendo los
colutorios un complemento a un inadecuado control de placa.’

En una investigacion sobre bacterias orales, se determind el efecto
antibacteriano in vitro de soluciones de Camelia sinensis “t& verde’, para tal
efecto recolectaron saliva de 40 estudiantes universitarios y sembraron en un
medio de Agar Trypticase Soja. Utilizaron el método de difusion por discos de
soluciones de t¢ con controles positivos (Amoxicilina) y negatiVo (agua

destilada), enContrando‘ actividad antibacteriana contra cepas de Streptococcus.



mutans y también sobre bacterias orales.®

El estudio in vivo del efecto antimicrobiano de la infusion de Camelia sinensis “té
verde” en forma de colutorio al 10 por ciento con 32 personas aparentemente
sanas, antes del enjuague, inmediatamente después y 30 minutos después del
enjUague, sembrandose en Agar Trypticase Soja 'y Agar Mitis salivarius
bacitracina; en el recuento de unidades formadoras de colonias de
Streptococcus mutans y las bacterias orales mostraron valores muy bajos
concluyendo que posee actividad antibacteriana.®

Oftro estudié sobre efecto de la infusién del té verde al 10 por ciento sobre la
placa bacteriana formada por Streptococcus mutans ATCC 25175 sobre alambre
de nichrone, usando el método de cultivos sucesivos cada 24 horas, por siete
dias, en caldo sacarosa al 5 por ciento. Los resultados mostraron una
disminucién de la adherencia en la formacién de la placa de los cultivos tratados
con Camelia sinensis “té verde*."

La evaluacidén de la acciéon antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys
mollis “mufa” en cepas de Streptococcus mutans, Lactobacillus sp.,
Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus y Actinomyces sp usando como
estandar Amoxicilina, demostro que el aceite Minthostachys mollis “mufia” posee
efectos antimicrobianos sobre bacterias orales.™

La investigacion de la actividad antibacteriana de Minthostachys verticillata
“Piperina“ contra Staphylococcus aureus, Bacilus cereus, Eschiricha coli, Proteus
mirabillis y antiviral contra el virus Herpes Simplex Tipo 1 y él virus de la
Pseudorrabia, demostrd efecto antibacteriano y antiviral frente a dichas cep'as.12
En un analisis de productos naturales de propéleo, ErythroXyIum novogranatense
“coca“, Croton [echeri “sangre de gradq", Camelia sinensjs “té_ verde’, y
Minthoétachys mollis- “muﬁ‘a" | demostré que estosﬂ productos tienen

comportamiento antimicrobiano, produciendo halo de inhibicion frente a la flora



bucal luego de un simple hervido, simple infusidbn o un proceso de extraccion
quimica.”

Un estudio informd que los aceites esenciales y los extractos de hoja y flor de
Bidens pilosa L podria sUprimir el crecimiento de bacterias gram-positivas y
gram-negat’ivas.14

Los extractos acuosos de Bidens pilosa L., Jacaranda mimosifolia D. Don y Piper
pulchrum C. DC mostraron una mayor actividad contra Bacillus cereus y
Escherichia coli que el sulfato de gentamicina. Del mismo modo, los extractos de
etanol de todas las especies fueron activos frente a Staphylococcus aureus a
excepcion de Justicia secunda, ademas, Bixa orellana, justicia secunda Vahl. y
Piper pulchrum C. DC presenté menor CIM contra Escherichia coli (0,8, 0,6 y 0,6
g / mi, respectivamente) en comparacion con el sulfato de gentamicina (0,9, 0, 8
g /mi). Del mismo modo, Justicia secunda y Piper pulchrum C. DC mostraron una
CIM analoga contra Candida albicans (0,5 y 0,6 g / mi, respectivamente) en
comparacion a la nistatina (0,6 g / mi). Bixa orellana L, exhibié una mejor CIM
frente a Bacillus cereus (0,2 g / mi) que el sulfato de gentamicina (0,5 mg / ml)."

El estudio de la densidad poblacional de Streptococcus mutans en la saliva de
los escolares del Asentamiento Humano Madre Covadonga del distrito de
Ayacucho encontr6 que todos los nifios estaban contaminados con esta
bacteria.*

Bidens pilosa L. es una especie que se produce ampllamente en las regiones
tropicales y es conocido en Brasil como "Picio-preto". Cuatro agentes de la
Pastoral de la Salud identificaron en la region de Criciuma, Estado de Santa
Catarina, por su conocimiento popular de Bidens pilosa L. El estudio _fue
realizado pof medio de_ entrevist‘és' que proporcionaron datos sobre el
conocimiento de "Picé-opreto", ’manipulaci()n, parte de Ié planta utilizada, la |

planta, proporcién de disolvente, métodos de preparacion, la via de



administracion, dosis, indicaciones y restricciones. La forma farmacéutica, asi
como la posologia, fue variable significativamente. El analisis de los datos
recogidos mostré accién anti-inflamatoria como la principal indicacién
terapéutica.’ |

2.2. Bidens pilosa L “sillkau”

2.2.1 Aspectos botanicos

2.2.1.1 Clasificacion sistematica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE : ASTERIDAE
ORDEN : ASTERALES
FAMILIA :ASTERACEAE
GENERO . Bidens

ESPECIE - Bidens pilosa L

NOMBRE VULGAR : “sillkau".

Fuente: certificado expedido por el jefe del Herbarium Huamangensis de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga (anexo 2)

2.2.1.2. Descripcion botanica y usos medicinales.

Otras descripciones lo caracterizan como hierba erecta de un metro de alto, tallo
angulado. Hojas compuesta pinnada, 3-5 foliada aserrada, agudos en el apice,
obtusos en la base, 50 cm de largo y 1,5 cm de ancho. Inflorescencia de pocas
cabezuelas tefminaleé, cada cabezuela d hasta 1,5 cm de largo. Flores
amarillas, liguladas ausentes. Fruto aquenio linear, el papus reducida a tres
cerdas puntiagudas.” Los estudios 'realiz,ados en Cuba spbré la planta Bidens

pilosa L. concluyen que el uso de la droga seca ha sido estandarizado segun



normas internacionales siendo fuente de materia prima para la industria
farmacéutica. Asi también, los extractos de Bidens pilosa L tanto de las hojas,
como de tallos y raices poseen una amplia gama de accién farmacolégica: anti
ulcerosa, antimicrobiana, hipoglucemiante y anti fﬁngica, demostrando su alta
potencialidad fitoterapéutica. Los estudios quimicos realizados tanto a la droga
como a los extractos demuestra que presenta : taninos, esteroles y esteroides,
flavonoides, glucésidos aurona y chalcona, polisacaridos, ademas de alcaloides
entre otros, estos estudios han sido realizados recientemente por lo que no se
descarta la identificacién de otras moléculas en su composicion.'

El extracto de la planta entera de Bidens pilosa L con jugo de naranja en ayunas
se utiliza como diurético y calmante de los nervios."

Los aceites esenciales de las hojas frescas y flores de Bidens pilosa L se
analizaron por cromatografia; 44 componentes fueron identificados de los cuales
el beta cariofilena y t-cadideno fueron los principales compuestos en las hojas y
flores respectivamente. Los aceites y los extractos acuosos de hojas y flores se
sometié a prueba antioxidante frente 22-difenil-1-picrilhidrazil encontrandose
que el aceite tiene mejor efecto antioxidante que la de los extractos acuosos.
También demostré que el aceite de las hojas y flores de Bidens pilosa L ejercen
importante actividad antibacteriana frente a bacterias gram-positiva y gram-
negativa teniendo mejor efecto en las gram- negativas.®

La administracion del extracto acuoso de Bidens pilosa L sobre ratones durante
28 dias, encontré que disminuyé significativamente los niveles de glucosa en Ia
sangre y el aumento de los niveles séricos de insulina en los ratones; ademas la
tolerancia a la glucosa mejord. Asi el extracto‘ acuoso de Bidens pilosa L
vestimula »I’a segrecic’m de insulina en diabéticos tipo Il en ratones?' La pla_nta '

Bidens pilosa L posee aceites esenciales, fitoesteroles, taninos tipo catecol,



polisacaridos, flavonoides, aminas, mucilagos, terpenos, compuestos
poliacetilenicos, glucésidos friedelina.?

El estudio de compuestos fendlicos de la fraccibn metandlica de Bidens pilosa
‘L, sobre la neoblasia gastrica inducida en ratas, encontr6 que los fIavonoides,
compuestos fendlicos y taninos se hallan en mayor proporcién y que ademas la
fraccion rica en compuestos fendlicos de Bidens pilosa L posee efecto
quimioprotector deteniendo el avance de la neoplasia gastrica inducido con N-
nitroso-N-metilurea sobre ratas albinas holtzman.?®

El estudio de la histologia vegetal y la influencia del extracto etandlico de la
planta entera de Bidens pilosa L sobre el cancer de colén inducido con 1,2-
dimetilhidrazina sobre ratas Holtzman, demostré que tiene efecto citoprotector,
ademas se encontré que las ratas tratadas con los flavonoides y los compuestos
fendlicos inhiben el estrés oxidativo celular y también inhiben el crecimiento de
tumores en el colon.?

El efecto quimioprotector de los compuestos fendlicos y flavonoides extraidos de
la planta entera de Bidens pilosa L sobre el cancer de mama inducido en ratas
con 7,12-dimetilbenzeno antraceno logré la disminucion del desarrollo de
adenocarcinoma mamario obteniéndose mejor resultado con la fraccion
metandlica; el marcador de estrés oxidativo disminuyé en los grupos que
recibieron tratamiento con el extracto de la planta, siendo significativo con la
fraccion metandlica; hubo menor nimero de micronucleos (genotoxicidad) en los
animales que recibieron tratamiento.?®

En otro estudio sobre actividad anti fungica contra Candida albicans y
aspergillus niger de diez plantas medicihales de tres departamentos del Perq,
| demostro que la panta Bidens pilosa L tiene actividad antimicética frente a

ambas cepas de hongos.26 El extracto atomizado de Bidens pilosa L “silikau”



tiene actividad diurética en cobayos encontrandose que a la concentracion de
450 mg/kg produce diuresis significativa.”

El estudio fitoquimico y su utilizacién en medicina tradicional de Bidens pilosa L
“sillkau” encontré que esta planta tiene diversos usos en nuestra regién por sus
propiedades curativas, ademés, demostré su actividad antibacteriano contra
Staphilococus aureus, asimismo, posee propiedades diuréticas, también el jugo
de las hojas del “sillkau” son Utiles para tratar la conjuntivitis.®

El screening farmacognéstico de Bidens pilosa L. identificd: azucares reductores,
mucilagos, pectinas, taninos, compuestos fendlicos, flavonicos, esteroides,
lactonas sesquiterpénicas y aceites esenciales. Ademas posee actividad anti
ulcerosa en ratas albinas, asimismo la determinacién de DL 50 son no toxicas en
7,454 mg/kg. »

La evaluacion de los componentes fitoquimicos de tallos y hojas de Bidens
pilosa L “sillkau”, demostré la presencia de: alcaloides, glucésidos, taninos,
camarinas y flavonoides, ademas las hojas posee actividad cicatrizante en
ratones albinos. ¥

La proyeccién de diferentes extractos y fracciones de la planta de Bidens pilosa
L realizado mediante ensayo el in - vitro para el cancer y la accion antipirética, se
hizo con modelos in vivo. El extracto de la planta entera se extrajo con n -
hexano, cloroformo y el extracto de metanol (E1, E2, E3). Los extractos se
fraccionaron por el método de cromatografia en columna y fraccionados con
acetato de etilo, acetona y agua (F1, F2, F3). Todos los extractos y las
fracciones se ensayaron para la actividad contra el cancer y antipirético. El
extracto E1 muestra una notable actividad contra el cancer y E3 tiene maxima
_ actividadvahtipirética. En la actividad antipirética se utiliza como el paracetamol
como estandar. El rhaterial kmés prometedor,(DL 50 <1,500 g / mi) fue F1 fraccion

de acetato de etilo, del extracto metandlico y extracto crudo metandlico de la



planta entera. Sin embargo, se observd poca correlacién en el grado de actividad
antipirética entre el farmaco de ensayo y el farmaco estandar. En conclusién, el
extracto obtenido a partir de la planta entera de Bidens pilosa L mostré un efecto
citotéxico significativo del extracto metandlica in vitro y mostré un efecto
comparable a la actividad antipirética del paracetamol en la prueba de pirégenos
en conejos™

Los compuestos fendlicos son hidrosolubles que tienen un peso molecular
comprendido entre 500 y 300 g/mol, presentan junto a la reaccién clasica de los
fenoles la propiedad de precipitar alcaloides, gelatina y otras proteinas.®

2.3. Vancomicina

La vancomicina es un antibiético glucopéptido, obtenido del Streptomyces
orientalis en 1956. Por la aparicion de Staphylococcus Aureos resistentes a
dicloxacilina su importancia ha aumentado. Actualmente se a detectado mayor
incidencia de infecciones estafilocécicas, que son gérmenes coagulasa-positivos
(Staphylococcus aureus) como por estafiococos coagulasa negativos
(Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus
hominis, etc.), estos microorganismos son poco sensibles a ofros grupos de
antibiéticos.®

Los Streptococcus colonizan la bucofaringeo, el aparato gastrointestinal y el
aparato genitourinario. Rara vez se encuentra en la superficie cutanea, pues los
acidos grasos presentes en la misma son téxicos para ellos. Aunque pueden
producir diversas infecciones. Se asocian con una mayor frecuencia alas caries
dentales, la endocarditis aguda y sub-aguda y las infecciones supurativas,
intraabdominales. Asi mismo, debido a la aparicion de resistencia, el uso de
antibidticos alternativos como la véncomicina es recomendable.®

La vancomicina inhibe la sintesis del pept‘idoglucano’ en un paso previo} al de los

b-lactamicos. Evitan el proceso de polimerizacién necesario para que el complejo
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disacarido-pentapéptido se separe del fosfolipido de la membrana. Como
consecuencia se acumula el intermedio lipidicounido a la membrana
citoplasmatica de la bacteria. Al parecer, para inhibir la sintesis de la pared
bacteriana, la vancomicina forma complejos con las cadenas de péptidos que
contienen D-alanil-D-alanina, evitando de esta formala accidon enzimatica
neceéaria para que ocurra la polimerizacion. Ademas, la vancomicina altera la
permeabilidad de la membrana e inhibe la sintesis de ARN.>®

2.4. Ecologia de la boca

En el utero el feto se encuentra libre de microorganismos, luego del nacimiento
hasta las primeras ocho horas la boca permanece estéril. La boca del nifio
recién nacido se contamina con microorganismos transitorios a partir de la
vagina y del medio ambiente. Pueden aislarse varias especies de estreptococos
y estafilococos, junto con coliformes, lactobacilos, especies Bacilos, especies
Neisseria y levaduras. La selectividad de la boca como un entorno se demuestra
aun en este momento, ya que la mayor parte de los microorganismos
introducidos no pueden establecerse. La especie mas comun en los recién
nacidos, es el Streptococus salivarius, Staphylococcu salbus, Neisseria y
Veillonella. También, Candida albicans se replica con rapidez en la boca y el
descenso del pH impide el crecimiento normal de otros comensales.

El predominio estreptocécico bordea los 98 por ciento y que este luego
desciende al 70 por ciento después del primer afio.® La erupcién del diente
produce cambios importantes en la ecologia de la cavidad oral. Aparece la
superficie lisa con zonas interprox_imales surco gingival etc. Entonces la
microbiota comienza a aparecerse a la del adulto. El lactante se pone en
contacto con una variedad de mi'croorganismos. Los microorganismos de otras
'parbtes del cuerpo y los del afnbiente, pueden existir tarﬁbién en la cavidad bucalr

y otros se quedaran ahi. La erupcion de los dientes temporales proporciona una
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superficie diferente para la adherencia microbiana y esto se caracteriza con la
aparicion del Streptococos sanguis y Streptococcus mutans como habitantes
comunes de la cavidad bucal. Al aumentar el numero de dientes y los cambios
en la alimentacion se modificaran la poblacion de los microorganismos. Unos
cuantos anaerobios llegan a establecerse pero, como el surco gingival no es
profundo, su nimero es pequeno. Cominmente se encuentran actinomicetos,
Lactobacillus y Rothia. Los habitos dietéticos, la higiene, las anomalias del tejido
duro o blando, los cambios hormonales, la administracion de farmacos por via
general, local, son algunos de los factores que influyen en esta etapa.”

2.5, La saliva

La saliva es una sustancia liquida transparente, de viscosidad variable,
compuesta principalmente por agua, sales minerales y algunas proteinas,
producida en la boca por las glandulas salivales. Las mas relevantes son la
glandula parétida, la submaxilar y la sublingual, pues aportan la mayor parte de
la saliva. Se estima que la produccién es de entre 1y 1.5 litros de saliva al dia,
estando relacionada con el ciclo circadiano, de tal manera que por la noche se
segrega una minima cantidad de saliva; ademas, su composicion varia en
funcién de los estimulos (como el olor o la visidn de la comida) aumentando -por
ejemplo- el pH ante estos estimulos (cuando en condiciones normales es de 6,5
a75)3®

2.6. La caries

Actualmente, se sabe que la caries corresponde a una enfermedad infecciosa,
transmisible, prodUcida por la concurrencia de bacterias especificas, un huésped
cuya resistencia es menos que o6ptima y un ambiente adecuado, como es la
cavidad dralj La conjuncion de estos factores favorece la acidificacion local del
}medio, lo que produce degradacion de los hidratos» dev carbono de la dieta, a su»

vez seguida de la destruccion progresiva del material mineralizado y proteico del
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diente. A menos que este proceso sea detenido con una terapia especifica,
puede llevar a la pérdida total de la corona dentaria. La presencia de
microorganismos capaces de producir acido suficiente para descalcificar la
estructura del diente es necesaria para este proceso. En los Ultimos afios se ha
implicado al Streptococcus mutans como el principal y mas virulento
microorganismo responsable de la caries dental. Existen otros microorganismos
como el Lactobacillus, Actinomyces y Streptococcus que también participan,
pero su rol es de menor importancia.* La caries dental es una enfermedad
cronica, infecciosa y multifactorial transmisible, muy prevalente durante la
infancia, constituye por su magnitud y trascendencia un importante problema de
salud publica, suele aparecer en los nifios y en los adultos jovenes, pero puede
afectar a cualquier persona y son la causa mas importante de pérdida de los
dientes en las personas mas jovenes. Se ha implicado a dos bacterias en la
caries dental. Streptococus sobrinus y Streptococcus mutans, ambos son
bacterias que producen acido lactico. EI Streptococus sobrinus puede colonizar
las superficies lisas del diente debido a su afinidad especifica con las
glicoproteinas salivales y es probable que este organismo sea el primer
implicado en la afectaciéon de las superficies lisas. El Streptococcus mutans se
halla principaimente en las hendiduras y pequefias fisuras, y su capacidad para
fijarse a ambas superficies es resultado de una produccidon de polisacarido de
dextrano Unicamente cuando existe sacarosa, mediante Ila enzima
dextrasacaridasa*’ El esmalte que cubre los dientes contiene hidroxiapatito, un
hidroxifosfato de calcio. Este mineral poco soluble se disuelve en acido. Las
bacterias al adherirse a los dientes causan caries debido al acido lactico que
producen al metabollizar los azucares; entonces dismihuyendo el pH‘ en la
superficie de los diente a menos de 5 de pH ocasiqnahdo que el hid‘roxiapatit'o sé

disuelva apareciendo la caries.*"
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2.7. Colutorio

Los colutorios son preparaciones liquidas destinadas a ser aplicadas sobre los
dientes y las mucosas de la cavidad oral y faringe con €l fin de ejercer una
accion local antiséptica, astringente o camante. El vehiculo mas comunmente
utilizado en los colutorios es el agua y los principios activos son numerosos,
principalmente, antisépticos, antibiéticos, anti flngicos, astringentes vy
antiinflamatorios. Dependiendo de su composicién y de los efectos deseados, los
colutorios pueden considerarse cosméticos para la higiene bucal, que precisan
un registro industrial o productos que necesitan un registro farmacéutico de
dentifrico Los ingredientes activos en los colutorios, normalmente, son agentes
antimicrobianos que tienen un efecto temporal reduciendo el total de los
microorganismos presentes en la cavidad oral. Uno de los usos mas extendidos
de los colutorios es combatir la halitosis.*? Existen numerosos factores
localizados y sistémicos causantes del mal olor oral. Sin embargo, segln se trate
de una u otra causa podemos estar ante condiciones transitorias, como en los
casos del hambre, de un bajo nivel de saliva durante el suefo, de restos
alimenticios o de prescripcidbn de drogas o tabaco. En caso de halitosis
patoldgica cronica, las causas pueden ser de origen oral o no. Algunos estudios
han demostrado que la produccion de olor es el resultado del metabolismo de
bacterias. El tratamiento y control del mal olor bucal debe enfocarse a determinar
la causa del problema y a discernir su origen, ya sea un problema médico o
dental. Desde el punto de vista odontolégico, el mejor tratamiento consiste en
estimular al paciente a mantener una correcta higiene oral. El uso de colutorios
sera recomendado seglin su grado de eficacia cientificamente comprobada.*® El
contrvél de la placa microbiana,"y de sus efectos sobre la salud bucal es una
p.reocupacién constanté entre los especialistas e" investigadores sobre el tema.

Lo mas cominmente usado es control mecanico mediante cepillado y elementos
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coadyuvantes; sin embargo tiene resultados muy limitados pues depende en
gran medida de la destreza manual del paciente. Por otro lado, algunos
compuestos quimicos han demostrado ser efectivos en el control de la placa

microbiana mejorando los efectos del cepillado dental.*
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Ill. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién
El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios del Centro de
produccion del area académica de farmacia y en los laboratorios de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional
San Cristébal de Huamanga, Provincia de Huamanga, departamento de

Ayacucho, en los meses de abril y junio del 2010.

3.2 Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacién

Planta madura de Bidens pilosa L “sillkau” del distrito de Ayacucho, Provincia
de Huamanga, departamento de Ayacucho a 2 760 m.s.n.m.

3.2.2. Muestra estudiada

1000 g de hojas de Bidens pilosa L “sillkau” recolectadas en el distrito de
Ayacucho, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho. El muestreo
fue por conveniencia.

3.2.3. Unidad experimental

Las cepas de bacterias orales fueron obtenidas de las salivas no estimulada de
alumnos del tercero y cuarto grado de primaria de la evscuelay Serior de Agonia
del distrito y debartamento de Ayacucho. Las muestras se recolectaron en la

mafnana antes del ingreso a sus clases.
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3.3. METODO

3.3.1. Diseiio experimental

En el presente trabajo se aplicé un Disefio Completamente al Azar (DCA).
Tanto para la muestra bioldégica de la planta Bidens pilosa L “sillkau” como

para la toma de muestra salival de los alumnos.*

3.3.1.1. Identificacion, Secado y preparacion de la muestra

Se seleccioné una planta entera completa con tallo, hojas, raiz vy flores, las
semillas se recolecto de las plantas mas maduras. La planta se extendié y
plancho sobre un papel bond A-4 fijandolo con cinta adhesiva. Luego se procedio
a trasladarlo al herbario de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, para su identificacion. Se recolectaron
las hojas de Bidens pilosa L “sillkau” en buen estado de conservacién. En
seguida fueron sometidas a una limpieza, separando las hojas defectuosas y
restos de tallo. Luego fueron desecados a la sombra extendiéndolas por un
periodo de dos semanas hasta que las hojas estén secas. Las hojas
deshidratadas fueron pulverizadas usando el molino de tornillo sin fin. El polvo
obtenido se guard6 en envases de boca ancha de color oscuro para preservarlos
de la luz y de la contaminacién del medio.*®

3.3.2. Obtencion del extracto

Se pes6 400 g de polvo de las hojas de Bidens pilosa "sillkau” y se llevé a un
frasco oscuro de cuatro litros de capacidad.

Ello se hizo por duplicado. Seguidamente se agregé dos litros de etanol al 96 %.
La mezcla dely polvo con el etanol contenido en el frasco se agité en forma
circular hasta lograr que todo el polvo se empape. Se dejo6 macerar por dos
semanas con agitaciones diarias. Luego se fitrd con papel fitro en un |

_erlenmeyer de 250 ml. La muestra filtrada se deposit6 en un plato y llev6 a secar
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a 25 °C de temperatura hasta que se evapor6 todo el alcohol. Obteniéndose asi
un residuo como muestra problema a partir del cual preparé las diversas
concentraciones de 1 por ciento 5 por ciento y 10 por ciento*®

3.3.3. Tamizajefitoquimica

Del extracto etandlico de hojas de Bidens pilosa-L “sillkau® filtrado, se toma
alicuotas para la identificacion de principios activos, posteriormente se procedio
segun la técnica descrita por Miranda y Aguilar.*” *

3.3.4. Preparacion de la muestra problema

La muestra problema fue preparada a partir del extracto etanolico concentrado
de donde se procedié a pesar 0,1 g del extracto evaporado, luego se depositd
en un tubo de ensayo estéril para agregarle agua destilada cantidad suficiente
para 10 ml. Se llevd a calor hasta que se homogenizo la solucion, obteniéndose
el colutorio al 1 por ciento de concentracion.

Para las demas concentraciones se pesaron 0,5 gy 1,0 g de extracto evaporado
respectivamente, depositandolo luego en sus respectivos tubos de ensayo
agregando agua destilada cantidad suficiente para 10 mi a cada uno de los tubos
luego se llevo a infusion hasta que se disolvieron obteniéndose asi los colutorios
al 5 por ciento y 10 por ciento de concentracion. Estas concentraciones se
inocularon con tuberculina a los discos hechos a base de papel filtro.

3.3.4.1. Preparacidn de la solucién estandar Vancomicina (control positivo)
Se pes6 0,5 g de Vancomicina comercial para disolverlo en 5 mi de agua
destilada. Los discos se colocaron con pinzas estériles en las placas sembradas
con bacterias orales. La disolucion de Vancomicina se inoculé a los discos de
papel filtro para actuar como control positivo.

3.35. Actividad antibacteriana -

Para la determinacion de la sensibilidad de una bacteria frente a un
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antibacteriano se utilizé el método microbioldgico difusién en agar (disco-placa).
Se us6 como estandar Vancomicina comercial de 1000 mg. 3

3.3.5.1 Tratamientos de la muestra salival

Las bacterias ‘orales se obtuvieron de muestras salivales extraidos con hisopos
estériles de alumnos del tercero y cuarto grado de turno diurno dela escuela
Sefior de Agonia del distrito de Ayacucho. Se hizo un raspado con hisopo estéril
(los hisopos, discos de papel fitro material de vidrio y demas instrumentos
fueron esterilizados en autoclave de los laboratorios de microbiologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas). Cada hisopo raspado se introdujo en un tubo
de ensayo que contenia suero fisioldgico, adecuadamente tapados con algodon,
luego se trasladé a los laboratorios, depositandolos en la refrigeradora.*
3.3.5.1.1. Tratamiento |

Se preparo seis tubos de ensayo con nueve mi. de suero fisioldgico enumeradas
del uno al seis. Del tubo que contenia el hisopo raspado con muestra salival se
cogié un mi. y se trasladd al tubo con suero fisiologico procediendose a realizar

diluciones seriada hasta 10°.Con el mechero bunsen encendido se procedié a

sembrar en placas petri que contenian agar, se pipeteé un mi. del tubo de
dilucion 10° y 10°® respectivamente, y con un hisopo estéril se disemino por toda
la placa.

A continuacion se introdujo cuatro discos de 6 mm de diametro, estériles sobre la
cual se afadié con una tuberculina 0,04 ml de diferentes concentraciones de
solucién problema.

Para bacterias orales en general se usé las placas quev contenian Trypticase de
- soja Agar (TSA), luego que estas estuvieron contaminados se llevo a la estufa
v gradUada a 37 °C y se dejo en ese ambiente por 24 horas. Luego de ese tiempo

se observo el crecimiento de las bacterias orales, las placas petri con Trypticase
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de soja Agar (TSA) presentaron colonias de diversas formas y colores
(anaranjado, blanco, crema, amarillo, de aspecto brilloso y gelatinoso) alrededor
de los halos de inhibicidon.*® Se realizé 25 repeticiones.

3.3.5:1.2. Tratamiento Il

De cada hisopo raspado se introdujo en un tubo de ensayo que contenia suero
fisioldgico, adecuadamente tapados con algoddn, luego se ftrasiadé a los
laboratorios, depositandolos en la refrigeradora.

Con el mechero bunsen encendido se procedid a sembrar las placas petri que
contenian agar mitis salivarios con 10 mg/ml de cloranfenicol. *

Las placas sembradas se depositaron en un recipiente donde se introdujo una
vela encendida y luego se procedid a tapar el recipiente de esta forma se cred un
ambiente de 5 por ciento de CO,, se esperd a que la vela se apague para poner
las placas a la estufa graduada a 37 °C por 24 horas.

Pasado las 24 horas se revisd €l crecimiento de las bacterias orales, las placas
petri mostraban colonias azuladas.

Del crecimiento bacteriano se procedié a repicarlos en vialitos con las mismas
caracteristicas de CO, mencionadas lineas arriba.

Se preparé seis tubos de ensayo con nueve mililitros enumeradas del uno al seis
con suero fisioldgico.

Del vialito repicado se tomd un raspado con hisopado estéril luego se llevé a un
tubo de ensayo con 10ml de suero fisioldgico de donde se procedié a realizar
diluciones hasta 10°%

Con el mechero bunsen encendido del tubo 107y 10se procedié a sembrar en
placas petri conteniendo agar mitis sa[ivarius con 10 mg/mi de cloranfenicol

A continuacion se intro_dujo cuatro discos estériles elaborados de materia'l de
papel fitro de 6 mm ‘de diametro sobre la cual #e afadio la solucién problema

Se incorporé, con tuberculina, sobre los discos 0,04 ml (una gota) de diferentes
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concentraciones (1 por ciento, 5 por ciento y 10 por ciento respectivamente), a
cada disco una concentracion del colutorio a base de extracto etandlico de hojas
de Bidens pilosa L. “sillkau’.

Las placas petri tratadas se depositaron en un recipiente con tapa se le introdujo
una vela y luego se procedié a tapar, de esta forma se cred un ambiente de 5
por ciento de CO, al recipiente, se esperd a que la vela se apague para ponerle
a la estufa graduada a 37 °C por 24 horas.

La lectura de los halos de inhibicion se realizd con una regla milimetrada. Se
realizo diez repeticiones.

3.3.5.1.3. Tratamiento lli

Para el control positivo se sembré con Trypticase de soja Agar (TSA). Se cogid
con hisopo estéril del tubo con bacterias orales de 10 *y sé procedio a sembrar
como se menciona en la pagina 19

Se introdujo cuatro discos elaborados de material de papel fitro de 6 mm de
diametro.

La disolucion de Vancomicina se inoculd a los discos de papel filtro para actuar
como control positivo.

Los discos tratados si se colocaron con pinzas estériles dentro de las placas
contaminadas, con bacterias orales en general.

Se tapd y llevo a incubar a una estufa graduada 37 °C por un periodo de 24
horas.

Pasado las 24 horas de sembrado se procedié a la lectura de los halos de
inhibicion con una regla milimetrada. Se realizé 25 repeticiones para bacterias
orales en general y para los St_reptoqocus mutans con 5 por ciento de CO , se
realizé diez r_epeticioneé.

3.3.5.1.4. Tratamiehto v

Para el control negativo se utilizé agua destilada y se procedié de igual forma
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que el tratamiento uno.*® ®

Para hallar el porcentaje de halos de inhibicién se tomé la férmula:

% de inhibicio halo de 'inhibicion del extracto « 100
e inhi n=
0 €€ mabiet halo de inhibicion del control positivo-

3.4 Analisis de datos

Los datos obtenidos de los tratamientos se presentan en cuadros y graficos.
Para el analisis de varianza de datos, se emplearon los instrumentos de Ia
estadistica inferencial como el ANOVA vy la prueba de los rangos multiples de
Tukey (p<0,05) para detectar las diferencias existentes entre los tratamientos,

considerando una significancia del 5 por ciento (p<0,05).
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Metabolitos secundarios del extracto etandlico de Bidens pilosa L “sillkau

Metabolitos Secundarios Ensayo (Rx) Resultado
(E.E)
Aceites y grasas Sudanlll 4
Alcaloides Dragendorff, Mayer, Wagner ++
Flavonoides Shinoda ++
Lactonas y cumarinas Baljet ++
Resinas Resinas ++
Saponinas Espuma +++
Taninos y fenoles Tricloruro férrico +++
Lieberman-Burchard t++

Triterpenos y esteroides

Leyenda:
Rx : Reaccidn
(+) T Leve

(++)  : Moderado
(+++) : Fuerte
E. E : Extracto Etandlico
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V. DISCUSION

La planta Bidens pilosa L “sillkau” tiene varias propiedades curativas segun la
medicina popular, una de ellas es la actividad antibacteriana frente a bacterias
orales.

La Tabla 1, nos muestra los metabolitos secundarios reportados en el extracto
etandlico de hojas de Bidens pilosa L “sillkau”, donde se aprecia la presencia de
triterpenos, esteroides, saponinas, taninos, fenoles, aceites y grasas, tienen
fuerte presencia en las hojas analizadas, asimismo, las resinas, lactonas,
cumarinas y flavonoides, tiene moderada presencia, por otro lado los alcaloides
mostraron leve presencia.

Cordero, 2 no reporta aceites esenciales ni resinas, pero si identificé triterpenos,
esteroides, taninos y compuestos fendlicos tampoco menciona la presencia de
saponinas.

Gonzales,” también identifico alcaloides, glucdsidos, taninos cumarinas
flavonoides.

Sin embargo Deba reporta otras moléculas, dice que de 44 componentes
identificados en aceite extraido de hojas de Bidens pilosa L. el beta cariofilena y
t-cadideno fueron los principales comp'uestos‘ hallados en flores y hojas.”

29

Por otro lado Gorriti 2 identifico: azucares reductores, mucilagos, pectinas,
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taninos, compuestos fendlicos, flavdnicos, esteroides, lactonas sesquiterpenicas
y aceites esenciales. Nosotros no hemos reportado azucares reductores lo que
contrasta con los resultados de Gorriti.

Arroyo,® también reporta que los fenoles y taninos se encuentran en mayor
proporcion. Asi mismo, en otro estudio menciona que tanto la droga como a los
extractos presenta: taninos, esteroles y esteroides, flavonoides, glucésidos
aurona y chalcona, polisacaridos.”

Por su parte Meneses® también menciona la presencia de: alcaloides,
glucésidos, taninos, camarinas y flavonoides.

Estamos verificando que los componentes que se reporta en el cuadro 1
coinciden con los que registran otros autores.

La Figura 1, nos muestra valores promedio de los halos de inhibicién de la
comparaciéon multiple (Tukey) de tres concentraciones del colutorio de extracfo
etandlico de hojas de Bidens pilosa L “sillkau* sobre Streptococcus mutans,
obteniéndose diferencia estadistica significativa (p<0.05), aqui se puede apreciar
que el mayor halo de inhibicion se obtuvo con el colutorio a concentracién de 10
por ciento reportandose un halo de 15.8 mm préximo al estandar que para el
caso fue Vancomicina siendo considerada como bacterias sensibles a este
antibidtico a partir de 2 17 mm de halo de inhibicién segun el Instituto Nacional
de Salud.” Los extractos etandlico de 1 por ciento y 5 por ciento tuvieron halos
de inhibicién de 7,8 y 8,7 mm, de promedio respectivamente; comprobandose
asi la capacidad antibacteriana del colutorio.

Cordero,?® demostré que el extracto acuoso de la planta entera de Bidens pilosa

L posee actividad antibacteriana contra Staphilococus aureus.

La poblacion oral de bacterias Streptococcus después del primer éﬁo de edad

desciende al 70 por ciento. ¥ Los Streptococus sanguis y Streptococcus mutans
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son habitantes comunes de la cavidad bucal® La placa superficial contiene,
principalmente Streptococcus mutans y Streptococcus sanguis. También se
aislan con regularidad actinomicetos y otros filamentos gram-positivos y gram-
negativos de posicién taxonémica incierta. Con la perdida dental, la colonizacién
bacteriana disminuye; y varias especies desaparecen. Produciéndose un
incremento de levaduras ligadas a la vejes.”

En la caries dental frecuentemente encontramos Streptococcus sobrinus y
Streptococcus mutans, ambos son bacterias que producen &cido lactico. El
Streptococcus sobrinus puede colonizar las superficies lisas del diente debido a
su afinidad especifica. El Streptococcus mutans se halla principalmente en las
hendiduras y pequerias fisuras.®

Los datos del Figura 1 son entonces la actividad antibacteriana contra
Streptococcus mutans.*

La Figura 2, muestra valores promedio de los halos de inhibicién de la
comparacién multiple (Tukey) de tres concentraciones del colutorio de extracto
etandlico de hojas de Bidens pilosa L “sillkau” sobre bacterias orales con
ANOVA (p< 0.05), el mejor halo de inhibicién se obtuvo con el 10 por ciento del
colutorio con 15.1 mm didmetro mientras que el colutorio de 1 por ciento,
presenté 8.0 mm de didmetro de halo de inhibiciébn y el de § por ciento tuvo
10.1mm de halo encontrandose que la concentracién al 10 por ciento es el que
mas se aproxima al estandar Vancomicina, la cual nos da 16.6 mm de promedio
de didmetro de halo de inhibicién.

Moromi, & encontré que la efectividad de la infusién al 10 por ciento a base de
Camelia sinensis “té verde” frente a flora salival mixta posee actividad
antibacteriana frente a bacterias orales. En su estudio compara la efectividad
antibacteriana in vitro frente a Amoxiéilina. |

Deba, ® encontré que el aceite de las hojas y flores de Bidens pilosa L posee
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actividad antibacteriana frente a bacterias gram-positivas y gram-negativas
teniendo mejor efecto en las gram- negativas.

La actividad antimicrobiana in vitro de Plantago major L, Erythroxylum
novogranatense, y Camellia sinensis sobre bacterias de importancia
estomatolégica (Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces
viscosus, Prevotella melaninogenica y Fusobacterium nucleatum) en
concentraciones de 25 y 50 pg/ml tuvo resultados positivos.®

Como se observa en los trabajos que mencionamos lineas arriba, existe plantas
medicinales con propiedades antibacterianas que podrian ser utilizados en
forma cacera en patologias de la cavidad oral y prevencion de la caries,
asimismo, reportamos que la planta Bidens pilosa L “sillkau” tienen propiedades
antibacterianas frente a bacterias orales.

Los taninos son capaces de precipitar ciertas molécula (proteinas, alcaloides,
gelatina) dicha capacidad es la base de su poder antibacteriano. Ademas
menciona la propiedad antibacteriana, antivirica y anti fingicas de los taninos.*
Los taninos, tienen la capacidad de precipitar las proteinas, originando un
efecto antibacteriano.**

La presencia de compuestos fendlicos al ser hidrosolubles son los que estan
presentes en el colutorio formulado y ademas los taninos cuya propiedad es
precipitar las proteinas al actuar sobre las bacterias orales en general ocasionan
su destruccion. Ambas sustancia son responsables de la actividad antibacteriana
del extracto etandlico de Bidens pilosa L “sillkau”.

La Figura 3, reporta los promedios de halos de inhibicibn de cinco
concentraciones diferentes del colutorio a base de extracto etandlico de hojas de
Bidens pilosa L “sillkau” sobre bacterias orales, se puede apreciar que la
concentracién al 10 por ciento dio cémo promedio 15,1 de diémetro de halo de

inhibicion siendo la mas Optima con respecto a las otras concentraciones,
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asimismo las concentraciones de 15 por ciento y 20 por ciento tienen valores
proximos como son 15,08 mm y 15,04 mm de promedio de halos de inhibicion

respectivamente.
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Vi. CONCLUSIONES

Se determiné que los metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de hojas de Bidens pilosa L “sillkau”, con fuerte presencia son:
triterpenos, esteroides, taninos, fenoles, aceites, grasas y saponinas, y
moderada presencia son: resinas, lactonas, cumarinas y flavonoides.

El colutorio a base de extracto etandlico de hojas de Bidens pilosa L.
“sillkau” tiene actividad antibacteriana sobre bacterias orales.

La concentracion del colutorio al 10 por ciento presenté mejor actividad

antibacteriana contra bacterias orales.
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1.

VIl. RECOMENDACIONES

Continuar con investigaciones farmacoldgicas de de la planta Bidens pilosa
L “sillkau” frente a otras cepas bacterianas.

Se recomienda determinar la Concentraciébn Minima Inhibitoria, la
Concentracion Maxima Bactericida y el grado de toxicidad (DL 50) del
extracto etandlico de la planta Bidens pilosa L “sillkau”.

Se recomienda realizar estudios de la planta Bidens pilosa L “sillkau” frente

a patologias de origen micética.
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Anexo 1

Figura 4. Planta Bidens pilosa L. “sillkau”
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EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, el Bach. en Farmacia y Bioguimica, Sr. Agustin, MULLISACA VEGA, ha
solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de
Clasificacion de CRONQUIST, A (1 988), y es como sigue‘

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA
CLASE ; MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ASTERIDAE
ORDEN ; ASTERALES
FAMILIA : ASTERACEAE
GENERO : Bidens

ESPECIE . Bidens pilosa L.
N.V. : “sillkau”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del
interesado para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 27 de Enero del 2 012.




Anexo 3

Seleccién y secado de las hojas Bidens pilosa L

V

Molienda de las hojas secas

Extraccion etanolica del polvo de hojas deBidens pilosa L

1

Determinacién de los metabolitos
secundarios

Taninos y Ravonoides, B Aceitesy Esteroides y
fenoles 8 grasas trikerpenos

Figura 6. Flujo grama de obtencién de metabolitos secundarios*®
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Anexo 4

[ Preparacion del colutorio a diferentes concentraciones ]

{

Preparacion de placas con agar Trypticase de soja y
para bacterias orales y agar mitis salivarius con
10mg/ml de cloranfenicol para Streptococus mutans.

Actividad antibacteriana del colutorio a base de
extracto etandlico de Bidens pilosa L “sillkau” sobre
bacterias orales y sobre Streptococus mutans

¢ b l

p _
Control Control Colutorio Colutorio Colutorio

Negativo Positivo al al al
Agua Vancomicina 1% 5% 10%

|

[ Lectura de halos de inhibicién ]

v

Andlisis estadistico

Figura 7. Flujo grama de actividad antibacteriana® * 848
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Anexo 5
Tabla 2. Halos de inhibicion del colutorio sobre bacterias orales

Concentraciones del colutorio

" a base de extracto etandlico de estandar
Bidens pilosa L “siltkkau” Vancomicina
1% 5% 10% 50mg/ml
7 10 15 17
7 10 15 17
8 11 14 18
7 10 15 18
9 11 11 17
7 10 16 18
9 10 15 17
7 9 15 18
Diametro de halos 8 9 16 19
de inhibicion sobre 7 12 16 19
bacterias orales (mm) 9 12 17 16
10 11 15 16
11 11 15 15
7 10 14 15
7 10 16 17
7 10 16 17
10 9 14 15
9 9 15 16
8 10 15 16
8 10 14 16
8 10 16 15
7 10 16 17
7 9 15 15
9 10 16 16
7 10 16 16
Promedio del halo de inhibicion (mm) 8 10,1 15,1 16,6
% de actividad antibacteriana 48,2 60,8 91,0 100,0
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Anexo 6

Tabla 3. Analisis de varianza de halos de inhibicion del colutorio sobre
bacterias orales.

Halos de inhibicibn ~ Suma de cuadrados g - Media cuadratica F - Sig
Inter-grupos 1210,214 3 403,405 257,106 0.000
Intra-grupos 150,626 9% 1,569

Total 1360,840 99
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Anexo 7
Tabla 4. Halos de inhibicién del colutorio sobre Streptococcus mutans

Concentraciones del colutorio

a base de extracto etandlico de estandar
Bidens pilosa L “sillkau” Vancomicina
1% 5% 10% 50mg/ml
7 9 15 16
6 9 14 16
8 10 16 17
8 8 17 18
8 7 17 16
Diametro de los halos 9 8 16 16
Halos de inhibicion en 9 7 15 18
Bacterias orales (mm) 7 9 15 18
7 10 16 16
9 10 17 18
Promedio del halo de inhibicibn (mm) 7.8 8,7 15,8 16,9
% de actividad antibacteriana 46,2 51,5 93,5 100,0
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Anexo 8

Tabla 5. Analisis de varianza de halos de inhibicion sobre Streptococcus
mutans

Halos de inhibicién Suma de cuadrados gi  Media cuadratica F  Sig.
Inter-grupos 666,200 3 222,067 198,866 0.000
Intra-grupos 40,200 36 1,117

Total 706,400 39
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Anexo 9
Tabla 6. Halos de inhibicion del colutorio sobre bacterias orales

Concentraciones del colutorio
a base de extracto etandlico de
Bidens pilosa L “sillkau”

1% 5% 10% 15% 20%
7 10 15 14 15
7 10 15 14 14
8 1" 14 15 15
7 10 15 15 15
9 1 1" 14 12
7 10 16 15 14
9 10 15 16 14
7 9 15 16 15
Diametro de los halos 8 9 16 15 15
Halos de inhibicion en 7 12 16 15 15
Bacterias orales (mm) 9 12 17 16 15
10 11 15 15 16
1" 1 15 15 16
7 10 14 15 15
7 10 16 14 16
7 10 16 15 15
10 9 14 15 14
9 9 15 16 16
8 10 15 16 16
8 10 14 16 16
8 10 16 15 15
7 10 16 15 16
7 9 15 15 16
9 10 15 16 15
7 10 16 14 15
Promedio del halo de inhibicion (mm) 8 10,1 15,1 15,08 15,04
% de actividad antibacteriana 482 60,8 91,0 90,8 90,6
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Anexo 10

Figura 8. Extraccion, filtracién y secado del extracto etandlico de hojas de Bidens
pilosa L “sillkau”
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Anexo 11

Figura 9. Toma de muestra salival, aislamiento y reactivacion de bacterias
orales
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Anexo 12

Figura 10. Tres concentraciones del colutorio a base de extracto etandlico de
hojas de Bidens pilosa L “sillkau’
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Figura 11. Diluciéon del agar y preparacion de placas Petri
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Anexo 14

Figura 12. Resultados de actividad antibacteriana (halos de inhibicion)
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T
Actividad antibacteriana del colutorio de extracto etandlico de hojas de Bidens pifosa *sillkau” sobre bacterias orales.
Ayacucho 2009

Agustin Mullisaca Vega', Marco Aronés Jara®

'2 Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y Bioquimica, Facuitad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, Ayacucho, Perd.
RESUMEN

Los objetivos de este trabajo fueron: Determinar los metabolitos secundarios presentes en las hojas de Bidens pilosa “sillkau”,
Evaluar la actividad antibacteriana del colutorio de exiracto etandlico de las hojas de ja planta sobre bacterias orales y
Determinar la concentracion eficaz antibacteriana del colutorio de extracto etandlico de hojas de la planta sobre bacterias
orales.

En el extracto etandlico se encontrd: alcaloides, flavonoides, esteroides y triterpenoides, lactonas, taninos, saponinas, aceites y
resinas. Para determinar la actividad antibacteriana del colutorio sobre bacterias orales se tomé muestras salivales sin
tratamiento de escolares de ambos sexos entre 7 a 12 afios de edad, del colegio Sefior de Agonia Ayacucho, a quienes se les
hizo un raspado con hisopo estéril, estas muestras se reactivaron con dos tipos de agar (agar tripticasa de soya para
bacterias orales agar mitis salivarius con 10 mg/ml de cloranfenicol, en un ambiente de 5 % de CO, para Strepfoccus mutans).
Del tubo que contenia €l hisopo raspado con muestra salival se cogié un mililitro Jse trastadé al tubo con suero fisiolégico
procediéndose a realizar diluciones seriada hasta 10°. Del tubo de dilucién 10~y 10*, respectivamente, se procedio a sembrar.
Luego se introdujo cuatro discos estériles sobre la cual se afadié 0,04ml de diferentes concentraciones de solucion problema.
(luego de incubarse a 37°c por 24 horas se obtuvo halos de inhibicién desde 7.8 mm, 8.7 mm y 15.8 mm frente a Streptoccus
mutans y de 80 mm, 10.1 mm y 15.1mm frente a bacteria orales y para el estandar se obtuvo 17 mm, estos datos fueron
procesados mediante la prueba estadistica de ANVA y tukey, llegandose a la conclusién que el colutorio de extracto etandlico
de hojas de Bidens pifosa “silkau” tiene actividad antibacteriana sobre bacterias orales.

Palabras Claves: Bidens pilosa L, colutorio, ecologia de la boca, bacterias orales.
ABSTRACT

The objectives of this study were to: Determine the secondary metabolites present in the leaves of Bidens pilosa “sillkau”,
evaluate the antibacterial activity of ethanol extract mouthwash leaves of the plant on oral bacteria and determine the effective
concentration of extract antibacterial mouthwash ethanolic plant leaves oral bacteria .

In the ethanol extract was found: alkaloids, flavonoids, steroids and triterpenoids, lactones, tannins, saponins, oils and resins. To
determine the antibacterial activity of oral bacteria mouthwash on salivary sampled untreated school children of both sexes aged
7-12 years old, the Lord of Agony Ayacucho school, who have made a scraping with sterite swab, these samples were
reactivated with two types of agar (tryplicase soy agar for one oral bacteria, mitis salivarius agar with 10 mg / mi
chloramphenicol, in an atmosphere of 5 % CO2 for Streptoccus mutans ) . The tube containing the swab sample scraping with
one milliliter of saliva is picked and moved fo the tube with saline proceeding to perform serial dilutions to 10-6. Dilution tube 10 -
5 and 10 -6, respectively, proceeded to plant. Then introduced sterile four discs on which was added 0.04 mi of various
concentrations of the test solution. (after incubating at 37 ° ¢ for 24 hours was obtained inhibition halos from 7.8 mm, 8.7 mm and
15.8 mm against Streptococcus mutans and 8.0 mm, 10.1 mm and 15.1mm against bacteria oral and for the standard was
obtained 17 mm, these data were processed using the statistical test of ANOVA and Tukey, reaching the conclusion that the
ethanol extraet mouthwash leaves Bidens pilosa “silkau” has antibacterial activity on oral bacteria

Keywords: Bidens pilosa L, mouthwash, ecology of the mouth, oral bacteria

INTRODUCCION

Las enfermedades de la cavidad bucal constituyen un
grave problema de salud publica en el Perd por ser la
segunda causa de morbilidad en la consulta externa a
nivel nacional, estan presentes en todas las etapas de vida
de las personas, alteran y deterioran el estado nutricional,
la salud gereral, la autoestima, la calidad de vida y el
desarrollo humano. Su atencién genera altos costos a las
famiias y al Estado. B Ministerio de Salud realizé un
estudio epidemiolégico de prevalencia de caries dental,
fluorosis del esmalte y urgencia de tratamiento en
poblacién escolar de 6 a 8, 10, 12 y 15 arios a nivel del
pais, en el periodo comprendido entre octubre del 2001 y
julio del 2002. Los resultados mostraron como promedio
90% de prevalencia de caries dental en la poblacion
escolar. Los departamentos con mayores prevalencias
fueron Ayacucho (99,8%), lca (98,8%), Huancavelica
(98,3%) y Cusco (97,2%). (1)

La planta Bidens pilosa L es conocida en nuestra
localidad como ‘siflkau’, de ella se refleren varias
propiedades curativas segun la medicina popular.
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Conocedores que la prevalencia de caries en nuestra
region presenta indices preocupantes, lo que demanda
atencion inmediata a este problema; esto motivo para
aprovechar la planta Bidens pilosa L “sillkau”, como
recurso natural de nuestra region, por sus miiltiples
propiedades, principaimente antiinfecciosas. Nos
plantemos los siguientes objetivos:

Obijetivo general.

-Evaluar la actividad antibacteriana del colutorio de
extracto etandlico de hojas de Bidens pilosa L “sillkau’
sobre bacterias orales.

Objetivo especifico.

-Determinar los metabolitos secundarios presentes en las
hojas de Bidens pifosa L. "sillkau”.

-Determinar la concentracion eficaz antibacteriana del
colutorio de extracto etandlico de' hojas de Bidens pilosa L
“siltkau” sobre bacterias orales.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion.

El presente trabajo de investigacién se realizd en los
laboratorios del Centro de produccion del area académica
de farmacia y en los laboratorios. de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional San Cristobal de Huamanga, Provincia de
Huamanga, departamento de Ayacucho, en los meses de
abril y junio del 2010.
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Poblacion.

Planta madura de Bidens pilosa L “sillkau” de! distrito de
Ayacucho, Provincia de Huamanga, departamento de
Ayacucho a 2760 m.s.n.m.

Muestra.

La muestra que se estudio fue 1000 g de hojas de Bidens
pilosa L “silkau” recolectadas en e distrito de Ayacucho,
provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho. El
muestreo fue por conveniencia.

Unidad experimental

Cepas -de bacterias orales obtenidas de saliva de alumnos
del tercero y cuarto .grado dela escuela Sefior de Agonia
del distrito y-departamento de Ayacucho

Recoleccion de datos.

En el presente trabajo se aplico un Disefio Completamente
al Azar (DCA). Tanto para la muestra biolégica de la planta
Bidens pifosa L “sillkau” como para la toma de muestra
salival de los .alumnaos, recolectados en la mafiana antes
del ingreso a sus clases.

Obtencidn del extracto

Se pesd 400g de polvo de fas hojas de Bidens pilosa
“sillkau” y se llevé a un frasco oscuro de -cuatro litros de
capacidad. Ello se hizo por duplicado. Seguidamente se
agregd -dos fitros de etanol al 96 por ciento. La mezcla del
polvo con el -etanol contenido en el frasco se agitdé en
forma circular ‘hasta lograr -que todo el polvo se empape.
Se dejo macerar por:dos semanas con agitaciones diarias.
Actividad antibacteriana

Para la determinacion de la sensibilidad de ‘una ‘bacteria
frente a un antibacteriano se utiizé el método
microbiologico difusion en agar (disco-placa). Se us6 como
estandar vancomicina comercial de 500 mg. (2, 3, 4)
Tratamientos de la muestra salival

Se hizo un raspado con hisopo estéril {los hisopas, discos
de papel fitro material -de vidrio y demas instrumentos
fueron esterilizados en autoclave de ‘los ‘laboratorios ‘de
microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas).

Cada hisopo raspado se introdujo en un tubo de ensayo
que contenia suero fisiolégico, -adecuadamente tapados
con algodén, luego se ‘frasladé a los laboratorios,
depositandolos en'la refrigeradora. (5)

Tratamiento |

Se -prepar6 seis tubos de ensayo con nueve mililitros -de
suero fisioldgico enumeradas del uno al seis.

Del tubo que contenia el hisopo raspado con muestra
salival se cogio un mililiiro y se trasladé al tubo con suero
fisiolégico procediéndose a realizar diluciones seriada
hasta 10° Se procedié a sembrar en placas petri que
contenian agar, se pipete6 -un:mililitro del tubode dilucion
10 y 10°, respectivamente, y con un hisopo estéril se
disemino por toda fa placa. Se introdujo cuatro discos de 6
mm de-diametro,-estériles sobre la cual se afadié 0,04 ml
de diferentes concentraciones de solucion problema.

Para bacterias ‘orales en :general se usé las placas que
contenian Trypticase ‘de soja Agar (TSA), se Hlevd a la
estufa graduada a 37°C por 24 ‘horas. Pasado las 24 horas
se observo el crecimiento de las bacterias orales (5)
Tratamiento Il

De cada hisopo raspado se introdujo en un tubo de ensayo
que contenia suero fisiolégico, adecuadamente tapados
con algodén, ‘luego se trasladé a los laboratorios,
depositandolos en la:refrigeradora.- Se:procedié a sembrar
las placas petri que contenian agar milis safivarios con 10
mgiml de cloranfenicol. (5) Las placas sembradas se
depositaron en un recipiente donde se introdujo una vela
encendida y luego se procedié a tapar el recipiente de esta
forma se cred:un ambiente de 5 % de CO,, se esper6 a
que la vela se apague para ponerlas placas a la estufa
graduada a 37°C por 24 horas. El crecimiento mostraba

colonias-azuladas. Del crecimiento bacteriano se procedié

a repicarlos en vialitos con las mismas caracteristicas de
CO, mencionadas lineas arribase hizo diluciones hasta

Mullisaca V.

10®. Se procedic a sembrar en placas petri conteniendo
agar mitis  salivarios con 10mg/ml de cloranfenicol A
continuacién se introdujo cuatro discos estériles
elaborados de material de papel fitro de 6 mm de
diametro sabre la cual se afadi6 fa solucién problema

Se incorpord, con tuberculing, sobre los discos 0,04 ml
(una gota) de diferentes concentraciones (1 %, 5%y 10 %
respectivamente), a cada disco una concentracion del
colutorio. Se creé un ambiente de 5 por ciento de CO;, al
recipiente, lugo se llevd estufa a 37 °C por 24 horas. La
lectura de los halos de inhibicion se realizé6 con una regla
milimetrada.

Tratamiento Il

Para el control positivo se sembré con Trypticase de soja
Agar (TSA). Se cogid con hisopo estéril del tubo con
bacterias orales de 10

Se procedio de igual forma que el tratamiento |

Para estreptococos se procedio de identica forma que el
tratamiento Il con 5% de CO , se realizo diez repeticiones.
3.3.5.1.4. Tratamiento IV

Para el control negativo se utilizd agua destilada y se
procedié de igual forma que el tratamiento uno.

Para hallar el porcentaje de halos de inhibicion se tombd la
férmula:

... _ halode inkibicion del extracto
% deinhibicon = o e del control posiivo . 00

Analisis estadistico.

Para el andlisis de varianza de datos, se emplearon los
instrumentos de la estadistica inferencial como el ANOVA
y la prueba de los rangos multiples de Tukey (p<0.05)
para detectar las diferencias existentes entre los
tratamientos, considerando una significancia del 5% (p<
0.05).

RESULTADOS.

Tabla 1 Metabolitos secundarios del extracto etandlico de
Bidens pifosa L “silkau

Metabolitos Ensayo (Rx) Resultado
Secundarios
(EE)
Aceites y grasas Sudén 1l -+
Alcaloides Dragendorft, Mayer, +
Wagner

Flavonoides Shinoda ++
Lactonas y cum Baljet +
Resinas Resinas ++
Saponinas Espuma +++
taninos y fenoles Tricloruro férrico +++

Triterpenos y Lieberman-Burchard ~ +++

esteroides

Leyenda:

Rx . :Reaccion

+) :Leve

(++) ©  : Moderado

(+++) : Fuerte

E.E : Extracto Etanolico
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GRAFICO 03. Promedios de halos de inhibicion de cinco
concentraciones del colutorio sobre bacterias orales.

DISCUSION
La Tabla 1, nos muestra los metabolitos secundarios
reportados -en el extracto etandlico de hojas de Bidens

pilosa L “sillkau”, donde se aprecia la presencia de
triterpenos, esteroides, saponinas, taninos, fenoles,
aceites y grasas, tienen fuerte presencia en las hojas
analizadas, asimismo, las resinas, lactonas, cumarinas y
flavonoides, tiene moderada presencia, por otro lado los
alcaloides mostraron leve presencia.

Cordero K. no reporta aceites esenciales ni resinas, pero si
identificé triterpenos, esteroides, taninos y compuestos
fenélicos tampoco menciona la presencia de saponinas.
(6)

Gonzales, V también identificé alcaloides, glucésidos,
taninos cumarinas flavonoides. (7)

Sin embargo Deba reporta otras moléculas, dice que de 44
componentes identificados en aceite extraido de hojas de
Bidens pilosa L. el beta cariofilena y t-cadideno fueron los
principales compuestos hallados en flores y hojas.(8)

Por otro lado Gorriti identifico: azucares reductores,
mucilagos, pectinas, taninos, compuestos fendlicos,
flavénicos, esteroides, lactonas sesquiterpenicas y
aceites esenciales. Nosotros no hemos reportado
azucares reductores 0 que contrasta con los resultados de
Gorriti. (9)

Arroyo también reporta que los fenoles y taninos se
encuentran en mayor proporcion. Asi mismo, en otro
estudio menciona que tanto la droga como a los extractos
presenta: taninos, esteroles y esteroides, flavonoides,
glucosidos aurona y chalcona, polisacaridos.(10)

Por su parte Meneses también menciona la presencia de:
alcaloides, glucdsidos, taninos, camarinas y flavonoides.
(1)

Estamos verificando que los componentes que se reporta
en el cuadro 1  coinciden con los que registran otros
autores.

La Figura 01, nos muestra valores promedio de los halos
de inhibicion de la comparacion mditiple (Tukey) de tres
concentraciones del colutorio de extracto etandlico de
hojas de Bidens pifosa L “sillkau” sobre Streptococcus
mutans, obteniéndose diferencia estadistica significativa
(P<0.05), aqui se puede apreciar que el mayor halo de
inhibicion se obtuvo con el colutorio a concentracién de 10
por ciento reportandose un halo de  15.8 mm préximo al
estdndar que para el caso fue vancomicina siendo
considerada como bacterias sensibles a este antibiotico a
partir de 2 17 mm de halo de inhibicion segin el Instituto
Nacional de Salud. (12) Los extractos etandlico de 5 % y
10 %, tuvieron halos de inhibicion de 78 y 87 mm,
respectivamente; demostrandose asi la capacidad
antibacteriana dej colutorio.

Cordero K demostrd que el extracto acuoso de la pplanta
entera de Bidens pilosa L posee aclividad antibacteriana
contra Staphilococus aureus. (6)

La poblacién oral de bacterias Streptococcus después del
primer afo de edad desciende al 70 por ciento.(13)Los
Streptococus sanguis 'y Streptococcus .mutans son
habitantes comunes de la cavidad bucal La placa
superficial contiene, principalmente Strepfococcus mutans
y Streptococcus sanguis. También se aislan con
regularidad actinomicetos y otros filamentos gram-
positivos y gram-negativos de pasicion taxonémica
incierta. Con la perdida dental, la colonizacion bacteriana
disminuye; y varias especies desaparecen. Produciéndose
un incremento de levaduras ligadas a la vejes. (14)

En la caries dental frecuentemente encontramos
Streptococcus sobrinus y Streptococcus mutans, ambos
son bacterias que producen Acido lactico. E
Streptococcus sobrinus puede colonizar las superficies
lisas del diente debido a su afinidad especifica. El
Streptococcus mutans se halla principalmente en las
hendiduras y pequefias fisuras. (15) )

Los datos del Figura 1 son entonces la actividad
antibacteriana -contra Streptococcus mutans por el método

de Saico. (5)
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Muttisaca V.

5

La Figura 02, muestra valores promedio de los halos de
inhibicion de la comparacion multiple (Tukey) de tres
concentraciones del colutoric de extracto etandlico de
hojas de Bidens pilosa L “sillkau” sobre bacterias orales
con ANOVA (p< 0.05), et mejor halo de inhibicion se
obtuvo con et 10 % del colutorio con 151 mm diametro
mientras que el colutorio de 1 %, presenté 80 mm de
didmetro de halo de inhibicion y et de § % tuvo 10.1mm
de halo encontrdndose que la concentracién at 10 % es el
que mas se aproxima al estandar vancomicina, ia cual nos
da 16.6 mm de promedio de didmetro de halo de
inhibicion

Moromi , encontré que fa efectividad de la infusion al 10
por ciento a base de Camelia sinensis "té verde” frente a
flora salival mixta posee actividad antibacteriana frente a
bacterias orales. En su estudio compara la efectividad
antibacteriana in vitro frente a amoxicilina. (16)

Deba, encontré que e aceite de las hojas y flores de
Bidens pilosa L posee actividad antibacteriana frente a
bacterias gram-positivas y gram-negativas teniendo mejor
efecto en las gram- negativas. (8)

Otro estudio demostr6é que la actividad antimicrobiana in
vitro de Plantago major L, Erythroxylum novogranatense, y
Camellia sinensis sobre bacterias de importancia
estomatoldgica (Streptococcus mutans, Lactobacillus
acidophilus, Actinomyces viscosus, Prevotella
melaninogenica y  Fusobacterium  nucleatum) en
concentraciones de 25 y 50 ug/ml. (17)

Como se observa en los trabajos que mencionamos lineas
arriba, existe plantas medicinales con propiedades
antibacterianas que podrian ser utiizados en forma
cacera en patologias de fa cavidad oral y prevencion de la
caries, asimismo, reportamos que la planta Bidens pilosa L
"sillkau” tienen propiedades antibacterianas frente a
bacterias orales

Los taninos son capaces de precipitar ciertas molécuia
(proteinas, alcaloides, gelatina) dicha capacidad es la
base de su poder antibacteriano. Ademas menciona Ia
propiedad antibacteriana, antivirica y anti fungicas de los
taninos. (18)Los taninos, tienen la capacidad de precipitar
las proteinas, originando un efecto antibacteriano.

La presencia de compuestos fenolicos al ser hidrosotubles
son los que estan presentes en el colutorio formutado y
ademas los taninos cuya propiedad es precipitar las
proteinas al actuar sobre fas bacterias orales en general
ocasionan su destruccion. Ambas sustancia son
responsables de la actividad antibacteriana del extracto
etanolico de Bidens pilosa L “sillkau”

La Figura 03, reporta los promedios de hatos de inhibicion
de cinco concentraciones diferentes del colutorio a base
de extracto etandlico de hojas de Bidens pilosa L “sillkau”
sobre bacterias orales, se puede apreciar que la
concentracion al 10% nos dio como promedio 15,1 de
diametro de halo de inhibicion siendo la mas optima con
respecto a las otras concentraciones y los resultados de
las concentraciones de 15% y 20% tienen valores
proximos como son 15,08 y 15,04 mm respectivamente de
promedio de halos de inhibicion.

VL. CONCLUSIONES

1. Se determind que los metabolitos secundarios
presentes en el extracto etandlico de hojas de Bidens
pilosa L “sillkau”, con fuerte presencia son:
triterpenos, esteroides, taninos, fenoles, aceites,
grasas y saponinas, y moderada presencia son:
resinas, lactonas, cumarinas y flavonoides.

2. E colutorio a base de extracto etandlico de hojas de
Bidens pilosa L. “sillkau” tiene actividad antibacteriana
sobre bacterias orales.

3. La concentracion del colutorio al 10 por ciento
presentd mejor actividad antibacteriana contra
bacterias orales.
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