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RESUMEN 

Objetivo: Se evaluó la actividad antibacteriana In vitro del extracto de Maclura 

tinctoria y Azadirachta indica sobre Streptococcus mutans y  Porphyromonas 

gingivalis.    

Metodología: se obtuvieron extractos etanólicos de Azadirahcta indica y la 

Maclura tinctoria mediante rotoevaporación. Se evaluó su actividad antibacteriana 

sobre Streptococcus mutans (ATCC25175) y Porphyromonas gingivalis 

(ATCC33277)    determinando la concentración mínima inhibitoria (MIC) y 

concentración mínima bactericida (MBC)  a través de pruebas de microdilución en 

caldo.     

Resultados: la Azadirachta indica mostro una MIC de 500ppm sobre ambas 

bacterias, mostrando actividad bacteriostática. La Maclura tincotira tuvo una MIC 

de 125ppm mostrando actividad bacteriostática a esta concentración y bactericida 

a concentraciones superiores de 250ppm y 500ppm sobre Streptococcus mutans. 

Para la Porphyromonas gingivalis presento una MIC de 500ppm con actividad 

bacteriostática.  

Conclusión: los extractos etanólicos de  Azadirahcta indica y la Maclura tinctoria 

mostraron actividad inhibitoria sobre Streptococcus mutans (ATCC25175) y 

Porphyromonas gingivalis (ATCC33277) de valor considerable, por lo que se 

recomienda continuar con estudios adicionales sobre estas plantas.        

Palabras clave: Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, Maclura, 

Azadirahcta indica,   
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INTRODUCCIÓN 

El uso de plantas con fines terapéuticos es uno de los paradigmas de la medicina 

moderna. Dentro de la vida cotidiana de las comunidades de diferentes regiones 

del mundo, el uso de extractos de plantas es bastante común, para el tratamiento 

de ciertas condiciones como dolores gastrointestinales, uterinos, como 

coadyuvantes durante el parto, para el manejo de cefaleas y el control de la 

presión arterial, entre otros. 

Los resultados que manifestaban los pacientes al realizar estos tratamientos 

empíricos motivaron a la investigación médica a que se desarrollaran campos de 

estudios para evaluar las propiedades medicinales de estas plantas. Por tal motivo 

aparecieron metodologías experimentales para evaluar sus efectos en diferentes 

situaciones clínicas. 

Un ejemplo seria el uso de extractos de hojas de Agapanthus africanus, conocido 

comúnmente como lirio africano, el cual es utilizado como medida casera para 

favorecer el trabajo de parto, y al realizar estudios sobre úteros de rata se 

encontró que hubo un aumento de la frecuencia de contracción del musculo liso 

del útero, y llegaron a la conclusión que el extracto funcionaba como un agonista 

de receptores muscarinicos y favorecía la producción de prostaglandinas en el 

útero de ratas1. De la misma forma se hicieron evaluaciones sobre hongos en 

donde se identificó actividad antifúngica considerable sobre T. mentagrophytes y 

                                            
1
 Veale DJ, Havlik I, Oliver DW, Dekker TG. Pharmacological effects of Agapanthus africanus on 

the isolated rat uterus. En: J Ethnopharmacol. Septiembre 1999. Vol. 66, no. 3, p. 157-62. 
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Sporothrix schenekii, dos hongos productores de micosis cutánea como la 

esporotricosis2. 

Otras plantas como el aloe vera, hojas y bulbo de cebolla, hojas de té, hojas de 

menta y hojas de curry se evaluaron para verificar su actividad antifúngica sobre 

Candida albicans. En dicho ensayo hallaron que presentaban muy buena 

capacidad para inhibir el crecimiento del microorganismo, sobre todo los extractos 

alcohólicos de las hojas de curry y los extractos acuosos de las hojas de té3. Estos 

resultados son de importancia en el campo odontológico debido a que este hongo 

es uno de los patógenos oportunistas que predomina en la cavidad oral. 

En este mismo campo se empezó a realizar estudios de extractos de plantas 

sobre bacterias de importancia odontológica como por ejemplo el Allium sativun, 

nombre científico del ajo, que reporta actividad antiinflamatoria, antivírica y 

antibacteriana de microorganismos que se encuentran en la placa dental4,5.  

Ahora bien, es por esta posibilidad de encontrar resultados promisorios de 

actividad terapéutica que se hace indispensable realizar más estudios que 

permitan probar el efecto de diferentes extractos de plantas.                      

                                            
2
Singh DN, Verma N, Raghuwanshi S, Shukla PK, Kulshreshtha DK. Antifungal activity of 

Agapanthus africanus extractives. En: Fitoterapia. Junio 2008. Vol. 79, no. 4, p. 298-300. 
3
 Doddanna SJ, Patel S, Sundarrao MA, Veerabhadrappa RS. Antimicrobial activity of plant extracts 

on Candida albicans: An in vitro study. En: Indian journal of dental research. Agosto 2013. Vol. 24, 
no. 4, p. 401-5.  
4
 Fani MM, Kohanteb J, Dayaghi M. Inhibitory activity of garlic (Allium sativum) extract on multidrug-

resistant Streptococcus mutans. Journal of the Indian Society of Pedodontics and Preventive 
Dentistry. Diciembre 2007. Vol. 24, no. 4, p. 164.8. 
5
 Houshmand B, Mahjour F, Dianat O. Antibacterial effect of different concentrations of garlic 

(Allium sativum) extract on dental plaque bacteria. Indian journal of dental research. Febrero 2013. 
Vol. 24, no. 1, p. 71-5.  
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El uso de sustancias antibióticas y antisépticas en odontología está tomando gran 

importancia en el surgimiento de resistencia bacteriana, por lo que se está 

limitando las opciones terapéuticas adicionales el manejo mecánico de la caries 

dental y remoción de placa bacteriana y calculo. Por lo tanto surge el problema de 

escases de nuevas alternativas de tratamiento para el control químico de los 

microorganismos responsables de muchas patologías de tipo infeccioso que 

tienen importancia clínica y epidemiológica en la odontología.      
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2. JUSTIFICACIÓN  

La base principal del tratamiento de las enfermedades causadas por bacterias 

cariogénicas como Streptococcus mutans y preriodontopatógenas como 

Porphyromonas gingivalis, se basa en procedimientos mecánicos como la 

eliminación de caries dental y posterior obturación de la cavidad y la remoción de 

cálculo dental y la biopelicula bacteriana, más la utilización de ayudas de agentes 

antibióticos como la Amoxicilina, la penicilina más utilizada en la clínica, o agentes 

desinfectantes como el gluconato de clorhexidina el cual es considerado como el 

punto de referencia en cuanto a antisépticos de uso odontológico debido a su gran 

eficacia en la inhibición del crecimiento de colonias bacterianas. Sin embargo, el 

uso de la clohexidina por más de 15 días, trae efectos secundarios como manchas 

en mucosas, dientes y estructuras orales, pérdida del gusto de la mayoría de sus 

usuarios, sensación de ardor en la boca, úlceras en tejidos blandos en algunos 

casos, lo que minimiza su opción de uso como antiséptico a mediano y a largo 

plazo6,7. Ahora bien debido al uso excesivo y desmedido de estos agentes 

antibacterianos se ha provocado una presión evolutiva que permitió que las 

bacterias desarrollen mecanismo de resistencia contra estos medicamentos, por 

ejemplo generaron formas de inactivar los antibióticos como en el caso de las 

                                            
6
 Teles RP, Teles FR. Antimicrobial agents used in the control of periodontal biofilms: effective 

adjuncts to mechanical plaque control? En: Braz Oral Res. Octubre 2009. Vol. 23, no. 1, p. 39-48. 
7 Krayer JW, Leite RS, Kirkwood KL. Non-surgical chemotherapeutic treatment strategies for the 
management of periodontal diseases. En: Dent Clin North Am. Enero 2010. Vol. 54, no. 1, p. 13-33. 
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bacterias productoras de B-lactamasas que rompe el anillo B-lactámico de las 

penicilinas8, 9.  

Por este motivo se han buscado nuevas alternativas de tratamiento que no 

produzcan dichos efectos secundarios, siendo una de estas el uso de plantas que 

tienen potenciales efectos medicinales. Entre estas se pueden mencionar estudios 

sobre el Triticum vulgare, conocido comúnmente como trigo harinero, el cual ha 

demostrado actividad antiinflamatoria, cicatrizante y antibacteriana y que en la 

actualidad está disponible en el comercio utilizado como agentes para promover la 

cicatrización en heridas cutáneas, tratamiento para la vaginitis y recientemente 

para el tratamiento de lesiones ulcerativas orales10, 11. Otra que ha sido motivo de 

estudios es el Allium sativun, mejor conocida como Ajo, al cual se le han atribuido 

efectos antibacterianos, antifúngicos, antiparasitaria y antivirales, gracias a que se 

ha demostrado su efecto mediantes estudios experimentales, los cuales 

atribuyeron su actividad a la Alicina, un derivado de la Aliina que se encuentra en 

el bulbo del ajo, liberada después de la maceración de este12, 13, 14. 

                                            
8
 Soares GM, Figueiredo LC, Faveri M y col. Mechanisms of action of systemic antibiotics used in 

periodontal treatment and mechanisms of bacterial resistance to these drugs. En: Journal of applied 
oral science : revista FOB. Junio 2012. Vol. 20, no. 3, p. 295-309. 
9
 Smiline GA, Pandi SK, Hariprasad P, Raguraman R. A preliminary study on the screening of 

emerging drug resistance among the caries pathogens isolated from carious dentine. En: Indian 
journal of dental research. Febrero 2012. Vol. 23, no. 1, p. 26-30.  
10

 Martini P, Mazzatenta C, Saponati G. Efficacy and tolerability of fitostimoline in two different 
forms (soaked gauzes and cream) and citrizan gel in the topical treatment of second-degree 
superficial cutaneous burns. En: Dermatol Res Pract. Abril 2011. Vol. 2011: 978291. 
11

Boselli F, Petrella E, Campedelli A, Muzi M, Rullo V, Ascione L, y col. Efficacy and tolerability of 
fitostimoline (vaginal cream, ovules, and vaginal washing) and of benzydamine hydrochloride 
(tantum rosa vaginal cream and vaginal washing) in the topical treatment of symptoms of bacterial 
vaginosis. En: ISRN Obstet Gynecol. 2011. Vol 2012: 183403.  
12

 Ibíd., p. 11. 
13

 Andualem B. Combined antibacterial activity of stingless bee (Apis mellipodae) honey and garlic 
(Allium sativum) extracts against standard and clinical pathogenic bacteria. En: Asian Pacific journal 
of tropical biomedicine. Septiembre 2013. Vol. 3, no. 9, p. 725-31. 
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El estudio de las plantas medicinales se ha realizado en un sin número de 

bacterias pero son pocos los estudios que se han realizado con enfoque en el are 

odontológica. Tal es el caso de dos plantas particulares, la Maclura tinctoria o Palo 

mora y la Azadirachta indica conocida ampliamente como Neem o Nim, que son 

los especímenes objeto de estudio en este proyecto. 

 

  

                                                                                                                                     
14

 Lima CM, Freitas FI, Morais LC y col. Ultrastructural study on the morphological changes to male 
worms of Schistosoma mansoni after in vitro exposure to allicin. En: Revista da Sociedade 
Brasileira de Medicina Tropical. Junio 2011. Vol. 44, no. 3, p. 327-30. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GENERAL 

Se evaluó la actividad antibacteriana In vitro del extracto de Maclura tinctoria y 

Azadirachta indica sobre Streptococcus mutans y  Porphyromonas gingivalis.   

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Se estandarizó la concentración de Streptococcus mutans y  

Porphyromonas gingivalis que se utilizaran para evaluar la actividad 

antibacteriana In vitro del extracto de Maclura tinctoria y Azadirachta indica, 

verificando la turbidez de la suspensión según la escala de McFarland. 

 Se evaluó la sensibilidad bacteriana de Streptococcus mutans y  

Porphyromonas gingivalis a los extractos de Maclura tinctoria y Azadirachta 

indica. 

 Se determinó la concentración inhibitoria mínima (CIM) que requieren los 

extracto de Maclura tinctoria y Azadirachta indica para que se inhiba la 

multiplicación y crecimiento de Streptococcus mutans y  Porphyromonas 

gingivalis 

 Se determinó la concentración mínima bactericida (CMB) que requieren los 

extractos de Maclura tinctoria y Azadirachta indica para que expresen 

actividad bactericida sobre Streptococcus mutans y  Porphyromonas 

gingivalis 
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4. MARCO TEORICO 

Dentro del marco de las patologías combatidas en odontología, las de tipo 

infeccioso son las más frecuentes, ya que están relacionadas a un acumulo de 

bacterias que encontraron condiciones favorables para su desarrollo y formación 

de colonias provocando el daño en los tejidos dentales y periodontales. Esta 

biopelícula contiene un sin número de microorganismo que involucran aquellos 

que viven comúnmente en la flora bacteriana oral normal y otros que 

aprovecharon los cambios en el medio y llegaron para colonizar zonas favorables 

como los surcos gingivales y la superficie dental15, 16, 17. 

Entre los microorganismos más representativos en este tipo de enfermedades, 

podemos destacar aquellos relacionados a las más frecuentes como la caries 

dental y la enfermedad periodontal18, 19. Uno de estos, Streptococcus mutans, una 

bacteria grampositiva anaerobia facultativa que predomina como colonizador 

primario en el biofilm que está bastante adherido a las piezas dentarias, es el 

microorganismo que representa el mayor peligro para la producción de caries 

dentales20,21,22. Otro organismo, y que no habita comúnmente en la flora normal 

                                            
15

 Marsh PD, Moter A, Devine DA. Dental plaque biofilms: communities, conflict and control. En: 
Periodontol 2000. Febrero 2011. Vol. 55, no. 1, p. 16-35 . 
16

 Zhu Y, Dashper SG, Chen YY y col. Porphyromonas gingivalis and Treponema denticola 
synergistic polymicrobial biofilm development. En: PloS one. 2013. Vol.8, no.8, p.:e71727 
17

 Thorstensson H, Johansson B. Why do some people lose teeth across their lifespan whereas 
others retain a functional dentition into very old age? En: Gerodontology. Marzo 2010. Vol. 27, no. 
1, p. 19-25. 
18

Liu YL, Nascimento M, Burne RA. Progress toward understanding the contribution of alkali 
generation in dental biofilms to inhibition of dental caries. En: International journal of oral science. 
Septiembre 2012. Vol. 4, no. 3, p. 134-40. 
19

 Teles R, Sakellari D, Teles F, Konstantinidis A, Kent R, Socransky S, y col. Relationships among 
gingival crevicular fluid biomarkers, clinical parameters of periodontal disease, and the subgingival 
microbiota. En: J Periodontol. Enero 2010. Vol. 81, no. 1, p. 89-98. 
20
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sino que aparece cuando se presentan las condiciones específicas de 

anaerobiosis es Porphyromonas gingivalis, un bacilo gran negativo anaerobio 

estricto que es uno de los principales patógenos causantes de la enfermedad 

periodontal ya que debido a la colagenasa, enzima que este posee con la 

capacidad de degradar las fibras colágenas, genera un alto daño y perdida de los 

tejidos por la progresiva degradación de las fibras23. Adicionalmente se reporta a 

Porphyromonas gingivalis como el patógeno más aislado en los casos de 

periodontitis crónica y periodontitis agresiva generalizada, manifestándose como 

perdida acelerada de la inserción periodontal y destrucción del soporte óseo24, 25, 

hay una pérdida excesiva de soporte sin que se deba a una gran acumulación de 

placa bacteriana, es decir que no hay consistencia entre la destrucción de los 

tejidos y la cantidad de bacterias26
, 

27, existe anormalidad en la fagocitosis de las 

células de defensa28, 29 y se  presenta una excesiva respuesta de macrófagos 

acompañado de altos niveles de prostaglandina E2 e interleuquinas30, 31.        
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El uso de plantas medicinales en odontología como coadyuvante en el tratamiento 

de las enfermedades orales anteriormente mencionadas y producidas por estas 

bacterias, presenta un gran impacto hoy día, pues establecen una alternativa 

viable en el plan de tratamiento.  

Un ejemplo de esto se evidencia en el trabajo de subramaniam y col. en el 2012 

en donde evaluaron el efecto antibacteriano de 3 tipos de hojas de té (oolong, 

verde y negro), realizando una prueba de difusión en agar en donde se demostró 

que todos los extractos ya sea etanólicos, metanólicos o acuosos mostraron gran 

capacidad inhibitoria sobre Streptococcus mutans, especialmente los extractos a 

base de té oolong32. 

De la misma forma Ishnava y colaboradores en el 2013 evaluaron extractos de 

etilacetato, hexano, metanol y acuosos de hojas de eucalyptus globules labill, 

sobre bacterias cariogénicas como Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, 

Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans, mediante la evaluación de la 

concentración mínima inhibitoria utilizando el método de difusión en agar. 
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Se concluyó que todos los extractos presentaban muy buena actividad 

antibacteriana, teniendo resultados mayores de inhibicions el extracto a base de 

etilacetato33. 

En el 2006 labrecque y col. evaluaron la capacidad que tenían los componentes 

de jugo de arándanos no disuelto sobre la formación de biofilm por parte de 

Porphyromonas gingivalis, utilizando un ensayo en placas de poliestireno y 

microscopia electrónica. En el ensayo se demostró que dichos componentes no 

afectaban el crecimiento ni la viabilidad de las bacterias pero si impedían la 

formación del biofilm y la unión de esta a superficies con fibronectina, colágeno 

tipo 1 y suero humano34.   

También, en el año 2002, Bairy y col. evaluaron las alteraciones en la población de 

microorganismos en placa subgingival de pacientes que utilizaron hojas de 

Magnifera indica, comúnmente conocida como mango, adicional a sus equipos de 

higiene oral, en contraste con la población bacteriana de pacientes que solo 

usaron cepillo dental. Se reportó que había una considerable disminución en el 

número de Prevotella intermedia y Porphyromonas gingivalis en comparación con 

el grupo control por lo que concluyeron que el uso de estas hojas podría ser 

utilizado favorablemente como coadyuvante de las herramientas y técnicas de 

higiene oral habituales. 

Otras plantas de las cuales se tiene poca información y que son bastante comunes 

en zonas tropicales, de clima cálido y de las cuales se podrían realizar numerosos 
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estudios para determinar sus propiedades medicinales serian la Azadirachta indica 

y la Maclura tinctoria       

 La Azadirachta indica de orden Sapindales, familia Maliaceae y genero 

Azadirachta, es un árbol de gran altura que solo se desarrolla en regiones 

tropicales y subtropicales. Sus flores crecen abundantemente durante todo el año 

de color blanco y son fragantes. Esta planta era ampliamente utilizada en la india 

para fabricar protectores cutáneos para el tratamiento de infecciones por hongos, 

y en un estudio realizado en el 2007 por Kareru y col. se demostró que extractos 

de esta en forma de jabón producía inhibición de crecimiento de microorganismos 

como Candida albicans35. Popova y col. evaluaron las características químicas de 

diferentes extractos de propolios de plantas, en donde la Azadirachta indica fue la 

que mostro mejor actividad para inhibir el crecimiento de bacterias como 

Staphylococcus aureus y Escherichia coli, lo que se atribuyó a que en su 

composición se encontraban flavonoides prenilados, demostrando así si potencial 

antibacteriano36. Estos resultados son similares a los efectos reportados en 

revisiones bibliográficas como la echa por koriem en el 2013 donde revisa los 

efectos de extractos y aceites provenientes de la familia Azadirachti37. 

Por otro lado el extracto etanólico de la Azadirachta indica también mostro fuerte 

actividad antibacteriana en bacterias resistentes a medicamentos causantes de 

infección del tracto urinario, especialmente sobre Enterococcus faecalis, como lo 
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reportan Harma y col. en un estudios realizado en el 2009 donde verifican la 

actividad de diferentes plantas medicinales sobre bacterias que causen este tipo 

de infecciones.38  

Se le atribuyen propiedades anticancerígenas en donde recientemente Paul y 

colaboradores reportaron su capacidad para producir apoptosis de las células 

cancerígenas, organizar y activar el sistema inmune, capacidad para prevenir el 

cáncer gracias a que su uso prolongado produce niveles substanciales de 

antioxidantes y enzimas desintoxicantes de cancerígenos. De igual forma, 

dependiendo de que parte de la planta se obtenga el extracto se pueden observar 

diferentes efectos terapéuticos como por ejemplo: de la corteza del árbol el 

extracto posee propiedades analgésicas y anipireticas, de las hojas se obtienen 

efectos anticáncer, ataca parásitos intestinales, y ayuda a la curación de ulceras 

cutáneas39,40.   

Finalmente en estudios recientes de extractos acuosos de las ramas masticables 

de esta planta, se demostró que la Azadirachta indica es capaz de mostrar 

inhibición de bacterias como Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, 

Streptococcus salivarius y Streptococcus sanguis en soluciones de hasta 5% en 

su concentración y que al 50% mostraban su mayor capacidad inhibitoria41.          
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Por su parte, la Maclura tinctoria en un árbol de la familia de las Moraceae que 

hace parte del Orden Rosales y tribu Morae que es nativa de América. Es alto, de 

copa redonda, ancha, densa y ramas espinosas. Sus hojas son ovaladas o 

redondas con ápice acuminado o levemente atenuado. 

En búsquedas realizadas sobre actividad reportada de esta planta, se encuentra 

poca información para esta especie, siendo además poco reciente. Dentro de las 

evaluaciones de esta planta se verifico la presencia de compuestos químicos 

como xantonas y flavonoides prenilados los cuales reportaron una moderada 

actividad inhibitoria del virus del VIH42 y una gran actividad antifúngica sobre 

microorganismo oportunistas en pacientes con síndrome de inmunodeficiencia 

adquirida (SIDA) como Candida albicans  y Cryptococcus neoformans43. 

En un estudio más reciente sobre la Maclura tinctoria se realizó una comparación 

de los componentes químicos, actividad antioxidante y actividad antibacteriana de 

extractos obtenidos de la corteza y de la madera. Reporta que hubo mayor 

obtención de compuestos fenólicos y proantocianidina en los extractos obtenidos 

de la madera en comparación con el extracto obtenido de la corteza. Esto mismo 

se observó en la actividad antioxidantes, teniendo un mayor efecto el extracto de 

la madera. Por el contrario, el extracto de ambos orígenes tuvo buena actividad 

antibacteriana al evaluar la concentración mínima inhibitoria sobre bacterias como 

Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis y Streptococcus mutans con 

concentraciones que oscilaban entre 80 y 400µg/mL. Siendo el valor inferior 
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bastante promisorio para la inhibición de bacterias cariogénicas. Y finalmente el 

extracto de la corteza mostro gran actividad antibacteriana con concentraciones 

mínimas inhibitorias inferiores a 60µg/mL sobre bacterias anaerobias como la 

Prevotella nigrescens, actinomyces naeslundii y porphyromonas gingivalis44.                               

 

Es por lo anterior que surgió la pregunta ¿extractos etanólicos de Maclura tinctoria 

y Azadirachta indica pueden presentar actividad antibacteriana e inhibir el 

crecimiento de bacterias representativas en patologías orales como el 

Streptococcus mutans y la Porphyromonas gingivalis?                  
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5. METODOLOGIA 

5.1. OBTENCION DEL EXTRACTO Y PRUEBA DE SOLUBILIDAD 

Las plantas fueron recogidas del jardín botánico Guillermo Piñeres ubicado en el 

sector matute en el municipio de Turbaco, Bolivar y del municipio de San 

Estanislao, Bolivar y fueron enviadas al herbario de la universidad de Antioquia 

para su identificación taxonómica en donde se confirmó las especies de ambas 

plantas. Se recolecto un total de 444,41gr de hojas de Azadirachta indica y 

401,1gr de hojas de Maclura tinctoria. 

Los extractos de Maclura tinctoria y Azadirachta indica se obtuvieron macerando 

las hojas de las plantas y posterior embace en recipientes de vidrio con etanol al 

97%, los cuales se dejaron reposar por 3 días y al cabo de esto se realizó la 

rotoevaporación de los extractos para eliminar el etanol obteniéndose una masa 

de consistencia viscosa. Se escogió trabajar con extractos etanólicos pues él 

etanol es un solvente orgánico que es de los más utilizados en este tipo de 

estudios, además de causar menos efectos adversos sobre bacterias y células 

que se utilicen sobre estas metodologías45.       

Una vez obtenidos los extractos se realizó la prueba de solubilidad utilizando 

diferentes solventes como Etanol, Dimetilsufóxido y Metanol.     
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5.2. RECONSTITUCIÓN Y CULTIVO DE LOS MICROORGANISMOS 

La reconstitución del Streptococcus mutans (ATCC25175) se realizó según las 

indicaciones de ATCC. Como medio de cultivo se utilizó el caldo Tripticasa de 

soya suplementado con extracto de levadura, sucrosa, agar-agar y bacitracina 

(TYS20B). Para realizar el cultivo y siguiendo las indicaciones del proveedor la 

bacteria, preservada a una temperatura de -20ºC, se sacó del congelador y se 

esperó a que estuviera a temperatura ambiente. El stick que contenía la bacteria, 

fue sacado de su empaque en condiciones asépticas óptimas en una cabina de 

flujo laminar vertical. Inmediatamente se hizo presión vertical para que el hisopo 

entrara en contacto con la suspensión de bacterias que se encontraba en el fondo 

del stick y se presionó levemente con los dedos para favorecer que la punta de 

este se impregnara de forma abundante. El hisopo fue removido del stick y 

haciendo movimientos circulares de afuera hacia adentro se hizo el cultivo sobre 

las cajas de Petri con el caldo nutritivo anteriormente mencionado. Este 

procedimiento se realizó sobre todas las cajas de Petri utilizadas. Una vez 

finalizado el cultivo las cajas de Petri fueron rotuladas con el nombre de la bacteria 

y la fecha del cultivo y se llevaron a una jarra de anaerobiosis utilizando las bolsas 

Anaerogen (Oxoid® UK) para alcanzar dicha condición. El cultivo de se llevó a 

cabo por un periodo de 48 horas a una temperatura de 37ºC siguiendo lo 

encontrado en la revisión bibliográfica46, y se obtuvo un crecimiento abundante de 

la bacteria.  
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Para el cultivo de la Porphyromonas gingivalis (ATCC33277) se utilizó como medio 

de cultivo el agar Brucella suplementado con hemina (5ug/ml), vitamina K 

(1mg/ml) y 5% de sangre humana. El procedimiento de reconstitución se hizo 

según las indicaciones del proveedor que fue el mismo utilizado para el 

Streptococcus mutans en condiciones de anaerobiosis y se incubo por 7 días a 

37ºC, también obteniendo crecimiento masivo de este.  

5.3. CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO 

Para Strectococcus mutans se tomó la mayor cantidad de colonias de los medios 

de cultivo y se inocularon en tubos con caldo nutritivo Tripticasa de soya 

suplementado con extracto de levadura, sucrosa, y bacitracina y se verifico que 

quedara a una concentración de 0.08 a 0,1 según la escala de McFarland 

utilizando un espectofotómetro de microplacas Multiskan EX (Thermo®, UK). 

. Una vez alcanzada esta concentración el inoculo se llevó a incubación a 37ºC en 

condiciones de anaerobiosis utilizando el método de jarra con vela para alcanzar 

dichas condiciones. Utilizando una placa de poliestireno de 96 pozos se evaluó la 

absorbancia del inoculo después de trascurrido 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 24 

y 48 horas dando como resultado la curva de crecimiento. 

De la misma forma con Porphyromonas gingivalis se realizó la curva de 

crecimiento utilizando caldo Brucella suplementado con hemina (5ug/ml), vitamina 

K (1mg/ml) y 5% de sangre humana. El periodo de lectura también tuvo un tiempo 

de duración de 48 horas. 

                                                                                                                                     
 



32 
 

5.4. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS PARA SU EVALUACIÓN 

Para realizar la evaluación de los extractos estos fueron disueltos y llevados a 

concentraciones de 100.000ppm y así contar con una solución stock de cada uno. 

Dichas disoluciones fueron realizadas en tubos eppendorf esteriles y bajo 

condiciones óptimas en una cabina de flujo laminar vertical, utilizando el solvente 

que mejor mostro capacidad para disolver el extracto previamente probado. 

5.5. EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD BACTERIANA DE Streptococcus 

mutans Y  Porphyromonas gingivalis A LOS EXTRACTOS DE Maclura 

tinctoria Y Azadirachta indica. 

Para hacer la evaluación de la sensibilidad de las bacterias se utilizó una 

concentración de 500ppm tanto para el extracto de Maclura tinctoria como para el 

de Azadirachta indica. Se tomaron de las soluciones stock, que estaban a una 

concentración de 100.000ppm, 10µ y se vertieron en tubos eppendorf de 1,5ml 

estériles que contenían 990µl de agua, con lo que se alcanzó una solución de 

1000ppm la cual al momento de ser depositada en el pozo en conjunto con el 

inoculo de bacterias resultó con una concentración de 500ppm.  

Siguiendo el orden metodológico, se realizó el diseño de la placa de poliestireno 

de 96 pozos teniendo todos los controles de esterilidad, de color, de toxicidad de 

los solventes y de crecimiento tanto positivo como negativo con gentamicina a 

16ppm. El diseño se ilustra en la Tabla 1 
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Figura 1 Diseño de la placa de poliestireno para le evaluación de la sensibilidad 

de streptococcus mutans y  porphyromonas gingivalis a los extractos de maclura 

tinctoria y azadirachta indica. 

Cabe resaltar que lo último que se agregó a la placa de 96 pozos fue el inoculo de 

bacterias el cual se preparó utilizando el caldo correspondiente para cada bacteria 

(TYS20B para Streptococcus mutans y caldo Brucella suplementado con hemina 

(5ug/ml), vitamina K (1mg/ml) y 5% de sangre humana para Porphyromonas 

gingivalis),  tomando la mayor cantidad de colonias de bacterias de las cajas de 

Petri e inoculándolas en los tubos con caldo y verificando que estas quedaran a 

una concentración de 0,08 a 0,1 según la escala de McFarland. 

Posteriormente la placa preparada se llevó a incubación en condiciones 

anaerobias en una jarra de anaerobiosis utilizando el sistema de bolsas 

Anaerogen (Oxoid® UK) por un periodo de 13 horas para Streptococcus mutans y 

de 22 horas para Porphyromonas gingivalis. Tiempo transcurrido se realizó la 

medición de la observación en un lector de microplacas Multiskan EX (Thermo®, 

UK). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H

100µl de Agua 100µl de Caldo

50µl de M. tinctoria 500ppm + 50µl de caldo   50µl de A. indica 500ppm  + 50µl de caldo   50µl Inoculo + 50µl de Agua

50µl de DMSO 1% + 50µl inoculo 50µl de (DMSO25% + Etanol 75%) + 50µl inoculo

50 ul Inoculo + 50 ul Gentamicina

50µl Inoculo + 50µl de M.tinctoria 500ppm 50µl de A.indica 500ppm+50µl Inoculo
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5.6. EVALUACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA (MIC) 

Para la evaluación de la concentración mínima inhibitoria del extracto de 

Azadirachta indica se prepararon 14 concentraciones partiendo de 500ppm 

(siendo esta la concentración más baja que presento actividad antibacteriana en la 

prueba de sensibilidad bacteriana) hasta llegar a una concentración de 

0,0610ppm. Para realizar estas concentraciones, a partir de la solución que se 

encontraba a 500ppm se tomaron 100µl diluyéndolos con otros 100µl de agua 

para disminuir su concentración a la mitad. Se obtuvieron dos tubos haciendo 

esto, uno para el estudio y otro para la preparación de la siguiente dilución. A partir 

de estos se siguió haciendo el mismo procedimiento obteniendo dos tubos hasta 

obtener las 14 concentraciones para hacer la identificación de la concentración 

mínima inhibitoria. 

De la misma forma se procedió con el extracto de Maclura tinctoria hasta obtener 

14 concentraciones entre 500ppm hasta 0,0610ppm. 

Para probar los extractos se realizó la prueba de microdilución en caldo utilizando 

una placa de poliestireno de 96 pozos con el diseño para cada extracto  

presentado en la figura 2 y 3. 

 

Figura 2. Diseño de placa para la evaluación de la concentración mínima 

inhibitoria del extracto de Azadirachta indica 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H

50µl de A.indica125ppm+50µl Inoculo

50µl de A.indica0,244ppm+50µl Inoculo50µl de A.indica0,488ppm+50µl Inoculo

50µl de A.indica0,122ppm+50µl Inoculo 50µl de A.indica0.061ppm+50µl Inoculo

50µl de A.indica7,812ppm+50µl Inoculo

50µl de A.indica31,25ppm+50µl Inoculo50µl de A.indica62,5ppm+50µl Inoculo

50µl de A.indica3,906ppm+50µl Inoculo 50µl de A.indica1,953ppm+50µl Inoculo

50µl de A.indica0,976ppm+50µl Inoculo

100µl de Agua 100µl de Caldo 50µl Inoculo + 50µl Agua 50µl Inoculo + 50µl Gentamicina

50µl de A.indica500ppm+50µl Inoculo 50µl de A.indica250ppm+50µl Inoculo 50µl de A.indica125ppm+50µl Inoculo
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Figura 3. Diseño de placa para la evaluación de la concentración mínima 

inhibitoria del extracto de Maclura tinctoria 

  

Posterior a la preparación de las placas, estas fueron  incubadas a 37ºC en 

condiciones de anaerobiosis utilizando el sistema de bolsas Anaerongen (Oxoid® 

UK) durante 13 horas para Streptococcus mutans y de 22 horas para 

Porphyromonas gingivalis. Al cabo de este tiempo, se realizó la medición de la 

observación en un lector de microplacas Multiskan EX (Thermo®, UK). 

5.7. EVALUACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN MÍNIMA BACTERICIDA  

La concentración mínima bactericida (CMB) de los extractos de la planta de 

estudio fue determinada mediante el método descrito por el Instituto de 

Estándares Clínicos y de Laboratorio, en donde las muestras seleccionadas fueron 

aquellas concentraciones que no demostraron crecimiento bacteriano durante la 

determinación de la CMI (no existencia de diferencia significativa entre la densidad 

óptica de las muestras y el caldo). 

Para esto se procedió a tomar una asada de los pozos que las contenían, 

realizando un subcultivo en cajas de Petri con agar correspondiente para cada 

bacteria (con los pozos de control positivo y negativo también se efectuó esta 

misma operación). Las cajas de Petri inoculadas se incubaron en anaerobiosis  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H

50µl de M. tinctoria125ppm+50µl Inoculo

50µl de M. tinctoria0,244ppm+50µl Inoculo50µl de M. tinctoria0,488ppm+50µl Inoculo

50µl de M. tinctoria0,122ppm+50µl Inoculo 50µl de M. tinctoria0.061ppm+50µl Inoculo

50µl de M. tinctoria7,812ppm+50µl Inoculo

50µl de M. tinctoria31,25ppm+50µl Inoculo50µl de M. tinctoria62,5ppm+50µl Inoculo

50µl de M. tinctoria3,906ppm+50µl Inoculo 50µl de M. tinctoria1,953ppm+50µl Inoculo

50µl de M. tinctoria0,976ppm+50µl Inoculo

100µl de Agua 100µl de Caldo 50µl Inoculo + 50µl Agua 50µl Inoculo + 50µl Gentamicina

50µl de M. tinctoria500ppm+50µl Inoculo 50µl de M. tinctoria250ppm+50µl Inoculo 50µl de M. tinctoria125ppm+50µl Inoculo
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dependiendo de la bacteria a 37°C (Figura 4). Luego de este periodo se observó la 

existencia o no de crecimiento de colonias bacterianas y se clasificaron los 

extractos como bacteriostáticos (aquellos en los que se observaron crecimiento 

bacteriano en el subcultivo) o bactericida (aquellos en los que no se observaba 

crecimiento bacteriano). 

 

 Figura 4. Procedimiento para realizar la CMB. 

5.8. ANALISIS ESTADISTICO 

Los resultados obtenidos en la evaluación de las curvas de crecimiento bacteriano, 

pruebas de sensibilidad y concentración mínima inhibitoria fueron analizados y 

graficados utilizando el software Graphpad Pism 5.01, en donde se efectuó un 

análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido de un post-test de Dunnet para 

las comparaciones múltiples y tomándose un grado de confianza considerando 

que la diferencia entre los grupos tratados y el grupo control es significativa 

cuando P<0.05 (95% de confianza). Los datos fueron graficados como la media ± 

la desviación estándar de la media. Previo al análisis se realizó test de normalidad 

de Kolmogórov-Smirnov, utilizando el software Statistical Package for the Social 
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Sciences (SPSS) versión 20 (IBM®), observando una distribución normal de los 

datos.  

5.9. CONSIDERACIONES ÉTICAS 

Tomando en cuenta lo establecido en el artículo 67 de la resolución 008430 de 

1993 del ministerio de salud de Colombia, donde se disponen los reglamentos y 

estatutos a seguir en investigación con microorganismos patógenos o material 

biológico que pueda contenerlos, se tuvo en cuenta y se incluyó el proyecto como 

grupo de riesgo número uno: en el cual los microorganismos representaron un 

escaso riesgo para el individuo y para la comunidad, por tal motivo pueden ser 

manipulados en laboratorios tipo básico de microbiología.  
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6. RESULTADOS 

6.1. OBTENCIÓN DEL EXTRACTO 

Después del proceso de maceración, remojo en etanol al 97% por 1 semana y 

rotoevaporación hasta agotamiento, se obtuvieron de cada extracto un total de 

118,56gr de Azadriachta indica y 125,16gr de Maclura tinctoria. Los extractos 

tenían una consistencia viscosa y color oscuro y no presentaron sensibilidad a la 

luz.   

6.2. PRUEBA DE SOLUBILIDAD DE EXTRACTOS 

Para el extracto de Azadirachta indica se tomó una cantidad de 100mg con la 

ayuda de una balanza analítica los cuales se depositaron un tubo eppendorf con 

capacidad para 1,5ml; como solvente se utilizó Dimetilsulfóxido (DMSO) al 100% 

obteniendo una solución con el extracto totalmente disuelto. Para el extracto de 

Maclura Tinctoria se tomó la misma cantidad embazada en un tubo eppendorf de 

1,5ml estéril pero fue necesario utilizar una combinación de solventes 

correspondiente a 25% de DMSO y 75% de etanol para alcanzar la solubilidad 

completa del extracto. Los resutlados de esta prueba se observan en la tabla 1.    

Extracto solvente   

Maclura tinctoria 
 

 

DMSO 100% + 

Etanol 97% + 

Metanol + 

DMSO 25% Etanol 
75% 

+++ 

Azadirachta 
indica 
 

DMSO 100% +++ 

Etanol 97% + 

Metanol + 
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Tabla 1. Resultados prueba de solubilidad de los extractos de Azadirachta indica y 

Maclura tinctoria. 

6.3. CULTIVO Y CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO 

La reconstitución de los microorganismos y cultivo del Streotococcus mutans y la 

Porphyromonas gingivalis, según la metodología seguida en este ensayo mostro 

un crecimiento abúndate en cajas de Petri como se observa en la figura 5. 

 
 

                          

Figura 5. Crecimiento bacteriano del Streptococcus mutans y Porphyromonas 

gingivalis 

La curva de crecimiento ejemplificada en la figura 6 para Streptococcus mutans 

muestra el comportamiento de dicha bacteria en el periodo de incubación. Se 

puede observar que el periodo de adaptación de la bacteria es bastante corto, 

llegando a solo 2 horas, desde donde se inicia la fase exponencial de crecimiento 

que alcanza el pico máximo a las 13 horas. Desde este punto se da paso a la fase 

estacionara y posterior muerte bacteriana.   
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Figura 6. Curva de crecimiento graficada de Streptococcus mutan. 

 

La curva de crecimiento de Porphyromonas gingivalis se muestra en la figura 7, en 

donde se puede analizar que la fase adaptativa tiene un tiempo de duración de 2 

horas, y seguidamente se inicia la fase exponencial hasta el pico máximo a las 22 

horas.  
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Figura 7. Curva de crecimiento graficada de Porphyromonas gingivalis 

Según este resultado se puede establecer el tiempo de medición para las pruebas 

de sensibilidad bacteriana y determinación de la concentración mínima inhibitoria 

como se muestra en la tabla 2. 

 

 

Tabla 2. Tiempos de incubación de los ensayos según la curva de crecimiento 

bacteriano. 

Bacteria Tiempo total curva 
de crecimiento 

Tiempo de incubación 
según curva de 

crecimiento 

S. 
mutans 

25 horas 13 horas 

P. 
gingivalis 

46 horas 22 horas 
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6.4. PRUEBA DE TOXICIDAD DE SOLVENTES 

Previo a los estudios de actividad antibacteriana se realizó las pruebas de 

toxicidad de los solventes con el fin de tener seguridad que estos no interfieren en 

el crecimiento de las bacterias. Los resultados se pueden observar en las figuras 8 

para Streptococcus mutans y figura 9 para Porphyromonas gingivalis. De la misma 

forma también se tuvo como referencia el control de crecimiento negativo con 

gentamicina al 16%. Los solventes se consideraron como inocuos pues mostraron 

que el crecimiento bacteriano superaba el 90 % según el porcentaje de 

crecimiento bacteriano.  

 

 

Figura 8.  Prueba de Toxicidad de Solventes sobre Streptococcus mutans. El valor 

de p se consideró como p<0,05.  
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Figura 9.  Prueba de toxicidad de solventes sobre Porphyromonas gingivalis. El 

valor de p se consideró como p<0,05. 

6.5. SENSIBILIDAD BACTERIANA 

Antes de hacer la evaluación de la concentración mínima inhibitoria se realizó la 

prueba de sensibilidad bacteriana con la metodología anteriormente explicada, 

para poder clasificar a los extractos como idóneos para realizar el ensayo. Para 

esto se consideró que si las bacterias a 500ppm no mostraban sensibilidad se 

descartaría el extracto. 

6.5.1. Sensibilidad bacteriana del Streptococcus mutans sobre 

extractos de Maclura tinctoria y Azadirachta indica. 

Los resultados de la prueba de sensibilidad del Streptococcus mutans sobre los 

extractos de Maclura tinctoria y Azadirachta indica se grafican en la figura 10. 
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Figura 10.  Sensibilidad de Streptococcus mutans a extractos de Maclura tinctoria 

y Azadirachta indica. ns: no diferencia significativa, *Diferencia poco significativa, 

**Diferencia significativa, ***Diferencia muy significativa. Los gráficos representan 

la media ± la SEM. El valor de p se consideró como p<0,05.    

6.5.2. Sensibilidad bacteriana de la Porphyromonas gingivalis sobre 

extractos de Maclura tinctoria y Azadirachta indica. 

Los resultados de la prueba de sensibilidad de Porphyromonas gingivalis sobre los 

extractos de Maclura tinctoria y Azadirachta indica se grafican en la figura 11. 
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Figura 11.  Sensibilidad de Porphyromonas gingivalis a extractos de Maclura 

Tinctoria y Azadirachta indica. ns: no diferencia significativa, *Diferencia poco 

significativa, **Diferencia significativa, ***Diferencia muy significativa. Los gráficos 

representan la media ± la SEM. El valor de p se consideró como p<0,05.  

6.6. EVALUACION DE LA CONCENTRACION MINIA INHIBITORIA (MIC) 

Basándose en los resultados anteriores, de evaluación de la sensibilidad 

bacteriana, se procedió a incluir en este estudio ambos extractos, el de 

Azadirachta indica y Maclura tinctori, ya que los dos mostraron actividad inhibitoria 

a 500ppm sobre las bacterias evaluadas. Cabe aclarar que aquellos compuestos 

que tengan actividad inhibitoria por debajo de 1000ppm se toman como 

considerables, y aquellos que muestren actividad por debajo de 500ppm se 

pueden considerar como promisorios. 
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La metodología planteada se utilizó sobre las bacterias a estudios, utilizando las 

14 concentraciones oscilantes entre 500ppm y 0,0610ppm. En la evaluación de la 

MIC de Azadirachta indica sobre Streptococcus mutans, no se encontró diferencia 

significativa con la referencia de crecimiento a una concentración de 500ppm. Este 

resultado, se observó igual al evaluar la MIC de este extracto sobre 

Porphyromonas gingivalis. Estos resultados se pueden observar en las figuras 12 

y 13. 

 

Figura 12.  Concentración mínima inhibitoria del extracto de Azadirachta indica 

sobre Streptococcus mutans. ns: no diferencia significativa, *Diferencia poco 

significativa, **Diferencia significativa, ***Diferencia muy significativa. Los gráficos 

representan la media ± la SEM. El valor de p se consideró como p<0,05.    
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Figura 13.  Concentración mínima inhibitoria del extracto de Azadirachta indica 

sobre Porphyromonas gingivalis. ns: No Diferencia significativa, *Diferencia poco 

significativa, **Diferencia significativa, ***Diferencia muy significativa. Los gráficos 

representan la media ± la SEM. El valor de p se consideró como p<0,05.    

 

En la determinación de la MIC del extracto de Maclura tinctoria, se evidenció que 

no hay diferencia significativa con la referencia de crecimiento a 500ppp, 250ppm 

y 125ppm sobre Streptococcus mutans. Por el contrario en la evaluación de la MIC 

sobre Porphyromonas gingivalis no se encontró diferencia significativa a 500ppm. 

Lo anterior se observa en las figuras 14 y 15.  
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Figura 14.  Concentración mínima inhibitoria del extracto de Maclura tinctoria 

sobre Streptococcus mutans. . ns: No Diferencia significativa, *Diferencia poco 

significativa, **Diferencia significativa, ***Diferencia muy significativa. Los gráficos 

representan la media ± la SEM. El valor de p se consideró como p<0,05.    
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Figura 15.  Concentración mínima inhibitoria del extracto de Maclura tinctoria 

sobre Porphyromonas gingivalis. . ns: No Diferencia significativa, *Diferencia poco 

significativa, **Diferencia significativa, ***Diferencia muy significativa. Los gráficos 

representan la media ± la SEM. El valor de p se consideró como p<0,05.    

6.7. CONCENTRACIÓN MÍNIMA BACTERICIDA   

De acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluación de la concentración minina 

inhibitoria, se tomaron aquellas concentraciones que no mostraron diferencia 

estadísticamente significativa o mostraron poca diferencia con el caldo de cultivo, 

ilustradas en la tabla 3. 
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Extractos  bacterias  

Steptococcus 
mutans 

Porphyromonas gingivalis 

Azadirachta 
indica 

500ppm 
 

500ppm 
 

Maclura 
tinctoria 

500ppm, 250ppm, 
125ppm 

500ppm, 125ppm 
 

 

Tabla 3. Concentraciones seleccionadas para hacer la evaluación de la 

concentración mínima bactericida.  

 

Se determinó que el extracto de Azadiractha indica tiene propiedades 

bacteriostáticas sobre Streptococcus mutans a concentraciones de 500ppm e 

inferiores. El extracto por su parte solo presenta actividad bacteriostática sobre 

Porphyromonas gingivalis a 500ppm.  

El extracto de Maclura tinctoria mostro actividad bactericida sobre Streptococcus 

mutans a concentraciones de 500ppm y 250ppm; y actividad bacteriostática a 

concentración inferior de 125ppm. Sobre Porphyromonas gingivalis solo mostró 

actividad bacteriostática en las concentraciones evaluadas. Las figuras 16 a 19  

muestran el proceso de determinación de la concentración mínima bactericida.          
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6.7.1. Evaluación de la concentración mínima bactericida de 

Azadirachta indica sobres Streptococcus mutans.  

  
 

Figura 16. CMB de Azadirachta indica sobre Streptococcus mutans. 500ppm, 

250ppm, 125ppm y 62,5ppm.   

  

500ppm 250ppm 

125ppm 62,5ppm 
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6.7.2. Evaluación de la concentración mínima bactericida de 

Azadirachta indica sobres Porphyromonas gingivalis. 

 

 

 

Figura 17. CMB de Azadirachta indica sobre Porphyromonas gingivalis. 500ppm y 

250ppm. 

 

 

 

 

500ppm 

250ppm 
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6.7.3. Evaluación de la concentración mínima bactericida de Maclura 

tinctoria sobres Streptococcus mutans.  

 

 

Figura 18. CMB de Maclura tinctoria sobre Streptococcus mutans. 500ppm, 

250ppm, 125ppm y 62,5ppm.   

  

500ppm 250ppm 

125ppm 62,5ppm 
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6.7.4. Evaluación de la concentración mínima bactericida de Maclura 

tinctoria sobres Porphyromonas gingivalis. 

 

 

Figura 19. CMB de Maclura tinctoria sobre Porphyromonas gingivalis. 500ppm y 

250ppm. 

 

  

500ppm 

250ppm 
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7. DISCUSIÓN 

En el presente estudio se realizó la evaluación de extractos etanólicos de dos 

plantas que crecen preferiblemente en climas tropicales y subtropicales; estas 

fueron la Azadirachta indica que se conoce como Neem o Nim, y la Maclura 

tinctoria, cuyo nombre común es palo Mora. Para la obtención de los extractos, las 

hojas de dichas plantas fueron procesadas por maceración y la subsecuente 

adición de etanol al 97% para así, después de un tiempo de reposo de 3 días, 

hacer la extracción del extracto etanólico mediante rotoevaporación. Los extractos 

resultantes fueron utilizados para determinar su actividad antibacteriana sobre dos 

bacterias, Streptococcus mutans y Porphyromona gingivales, que son las más 

relacionadas con enfermedades orales de importancia clínica y epidemiológica 

como la caries dental y la enfermedad periodontal. 

La escogencia de estas plantas se basó en el uso cotidiano de estas dos como 

opciones terapéuticas caseras en comunidades de diferentes lugares del mundo, 

como por ejemplo el uso de la Azadirachta indica como protector solar y remedio 

para tratar infecciones fúngicas en la piel como lo reporta Kareu y col 47. Además 

de que estas plantas crecen abundantemente en clima cálido, lo que permitiría su 

amplia utilización como alternativas medicinales en dichas regiones.  

Dentro de las limitaciones de este estudio se destacó el periodo de obtención de 

las plantas, al igual que la identificación taxonómica por parte del herbario de la 

universidad de Antioquia. Otras limitaciones durante el proceso fueron las 

variaciones de resultados que se presentaron por la ausencia de crecimiento 

                                            
47

 . Kareru PG, Op. Cit., p. 19.  
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bacteriano y las variaciones en resultados por técnica y manejo de micropipetas. 

Por tal motivo se hizo la calibración de los investigadores en el uso de estas y los 

cultivos se desarrollaron según las indicaciones de la ATCC.  

Para hacer la evaluación de los extractos, se utilizaron las bacterias Streptococcus 

mutans (ATCC25175) y Porphyromonas gingivalis (ATCC33277) siendo 

reconstituidas según las indicaciones del proveedor y haciendo la estandarización 

del procedimiento, de acuerdo con los objetivos planteados. Como metodología se 

usó la prueba de microdilución en caldo para determinar la concentración mínima 

inhibitoria y bactericida de estos. Previamente se identificó si las bacterias eran 

sensibles y la toxicidad de los solventes. Se consideró correcta la metodología 

planteada, pues muchos estudios sobre plantas se han realizado con el fin de 

buscar su actividad antibacteriana, mediante la determinación de la concentración 

mínima inhibitoria y concentración mínima bactericida, como por ejemplo en el 

estudio realizado por More y colaboradores en el 2008, en donde se evaluaron 8 

extractos de plantas sobre 7 especies bacterianas de importancia odontológica, 

determinado las concentraciones mininas inhibitorias y bactericidas para cada una 

de ellas, lo que les permitió concluir que en verdad presentaban actividad 

antibacteriana sobre bacterias orales 48.       

Los resultados obtenidos en la prueba de sensibilidad, en donde los dos extractos 

fueron activos sobre las dos bacterias a concentraciones de 500ppm, se 

consideran aquí como de notable relevancia ya que como se reporta en una 

revisión de varios estudios sobre plantas medicinales que evaluaron su 

                                            
48

 More G, Tshikalange TE, Lall N, Botha F, Meyer JJ. Antimicrobial activity of medicinal plants 
against oral microorganisms. E: Journal of ethnopharmacology. Octubre 2008. Vol. 119, no. 3, p. 
473-7. 
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concentración minina inhibitoria, publicada por van Vuuren en el 2008, las 

concentraciones que presenten actividad por debajo de 1000ppm son de gran 

importancia médica y farmacológica. Por lo tanto se prosiguió a determinar la 

concentración mínima necesaria de cada extracto para inhibir el crecimiento de las 

dos bacterias en cuestión49. 

La concentración mínima inhibitoria obtenida en el ensayo para la Azadirachta 

indica se arrojó con unos valores de 500ppm sobre ambas bacterias, lo que se 

puede considerar como aceptable según la información revisada anteriormente. 

Estos resultados solo mostraron actividad bacteriostática. Por su parte el extracto 

de Maclura tinctoria expresó actividad inhibitoria sobre streptococcus mutans a 

concentraciones de 500ppm, 250ppm y 125ppm, mostrando las dos primeras 

actividad bactericida y la última, que equivale a la mínima concentración con 

actividad, mostro un efecto bacteriostático. Para porphyromonas gingivalis mostró 

actividad a 500ppm y de tipo bacteriostático. Esto lleva a pensar que los extractos 

etanólico extraídos de las hojas de estas plantas, pueden ser utilizados con fines 

antibacterianos sobre bacterias cariogénicas y periodontopatógenas como las que 

se utilizaron en este estudio. 

Estos resultados los podemos contrastar con aquellos encontrados por Wolinsky y 

col. en 1996 en donde al evaluar extractos de ramas de Azadirachta indica, 

demostraron evaluando la concentración mínima inhibitoria de estas que no había 

actividad sobre diversas bacterias de la especia Streptococcus a una 

concentración igual o menor de 320µg/mL, lo que para términos comparativos 

                                            
49

 van Vuuren SF. Antimicrobial activity of South African medicinal plants. En: Journal of 
ethnopharmacology. Octubre 2008. Vol. 119, no. 3, p. 462-72. 
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equivale a 320ppm. Esto es comparable con los resultados de nuestro estudios 

pues la concentración mínima inhibitoria encontrada sobre una bacteria 

perteneciente a esta familia, Streptococcus mutans, fue de 500ppm para la 

Azadirchta indica, pero la Maclura tinctorial mostro mejor resultado al tener 

actividad hasta una concentración de 125ppm sobre el mencionado 

microorganismo50.  

También, en un estudio en 1998 elaborado por Fabry y colaboradores, evaluaron 

la concentración mínima inhibitoria de la Azadirachta indica sobre diferentes 

bacterias como el s. aureus, enterococci, P. aeruginosa, E. coli, Klebsiella, 

salmonella, en donde las concentraciones oscilaron entre 250ppm y 2000ppm 

tanto para inhibir el 50% de la población de bacterias como para inhibir el 90% de 

la población de estas; y determinaron también las concentraciones mínimas 

bactericidas siendo la más bajo a 1000ppm y la más alta por encima de 8000ppm. 

A pesar de no ser las mismas bacterias de este estudio, se puede comparar que el 

extracto preparado en este ensayo de 500ppm entra en el rango de la actividad 

inhibitoria, con actividad bacteriostática, como es reportado por ellos. Lo anterior 

da más fuerza para considerar a que el extracto de Azadirachta indica presenta 

buena actividad sobre estos tipos de bacterias orales cariogénicas como 

Streptococcus mutans. De igual manera aquí también se observa que la Maclura 

tinctoria mostro mejores resultados51.  

                                            
50

 Wolinsky LE, Mania S, Nachnani S, Ling S. The inhibiting effect of aqueous Azadirachta indica 
(Neem) extract upon bacterial properties influencing in vitro plaque formation. En: Journal of dental 
research. Febrero 1996. Vol. 75, no. 2, p. 816-22. 
51

 Fabry W, Okemo PO, Ansorg R. Antibacterial activity of East African medicinal plants. En: 
Journal of ethnopharmacology. Febrero 1998. Vol. 60, no. 1, p. 79-84. 
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Por otra parte los estudios reportados sobre bacterias, utilizando esta metodología 

son muy pocos además de no ser recientes. Otros métodos como el utilizado por 

Francis en el 2007, conocido por el uso de discos impregnados en el extracto, que 

en este caso corresponde al de la Azadirachta indica, y que al ser colocados en 

los medios de cultivo de Streptococcus mutans, arrojaron datos expresados en 

halos de inhibición que según lo que concluyeron eran bastante favorables. La 

desventaja de su estudio es que no aportaba información importante como la 

concentración que se necesitaba para que hubiese actividad antibacteriana, lo que 

sí es reportado en el estudios realizado por el presente grupo de trabajo.            

Vale resaltar que estudios antimicrobianos del el extracto de Azadirachta indica 

sobre bacterias anaerobias y de importancia odontológica como Porphyromonas 

gingivalis no han sido reportados, pero los resultados obtenidos en el presente 

estudio pueden ser comparados con los resultados obtenidos en trabajos similares 

con otras plantas como por ejemplo en el estudio de Bakri IM en el 2005, en donde 

se evaluó el extrato de Allium sativun sobre diversas bacterias orales, entre esas 

P. gingivalis, obteniendo un MIC y MBC, utilizando la misma metodología, de 

4,4mg/ml y 8,9mg/ml lo que al enfrentar a los valores arrojados por la Azadirachta 

indica de 500ppm que equivales a 500µg/ml, se encuentran muy por encima de 

estos, indicando que en el mismo volumen se necesita menor cantidad del 

extracto de Azadrachta indica para producir inhibición del crecimiento de la P. 

gingivalis en comparación con el extracto de Allium sativun. Esto mismo sucede al 
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comparar los valores obtenidos sobre Streptococcus mutans siendo más bajas las 

concentraciones inhibitorias y bactericidas reportadas para la Azadirachta indica52.        

Con respecto a la Maclura tinctoria, son pocos los estudios que se reportan sobre 

esta especie ya que el énfasis se ha realizado sobre la evaluación antiinflamatoria 

y antioxidantes de otros miembros de esta familia. 

En un estudio reciente realizado por Lamounier en el 2012, se evaluaron extractos 

de Maclura tinctoria provenientes de la corteza del árbol y de la madera, utilizando 

diferentes solventes para determinar mediante un ensayo de microdilución en 

caldo, la concentración mínima inhibitoria sobre bacterias orales como 

Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis, y anaerobios 

representativos como Porphyromonas gingivalis, Actinomyces naeslundii y 

Prevotella nigrescens. Reportaron que la concentración mínima inhibitoria oscilaba 

particularmente para Streptococcus mutans entre 400ppm y 80ppm siendo los 

niveles mayores provenientes de la madera y el valor inferior para el extracto 

proveniente de la corteza. Para el caso de Porphyromonas gingivalis los valores 

de la MIC descendieron hasta 60ppm del extracto de la corteza. Al comparar estos 

datos con los arrojados en el estudio, los niveles encontrados por Lamounier 

fueron inferiores para las dos bacterias. Estas variaciones pueden deberse a 

varias factores como el origen del extracto. En el presente estudios se obtuvo el 

extracto de las hojas mientras que Lamounier utilizó la madera y corteza, esto 

puede influir en los resultados pues en su mismo estudio concluyó que en la 

corteza mostraba una composición más variable de compuestos con posible 
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actividad biológica que en la madera, por lo que se puede asumir que esto 

también se aplica al compararlo con las hojas. Otro punto de corte serían los 

solventes y métodos de extracción del extracto ya que estos fueron 

considerablemente diferentes. A pesar de esto, los niveles encontrados de 

concentración mínima inhibitoria en este estudio de 125ppm sobre Streptococcus 

mutans y 500ppm sobre Porphyromonas gingivalis, todavía siguen siendo de gran 

importancia y valor, lo que resulta confiable para poder obtener extractos de hojas 

con la técnica aquí presentada53.     

Los resultados inhibitorios y bactericidas de ambas plantas pueden ser explicados 

por los componentes fitoquímicos, pero este tipo de experimento no fue realizado 

en el presente estudio por lo que se convierte en una de las limitaciones que se 

pueden resaltar y que sería uno de los temas para posteriores investigaciones. A 

pesar de lo anterior teóricamente se puede explicar su actividad gracias a que se 

reporta, como en el estudio de Siddiqui BS en el 2006, que la Azadirachta indica 

contiene varios flavonoides como la azharona, la azadirona y el isoazadironoloide, 

lo que puede explicar su actividad antibacteriana pues es bien sabido que la 

flavonas poseen este tipo de actividad, además de ser precursores de diversos 

compuestos fenólicos54. Para el caso de la Maclura tinctoria Lamounier en el 2012 

informa que los extractos de esta planta son ricos en compuestos fenólicos y 

proantocianidinas, también llamados taninos condensados, los que varían en  

concentración dependiendo de la parte de la planta que se procese para producir 
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el extracto55. Esto puede explicar las diferentes actividades que estos muestran en 

el ensayo al compararlas con otras plantas y entre ellas mismas.           

Estos valores obtenidos pueden ser comparables con los de otros extractos de 

plantas ya utilizadas en odontología como es el caso de la Calendual officinalis 

que en un estudio en el 2012, llevado a cabo por Parente LM y col. se evaluó su 

actividad antibacteriana sobre bacterias Grampositivas como S. aureus y el B. 

stearothermophilus, y reportaron concentraciones mínimas inhibitorias en los 

extractos a base de etanol, hexano y diclorometano que variaban entre 109ppm y 

4000ppm56. Al contrastar lo anterior con los resultados de los extractos de 

azadirachta indica y maclura tinctoria, se permite hacer el análisis de que las 

concentraciones obtenidas pueden ser bastante utilizables para los mismos fines 

antibacterianos que la caléndula.  

En otro estudio realizado en el 2003 por Iauk, donde evaluaron extractos 

etanólicos y metanólicos de la Caléndula officinalis sobre bacterias 

periodontopatógenas reportando niveles de MIC alrededor de los 2048ppm, muy 

por encima de los resultados obtenidospara ambas plantas en el estudio que se 

informa57.       

Finalmente, ambos extractos muestran una actividad para tener en cuenta, pero al 

hacer la comparación de estos dos podemos analizar, que el extracto de Maclura 

tinctoria, muestra un mejor comportamiento sobre bacterias, ya que presenta 
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actividad bactericidas y bacteriostáticas a concentraciones clínicamente 

manejables y menores que las de Azadirachta indica para el control de 

Streptococcus mutans. Para Porphyromonas gingivalis,  ambos extractos podrían 

ser utilizados indistintamente ya que requieren la misma concentración para 

expresar actividad antibacteriana.  

Estos resultados son de gran importancia científica ya que permiten poder realizar 

más estudios, no solo de la activad antibacteriana, sino sobre la posible capacidad 

antibiofilm y posible toxicidad celular.         
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8. CONCLUSIÓN 

Los extractos etanólico de Azadirachta indica y Maclura tinctorial, presentan una 

actividad antibacteriana considerable sobre Streptococcus mutans y 

Porphyromonas gingivalis, los que puede ser de importancia odontológica ya que 

podrían representar nuevas alternativas de terapéuticas para los tratamiento de 

tipo químico como son el uso de antibióticos y sustancias antisépticas como la 

clorhexidina. 
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9. RECOMENDACIONES  

Se recomienda realizar más estudios de este tipo, no solo sobre estas bacterias, 

sino también sobre otro tipo de microorganismo de importancia odontológica y 

estudios complementarios como por ejemplo la determinación de la citotoxicidad 

de estos o la capacidad que tengan para inhibir la formación de la biopelícula 

utilizando modelos inVitro. 
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