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RESUMEN

La investigacién tuvo como Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano del Extracto de
Hojas de Moringa oleifera (EHMO) al 50%, 75% y 100% frente a las cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175. El estudio corresponde a un tipo Experimental, longitudinal,
comparativo, prospectivo. Para obtener el EHMO se utiliz6 como disolvente Etanol, para
macerar por 6 dias a 32°C el material vegetal secado y molido. Se filtr6 al vacio, se diluyo con
alcohol puro para obtener concentraciones de 100 %, 75%, 50 %. Método: De difusion por
discos ayudo determinar la actividad antibacteriana, se procedi6 a aplicar extracto etandlico de
diferentes concentraciones, también a los controles positivos y negativos en los cultivos de la
cepa de Streptococcus mutans sembradas en Agar Tritpicasa Soya (TSA). La incubacién se
realiz6 a 37 °C por 24, 48 y 72 horas en condiciones de anaerobiosis parcial con CO2.
Resultado: Se midieron en base a los halos de inhibicién formados alrededor de cada disco,
presentando mayor actividad en concentraciéon de 100% con halos que oscilan de18.13 mm en
24 horas, 16.13 mm en 48 horas y 11.20 mm en 72 horas. Mientras que al 75% solo presento
actividad antibacteriana dentro de las 48 horas (15.20 mm en 24 horas, 10.00 mm en 48 horas).
Al 50% la actividad antibacteriana fue (11.13 mm). Dentro de 24 horas. Conclusion: Las
actividades del EHMO disminuye con el tiempo en sus diferentes concentraciones segin la
prueba Kruskal-Wallis (p <0.05).

Palabras clave: Streptococcus mutans, antibacterianos, clorhexidina, extractos

vegetales.
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ABSTRACT
Objective of the research was: To determine the antibacterial activity of the Moringa oleifera
leaf extract (EHMO) at 50%, 75% and 100% against the strains of Streptococcus mutans ATCC
25175. The study corresponds to an Experimental, longitudinal, comparative type, prospective.
To obtain the EHMO, ethanol was used as solvent, to macerate the dried and ground plant
material for 6 days at 32°C. It was filtered under vacuum, diluted with pure alcohol to obtain
concentrations of 100%, 75%, 50%. Method: disc diffusion helped determine the antibacterial
activity, we proceeded to apply ethanolic extract of different concentrations, also to the positive
and negative controls in the cultures of the Streptococcus mutans strain sown in Tritpicase Soy
Agar (TSA). Incubation was carried out at 37 °C for 24, 48 and 72 hours under partial anaerobic
conditions with CO2. Result: they were measured based on the inhibition halos formed around
each disc, presenting greater activity at 100% concentration with halos ranging from 18.13 mm
in 24 hours, 16.13 mm in 48 hours and 11.20 mm in 72 hours. While 75% only present
antibacterial activity within 48 hours (15.20 mm in 24 hours, 10.00 mm in 48 hours). At 50%
the antibacterial activity was (11.13 mm). Within 24 hours. Conclusion: EHMO activities
decrease over time in its different concentrations according to the Kruskal-Wallis test (p <0.05).

Keywords: Streptococcus mutans, anti-bacterial agents, chlorhexidine, plant extracts.



I.  INTRODUCCION

Existen varias investigaciones que han evidenciado que la planta Moringa oleifera
(MO) evidencia ser eficaz antiinflamatorio, antibacteriana y anticancerigena (Jwa, 2019). Es
asi que los medicamentos tradicionales derivados de los extractos de estas plantas,
especialmente de las hojas y semillas, pueden ser tratamientos efectivos, mds barato y de menos
toxicidad que los medicamentos comerciales. Por tanto, la hoja de MO tiene potencial para ser
utilizado como medicamento y en alimentos. Conocer su compuesto quimico y eficacia
antibacteriana puede ser provechoso para obtener productos anticariogénicos y crear nuevas
presentaciones dentales mds activos (Awaad et al., 2011).

Por otro lado, la caries dental estd estrechamente relacionada con el biofilm
cariogénico, una biopelicula oral que contiene una alta proporcién de Streptococcus mutans
(Lee y Kim, 2014). Generalmente, la biopelicula oral estd estructurada y funcionalmente
organizada y contiene un equilibrio de la flora normal y bacterias patégenas como el
Streptococcus mutans. Este equilibrio se puede descomponer por cambios ambientales, tales
como la absorcién de sacarosa y una disminucién del pH, y puede aumentar el nimero de
bacterias cariogénicas (Marsh, 1994; Marsh, 1991).

Esto puede hacer que se forme la biopelicula cariogénica por las bacterias cariogénicas
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus y Lactobacillus acidophilus. Entre estas
bacterias, el Streptococcus mutans estd particularmente asociado con la caries dental debido a
su rapido metabolismo y fuerte tolerancia a los dcidos (Nakano et al., 2005).

Asi mismo el 80 % de la poblacién mundial, de paises en desarrollo, depende de la
medicina herbaria para prevenir y curar enfermedades (Ekor 2014). Por ello se estudia los
efectos antibacterianos de muchas plantas contra la bacteria cariogénica Streptococcus
mutans, siendo amplia las investigaciones y algunos de estos elementos han sido parte de

experimentos en formulaciones de enjuagues bucales, pasta dental o geles, demostrando



efectos de una reduccion de Streptococcus mutans en la saliva en formulaciones altamente
concentradas (Aguilar-Ancori et al., 2018).
1.1.  Descripcion y formulacién del problema

Conociendo el frecuente uso de la medicina herbaria es relevante saber el apropiado
uso de las mismas, su concentracion justo para una eficaz actividad antibacteriana, en particular
por el hecho de que gran parte de las plantas utilizadas en medicina alternativa contiene
flavonoides, que rompe la membrana citoplasmaética e inhibiendo la actividad enzimatica de
las células bacterianas (Gondim, et al., 2011).

Es por ello que en la busqueda de encontrar una solucién natural nace el presente
estudio, con el objetivo de demostrar la actividad antibacteriana del extracto de hojas de
Moringa oleifera sobre las cepas de Streptococcus mutans, por lo cual nos formulamos la
siguiente pregunta:

(Cual es la actividad antibacteriana in vitro del extracto de hojas de Moringa oleifera
frente las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175?

1.2. Antecedentes

Jwa (2019) realiz6 un estudio con el propdsito de investigar los efectos antimicrobianos
de los extractos de hojas de Moringa Oleifera sobre Streptococcus mutans (SM) y la formacién
de biopeliculas cariogénicas. El extracto de MO se obtuvo utilizando agua destilada y alcohol
etilico. Se realizaron ensayos de susceptibilidad a Streptococcus mutans para cada extracto. La
biopelicula cariogénica se formé con o sin agua destilada y extracto de alcohol etilico, y la
biopelicula cariogénica se traté con ambos extractos. La biopelicula se observd mediante
microscopia ldser con focal y se contaron las bacterias en la biopelicula. Se obtuvo como
resultados que ambos extractos mostraron actividad antimicrobiana contra Streptococcus

mutans e inhibieron la formacion de biopeliculas cariogénicas. Los extractos de alcohol etilico



exhibieron actividad anti-biopelicula. Se concluyé que las hojas de M. oleifera pueden ser
candidatas potenciales para prevenir la caries dental.

Chero (2018) realiz6 una investigacion con el objetivo de comprobar como el extracto
acuoso e hidroetandlico de hojas de MO presenta un efecto antibacteriano in vitro sobre
Streptococcus mutans ATCC 35668. En tal sentido estimo la efectividad en 6 grupos asignados
en concentraciones de 76, 38 y 19 mg/mL para las diferentes muestras de extracto. Por cada
uno del grupo de experimentacion realizo ocho repeticiones. Evalu¢ la efectividad segtn el
método de difusiéon en pozo. Los resultados quo obtuvieron fueron halos promedios de
inhibicién de 17,96 y 15,27 mm para las concentraciones de 76 y 38mg/ml; a diferencia de los
extractos acuosos que no presentaron halos de inhibicién. Se concluyé que los extractos
hidroetandlicos de 76 y 38mg/ml presentan efectividad antibacteriano frente al Streptococcus
mutans ATCC 35668.

Salcedo (2017) realizé un estudio con el objetivo de evaluar el efecto inhibitorio del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa Oleifera, frente a cepas de SM ATCC 25175.
Se utilizé el método de percolacion para el extracto de MO; el solvente usado para estos fines
fue una solucion alcohdlica de agua y etanol, seguidamente se realiz6 las diluciones al 25, 50
75 y 100%. La valoracion antimicrobiana fue con el método Kirby-Bauer (método de difusion
en agar), las cepas de SM ATCC 25175 fue sembrada en 15 repeticiones en cultivo Agar
Mueller Hinton suplementado con sangre de cordero al 5%; el control negativo se uso el suero
fisiolégico y la clorhexidina 0.12% como positivo; éstas fueron incubadas a 35+2°C, al 5% de
CO2. Los resultados se midieron en 24 y 48 horas, obteniendo que las concentraciones al 75 y
100% presentaron efecto inhibitorio in vitro frente a SM. En tanto, que un efecto inhibitorio
superior alcanzo la clorhexidina al 0.12%.

Elgamily et al. (2016) desarrollaron su estudio con el objetivo de evaluar los potenciales

antibacterianos y antifingicos de diferentes partes de la planta Moringa Oleifera utilizando



diferentes métodos de extraccion en un intento de formular medicamentos dentales naturales a
base de la planta. Se prepararon tres extractos solventes (etanol, acetona y acetato de etilo) de
diferentes partes del arbol de Moringa egipcia y se probaron contra patégenos orales:
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans y Candida albicans mediante el método de
difusion por disco; Ademds, de incorporar el extracto vegetal para formular pastas dentales y
enjuagues bucales experimentales. Los dos remedios dentales se evaluaron frente a las mismas
cepas microbianas. El andlisis estadistico se realiz6 usando la prueba ANOVA de una via para
comparar el didmetro de la zona de inhibicién y la prueba t. Los extractos de etanol y los
extractos de hojas demostraron los valores de zona de inhibicion medios mas altos (P < 0,05)
contra el crecimiento de Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans. Sin embargo, todos
los extractos no revelaron zona de inhibicién contra Candida albicans. Para los remedios
dentales, la pasta de dientes experimental mostré una inhibicién media mads alta que el enjuague
bucal contra Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans y solo la pasta de dientes revel6 un
efecto antifingico contra Candida albicans. Llego a la conclusion de que los diferentes
extractos de diferentes partes de Moringa mostraron un efecto antibacteriano contra el
crecimiento de Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans, y que la nueva pasta de dientes
de extracto de hojas etandlicas tiene efectos potenciales antimicrobianos y antifingicos en
todas las cepas seleccionadas.

Priya et al. (2011) realizaron una investigacién con el objetivo de estudiar la actividad
antibacteriana de diferentes extractos solventes de la planta de MO mediante el método de
difusiéon de pozos de agar contra Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pnemoniae,
Shigella dysentriae y Staphylococcus aureus que con frecuencia causan infecciones entéricas
en humanos. El benceno, el metanol y los extractos acuosos extraidos de las hojas, las semillas,
corteza y la pulpa de MO mostraron una fuerte actividad antibacteriana contra todos los

organismos probados como B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae. S. dysentriae y S. aureus. La



zona de inhibicion varié desde 7-23 mm. Se llegé a la conclusion que la planta Moringa oleifera
se puede utilizar como fuente de fairmacos orales para combatir las infecciones causadas por
bacterias susceptibles.

Arévalo (2017) desarrollo su estudio con el objetivo de determinar in vitro tanto el
efecto antibacteriano como citotéxico de dos extractos metandlicos de Azadirachta indica y
Moringa Oleifera sobre cepas de Enterococcus faecalis (ATCC 29212). La evaluacion el efecto
antibacteriano se realiz6 por medio de la técnica de difusion en agar (perforacion en gel). Para
determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) se usé el método de microdilucién y
para medir la citotoxicidad la linea celular MDCK. El resultado que hallo el investigador fue:
El extracto metandlico tuvo mayor efecto antibacteriano en 24 y 48 horas frente al
Enterococcus faecalis fue la MOa, obteniendo un halo de 35.5 + 1.05 y 44.83 + 0.98,
respectivamente. La CMI para ambos extractos fue de 75 pg/ml. El efecto bactericida para el
extracto de Azadirachta indica fue a concentracion de 25 pg/ml y para el extracto de MO fue
de 75 pg/ml. En conclusion los extractos metandlicos de Azadirachta indica y Moringa oleifera
tienen efecto antibacteriano en 24 48 horas frente a las cepas de Enterococcus faecalis, en tanto
que ninguno de los dos extractos resultd presento toxicidad sobre lineas celulares a bajas
concentraciones.
1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto de hojas de Moringa oleifera comparado
con clorhexidina al 0,12% frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
1.3.2. Objetivos especificos

Determinar los didmetros de los halos de inhibicién del extracto de hojas de Moringa
oleifera al 50%, 75% y 100% sobre las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, a las 24

horas.



Determinar los didmetros de los halos de inhibicién del extracto de hojas de Moringa
oleifera al 50%, 75% y 100% sobre las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, a las 48
horas.

Determinar los didmetros de los halos de inhibicion del extracto de hojas de Moringa
oleifera al 50%, 75% y 100% sobre las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, a las 72
horas.

1.4. Justificacion

Debido que existen estudios enfocados en la actividad antibacteriana de muchas plantas
medicinales, los resultados del presente trabajo de investigacién permitirin aumentar la
evidencia cientifica de la actividad antibacteriana del extracto de hojas de Moringa Oleifera
sobre las cepas de Streptococcus mutans. Ademds, se busca demostrar que es una alternativa
natural de la cual se podria sintetizar productos anticariogénicos y generar nuevas
formulaciones dentales mds eficaces en futuras investigaciones.

1.5. Hipoétesis

El extracto de hojas de Moringa oleifera 50%, 75% y 100% tiene efecto antibacteriano

comparado con la clorhexidina al 0,12 % frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175



I. MARCO TEORICO
2.1. Bases tedricamente el tema de investigacion
2.1.1. Moringa oleifera

La MO es la especie de habito arbéreo més cultivada de su familia, tiene un crecimiento
réapido y generalmente todas las partes vegetativas (hojas, tallo, corteza, raiz) y reproductivas
(flores, vainas y semillas) son aprovechadas benéficamente de alguna forma. (Agbogidi y
Illondu,2012).

La MO es un arbol tropical dicotiledéneo perenne caducifolio. El tallo es quebradizo
con una corteza corcho gris blanquecina, con ramas caidas, verde pdlido y bipinnadas o més
comunmente hojas tripinadas (30-70 cm de largo) dispuestas en grupos de foliolos ovalados
opuestos y puede vivir hasta los 20 afios (Pérez et al, 2010). Es nativo de las montafias
subhimalayas del norte de la India, pero crece tanto en pises tropicales como subtropicales por
su alta capacidada de resistencia la sequia y en los ultimos afos se cultiva para una diversidad
de propdésitos (Tuyet y Thuy Hang, 2018; Daccad et al., 2019).

Se ha revisado el potencial de la Moringa oleifera (MO), enfatizando sus aplicaciones
nutricionales para humanos y usos industriales, y también de han descrito sus métodos de
propagacion a través de esquejes (0.2-1.0 m de largo), con un espaciamiento de arbol a arbol
recomendado de 1.2 y 5 m entre hileras (para rendimiento de vaina), para obtener la poblacién
deseable de 1666 arboles / ha. Para la produccion de follaje, los esquejes se plantan con un
espaciado cercano para obtener aprox.1 millén de drboles/ha. No se recomienda la propagacion
a través de semillas debido a la variacién genética -sustancial a través de la polinizacion
cruzada. Siendo las temperaturas adecuadas para su crecimiento entre 25-35 ° C, con luz solar
directa, a una altitud de 500 m, y en suelos ligeramente acidos a alcalinos (PH 5.0-9.0); aunque
puede tolerar un exceso de temperatura, hasta 48 ° C, helada en invierno, altitud y una gran

heterogeneidad de condiciones del suelo. (Saini et al., 2016).



Las semillas de MO se pueden plantar justo después de la madurez, ya que las semillas
no experimentan latencia y conservan la viabilidad hasta 1 afio. La germinacion es rapida entre
los 6-10 d después de la siembra El drbol comienza a producir frutos a una edad de entre seis
y ocho meses, con un minimo de frutos en el periodo inicial de uno a dos afios (300 6 400
vainas), sin embargo, el rendimiento aumenta en los afios siguientes hasta 1600 vainas (Padilla
et al., 2012; Arias, 2014).

2.1.1.1. Composicion Quimica de la Moringa oleifera. Presenta compuestos que
contienen azucar simple, ramnosa, y es rica en un grupo bastante singular de compuestos
llamados glucosinolatos e isotiocianatos. Asimismo, son ricos en una gama de vitaminas y
minerales, asi como otros fitoquimicos comunmente reconocidos como Carotenoides
(incluyendo B-caroteno o pro-vitamina A) (Fahey, 2005).

Las hojas de MO contienen f-caroteno, vitamina E y proteina, por lo que se puede
utilizar como antioxidante, y sus semillas contienen moléculas relacionadas bioactivas, como
flavonoides, isotiocianatos, glucosinolato y tocarbamato (Paikra et al., 2017).

2.1.1.2. Beneficios de la Moringa Oleifera. Las distintas partes del drbol MO, como
raices, cortezas, hojas, flores, frutos y semillas, se usan tradicionalmente en diversas
aplicaciones terapéuticas, dentro de la resientes estudios han demostrado actividad bioldgica
antinflamatorio con extracto de semillas de MO en el tratamiento de colitis ulcerosa inducida
(Minaiyan et al., 2014). También evaluaron actividad antioxidante del extracto etanol de hoja
de Moringa en el tratamiento de la esteatosis hepatica no alcohodlica inducida mediante dieta
rica en grasa (Das et al., 2012).

Por su parte, Sulistyorini et al. (2015) en su investigacion determino el mecanismo de
accion del extracto de hoja de MO en el tratamiento de la insulitis pancredtica inducida

(Diabetes Mellitus tipo I)



Se ha evaluado también que las hojas de MO produce un efecto paliativo en un dafio a
nivel cardiocirculatorio y hepdtico en ratones que fueron sometidos a ingestas elevadas de
arsénico (Moravec et al., 2008). También, para valorar posteriormente la fatiga muscular frente
a un ejercicio continuado utilizando extracto acuoso de hoja de Moringa oleifera (Lamou et al.,
2016) realizaron un estudio valorar posteriormente la fatiga muscular frente a un ejercicio
continuado utilizando extracto acuoso de hoja de MO.

En efectos antibacterianos frente al género Vibrio (V. cholera, V. vultificus, V.
mimicus) estudios evaluaron la capacidad inhibitoria de extractos de hojas, semilla, tallo, vaina
y flores de la moringa evidencidndose efectividad frente al crecimiento bacteriano (Nogueira
et al., 2015).

Asi mismo, los diversos estudios de seguridad realizados en animales también fueron
comprobados por los autores, concluyendo que el follaje de Moringa, las flores y los extractos
de frutas ofrecen un alto grado de seguridad sin efectos adversos en los seres humanos (Saini
et al., 2016).

Otra forma de uso de MO, se especifica como suplementos nutritivos, como alimento,
en preparados de infusiones, ungiientos, cremas, cataplasma. Asimismo, se considera eficaz
como cura en tratamientos y prevencion de multiples patologias, en distintas enfermedades
dentales, reproductivos, digestivos, circulatorios, de la piel, trastornos nerviosos, inflamatorios,
como antimicrobiano, antiparasitario y desintoxicante entre otros. La planta es nativa de las
zonas sub- Himalayas de la India, Pakistdn, Bangladesh y Afganistan, siendo consumido por
pobladores en su dieta y como medicamentos desde sus antepasados hasta la actualidad,
(Agbogidi y llondu, 2012).

En la India la Moringa oleifera ha sido reconocida y aprovechada por la medicina
Ayurvédica desde el afio 2000 a.C. para prevenir y tratar més de trescientas enfermedades.

Diferentes publicaciones cientificas detallan la efectividad de las diferentes partes de este drbol
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como antibidtico, antiespasmoédico, cicatrizante, hipotensor, anti ulceroso, antiinflamatorio,
analgésico e hipoglucemiante. Infortunadamente estos estudios en especimenes humanos no
cuentan soportados por ensayos clinicos aleatorios controlados, ni han sido publicados en
revistas indizadas (Fahey, 2005).

Es asi, que en los dltimos afios la planta ancestral conocida por sus multiples uso ha
cobrado mayor relevancia en asuntos de la seguridad alimentaria, como purificador de aguas,
produccién de aceite y otras aplicaciones en el drea de la salud, siendo valorado como el arbol
de considerables beneficios que nos brinda la tierra, es por ello que se evalda que su explotacién
aportara significativamente en la poblacion, atenuando la pobreza, la seguridad alimentaria y
mejorando la atencion de la salud primaria (Agbogidi y Ilondu, 2012).

2.1.1.3. Cultivo y Uso de la Moringa Oleifera en el Peri. En nuestro pais la moringa
crece en la Costa y en la Selva, en terrenos hasta 1500 m.s.n.m., cultivindose principalmente
en Ica, Piura, Lambayeque, Trujillo, Huacho, entre otras zonas. El reto de cultivar esta planta
nutritiva en tierras peruanas es producto del esfuerzo de los ingenieros Chepote, Murat, y
Granados, quienes desarrollaron un proyecto piloto de moringa en el fundo El Arenal, tras
comprobar su adaptabilidad, se han proyectado sembrar 500 hectareas (Guzméan, 2007).

Con el propésito de reducir los indices de desnutricion infantil y debido a su uso como
complemento alimenticio por su potencial vitaminico y proteico, el Ministerio de Agricultura
(MINAG) y el Instituto Trabajo y Familia a través de su Programa Sembrando incentivardn el
cultivo de la moringa, planta muy nutritiva, conocida en la India y Africa como “el arbol de la
vida”. El MINAG a través de Agro-Rural, permitié la siembra de cuatro hectareas
experimentales en Lambayeque (Villacuri) y en los fundos iquefios El Escondido y El Arenal
(Cibej, 2019).

El Ministerio de Agricultura afirma la promocién continua de la siembra de este arbol

en nuestro pais, siguiendo las etapas de experimentacion, validacién y comercializacion,
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fundamentando que su cultivo coadyuvara a disminuir la desnutricion que aflige
principalmente la nifiez, y su cultivo podria masificarse en zonas de la costa y selva (Cibej,
2019).

2.1.1.4. Aplicaciones de Moringa oleifera en Odontologia. El uso tradicional de las
semillas, raices, corteza y el latex de la MO en el alivio del dolor de dientes y caries dental es
referido por Ganatra y col. En paises como la India, donde la fitoterapia es una praictica
cotidiana para amplios sectores de la poblacion, se hizo un estudio de las diferentes fragmentos
de la planta aplicado en odontologia y se encontré que las hojas son la parte mds usada
(25,44%), seguida de la raiz (20,17%), fruta y semillas (18%), tallos (12,28%) y corteza
(3.14%), mientras que la planta entera representa el 9,65% vy el latex el 8,77%. En concordancia
a su empleo y utilidad se menciona para aliviar odontalgias (29,82%), como dentifrico
(25,43%), como enjuague bucal y en gargaras (16,66%), para estomatitis, tlceras y gingivitis
(28,12%) (Asare et-al., 2012) (Ganatra et al., 2012).

2.1.2. Streptococcus mutans

El Streptococcus mutans es una bacteria anaerobia facultativa y principal
microorganismo asociado a la caries dental. El nombre fue dado a los Estreptococos aislados
del diente humano cariado por Clarke en 1924 (Gamboa, 2014).

Son productores de 4cido lactico, dcido propidnico, dcido acético, 4cido férmico al
metabolizar hidratos de carbono como sacarosa, glucosa, fructosa; estos dcidos atraviesan por
la placa bacteriana hasta el esmalte poroso en el cual se disocian y liberan hidrogeniones que
van a disolver el mineral del esmalte produciendo que el calcio y el fosfato se difundan fuera
del esmalte proceso que se denomina desmineralizacion (Ojeda et al., 2013).

2.1.2.1. Morfologia del Streptococcus mutans. Son cocos Gram Positivos, se puede

hallar como coco (forma redonda) en un medio basico o como cocobacilo (forma ovalada) en
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un medio 4cido, no presentan movilidad; su nombre se debe a la tendencia que tiene de cambiar
de forma (Gamboa, 2014).

2.1.2.2. Estructura del Streptococcus Mutans. Estd formado por: un nicleoide,
citoplasma, membrana citoplasmadtica, mureina, dcidos teicoicos y lipoteicoicos, carbohidratos
parietales, proteinas parietales, fimbrias, cdpsula y glicocalix segtn (Liebaiia, 2002).

e Membrana Citoplasmatica: Estructura que se encuentra de manera obligatoria en las
bacterias, se encuentra por dentro de la pared celular dentro de los componentes primordiales
encontramos fosfolipidos y proteinas. Participa en la sintesis de elementos estructurales:
precursores de pared celular, componentes de la cédpsula, lipidos de la membrana y ADN
(Liebafia, 2002).

e Nucleoide: Estd compuesto por una sola molécula circular de doble cadena de ADN,
no contiene membrana nuclear. Su funcién principal es la de contener la informacién genética
(Liebana, 2002).

e Pared Celular: Constituye una cubierta rigida, protege da rigidez y da la forma a la
bacteria. El componente elemental del que va a depender la forma, rigidez y proteccion, es el
peptidoglicano o mureina. Otros elementos parietales son los acidos teicoicos y lipoteicoicos
(Salcedo, 2017).

e Fimbrias: Son filamentos rigidos que miden de 7-8 nm de didmetro, son inconstantes.
Su principal caracteristica es la capacidad de adherencia (Gonzales y Gonzales, 2019).

e Capsula: Ejerce un papel protector para la bacteria, ademds de tener un papel
fundamental en la patogenicidad y virulencia (Liebana, 2002).

e Glicocalix: Es de naturaleza homopolisacarida, en el Streptococcus mutans esta
constituido de glucanos y fructanos (Liebafa, 2002).

2.1.2.3. Transmision, Colonizacion y Estabilidad de Streptococcus Mutans en

Cavidad Oral. La caries dental es una enfermedad dental transmisible en la cual los
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estreptococos del grupo mutans juegan un papel principal. La enfermedad infecciosa, nace a
consecuencia de la colonizacion de un patégeno antes de que ocurra la infecciéon. Hay un rango
de factores de virulencia importante para el establecimiento de Streptococcus mutans en la
compleja comunidad microbiana de la biopelicula dental. Estudiar los factores de virulencia de
Streptococcus mutans y su correlacion con la biodiversidad de especies es fundamental para
entender el papel que juega en la colonizacién por los diferentes genotipos en el mismo
individuo y la expresion de las caracteristicas que puedan o no influenciar su capacidad de
virulencia y su habilidad para sobrevivir bajo diferentes condiciones ambientales (Ojeda et al.,
2013).
2.1.3. Clorhexidina

Es un antiséptico de amplio espectro que actia frente a bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas, aerobios, anaerobios facultativos y hongos aumentando la permeabilidad de la
pared celular bacteriana, causando su lisis. Se utiliza mucho en odontologia para reducir la
placa dental y tratar la enfermedad periodontal (Da Costa et al., 2017).

2.1.3.1. Aplicaciones de la Clorhexidina. Estd disponible como sales de acetato,
clorhidrato y digluconato. Los dos primeros son poco solubles en agua y el dltimo es soluble
en agua y ha sido indicado en procedimientos dentales de rutina como enjuague bucal, gel y
spray. La clorhexidina se ha recetado en el cuidado bucal para diversos fines, como el control
quimico de la biopelicula dental, la irrigacién del conducto radicular y el tratamiento de
infecciones bucales. Estas incluyen infecciones que afectan a pacientes xerostémicos, que
tienen un alto riesgo de enfermedad periodontal y caries dental, donde esta ultima afecta
principalmente a Streptococcus mutans (Varoni, Tarce, Lodi y Carrassi, 2012). Ademads, puede
considerarse un agente antifingico alternativo para tratar la candidiasis oral (Scheibler et al.,

2017).



14

También se ha recetado clorhexidina para reducir el riesgo de desarrollar neumonia
asociada al ventilador en pacientes en cuidados intensivos (Villar et al., 2016).

2.1.3.2. Efecto de Clorhexidina frente a Streptococcus mutans. Entre los agentes
quimioterapéuticos utilizados en enjuagues bucales, la clorhexidina es el "Gold standar" o
control positivo para comparacion con otras sustancias debido a su eficacia probada (Lakade
etal., 2014).

El enjuague bucal de Clorhexidina (0,2%) también ha demostrado tener eficacia
antibacteriana. Rindom, Briner y Loe encontraron una reduccién del 30% al 50% en la
poblacién de Streptococcus mutans después de enjuagar con 10 ml de enjuague bucal con
clorhexidina al 0,2% una vez al dia (Gupta y Bhat, 2011).

Aunque eficaz, La clorhexidina al 0,12% tiene ciertos efectos secundarios como la
decoloraciéon marrén de los dientes, erosion de la mucosa oral y sabor amargo. Por tanto, es
necesario un enjuague bucal alternativo que podria anular todos los efectos secundarios de

clorhexidina, pero equivalente a ella (Lakade et al., 2014).
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1. METODO
3.1. Tipo de investigacion

Experimental, longitudinal, comparativo, prospectivo.

3.2. Ambito temporal y espacial

Centro de Control Analitico (CCA) de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, en el afio 2022.
3.3. Variables
3.3.1. Variable dependiente

Efecto antibacteriano: halos de inhibicion del extracto de hojas de Moringa oleifera en
un cultivo con Streptococcus mutans.
3.3.2. Variable independiente

Extracto de hojas de Moringa oleifera

3.3.3. Operacionalizacion de las variables

Variables Definicion Definicion Indicador Escala  Valores
Operacional
Efecto Capacidad que  Halo de Medicion Razon 0-X mm
antibacteriano  presenta una inhibicioén en del halo de
sustancia o un cultivo de inhibicidén.

farmaco para Streptococcus
inhibir y/o mutans
producir la

muerte de una

bacteria.
Extracto de Extracto de Sustancias de ~ Concentraci Nominal 50%
hojas de hojas de una origen natural  6nde la 75%
Moringa planta sustancia. 100%

oleifera medicinal.
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3.4. Poblaciéon y muestra
La muestra para cada grupo de evaluacién fue constituida segin la férmula para

comparar medias y los datos fueron obtenidos del estudio de Elgamily et al. (2016).

(Zo+ Zﬁ)z. (st + s2)
- (a)?

Zy=1,96 (95%)

Zs = 0,84 (90%)

Si?=1.15

S»?=1.26

d=1.25

Donde:

Zo. = valor Z correspondiente al riesgo a fijado
73 = valor Z correspondiente al riesgo B fijado
S1? = varianza del grupo 1

S»? = varianza del grupo 2

d = precision o error mdximo permisible

_ (1,96 + 0,84)2(2,91)2
B (1,56)2

n = 14.6
n =15
La muestra contard de 15 lecturas por cada grupo experimental.
3.4.1. Criterios de inclusion
Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.Extracto de hojas de Moringa olefeira en

soluciones del 50,75 y 100%.
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3.4.2. Criterios de exclusion

Cepas de Streptococcus mutans que no correspondan a la codificacion ATCC 25175.
Extractos de hojas Moringa olefeira menores al 50%.Extracto de hojas de moringa al 50,75 y
100% que estén contaminado.
3.5. Instrumentos

Se utilizo6 la Ficha de recoleccidn de datos (ver anexo 2)
3.6. Procedimientos
3.6.1. Procedimiento para la obtencion del extracto de hojas de MO

La obtencién del extracto etandlico de las hojas de Moringa oleifera se realiz6 en la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM. El extracto etandlico se obtuvo siguiendo
los procedimientos segun la entidad de la siguiente manera:

- Selav¢ las hojas y seco a temperatura ambiente.

- Las hojas se colocaron en la estufa Memmert UN55 B215.2490 a temperatura de
40°C verificando hasta que se encuentren completamente secas.

- Luego las hojas secas se trituraron hasta que estén completamente pulverizadas.

- Posteriormente se pesé 200g de las hojas pulverizadas y se dejé macerar en un frasco
ambar en la oscuridad por un periodo de 2 semanas con 1000 ml de etanol a 96°.

- Se agito el vaso beaker mecanicamente cada 6 horas

- Luego se filtr6 el macerado con papel filtro.

- Finalmente se procedi6 a concentrar el extracto en la estufa a 40°C reduciéndose

hasta la tercera parte del volumen inicial (ver anexo 3)

3.6.2. Determinacion de insumos
Con la finalidad de llevar a cabo los procedimientos se utilizaron los siguientes

1Insumos:
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3.6.2.1. Medios de cultivo. Caldo de cerebro-corazén marca Merck, Agar de cerebro-
corazén marca Merck, Agar Mueller Hinton marca Merck.

3.6.2.2. Reactivos. Agua destilada, cloruro de sodio grado bacteriolégico marca
Oxoid y alcohol al 96°.

3.6.2.3. Equipos. Incubadora 35°C EQ-CCA-026 Labor LP-11 S: 69-6315/4,
Autoclave Vertical Digital EQ-CCA-054 Reles AL/D 50L S: 476-15, Potenciémetro EQ-CCA-
005 Inolab 730 S: 10380849, Bafio Maria EQ-CCA-009 Memmert WNE-10 S: 1.307.0363,
Balanza analitica EQ-CCA-037 AND HR 250 AZ S: GA7702480, Estufa EQ-CCA-001
Memmert UNS5 S: B215-2490 y Mechero Bunsen.
3.6.3. Desarrollo de la fase pre analitica

Se prepard las placas Petri se envolvieron en papel craft y se esterilizaron por calor seco
en una estufa a 180°C por 2 horas. Las puntas para las micropipetas, los viales de vidrio y los
tubos con tapa rosca se esterilizaron con calor himedo en autoclave a 121°C y 15 Ib/pg2
durante 15 minutos.

3.6.3.1. Preparacion de los medios de cultivo. Se prepar6 20ml de caldo de cerebro-
corazén segun las instrucciones del fabricante (37 gramos para 1 litro de agua destilada) en dos
tubos de ensayo y se esteriliz6 en autoclave. También, se preparé 100 ml de agar de cerebro-
corazdn segun las instrucciones del fabricante (52 gramos para 1 litro de agua destilada) en un
frasco de vidrio y se esteriliz6 en autoclave. El agar ya esterilizado se enfri6 en baflo Maria a
45-50°C y se verti6 en placas Petri estériles. Luego, se prepar6 0.800 ml de agar Mueller Hinton
en un frasco de vidrio de acuerdo con las instrucciones del fabricante (34 gramos para 1 litro
de agua destilada). Se autoclavé el agar a 121°C y 15 lb/pg2 durante 15 minutos.
Inmediatamente después de autoclavar se llevé a Bafio Maria a 45 - 50°C. Una vez temperado
se vertio el preparado fresco y tibio a placas Petri de vidrio estériles, para dar un fondo uniforme

de aproximadamente 4 mm, esto corresponde a 25- 30 ml para placas de 90 mm de didmetro.
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El agar ya plaqueado se dejo solidificar a temperatura ambiente. El pH de cada lote de agar
Mueller Hinton debe tener un pH entre 7,0-7,6. Esta medicion puede realizarse sumergiendo el
bulbo del electrodo del potenciémetro en el agar antes de autoclavar.

Se preparé 100ml de suero fisiologico estéril, para ello se pesé 900 mg de cloruro de
sodio grado bacterioldgico y se completé con agua destilada hasta un volumen de 10mL, se
esteriliz6 en autoclave. Luego se afiadié volimenes de 10mL a 4 tubos estériles.

3.6.3.2. Activacion de la cepa. Las cepas se encontraban refrigeradas entre 4-8°C en
placas con agar de cerebro-corazén. - Para cada cepa se tomdé una colonia con el asa
bacterioldgica y se sembrd en tubos con caldo de cerebro-corazén estéril y se llevo a la
incubadora a 37°C por 24 horas. - La turbidez demostré el crecimiento de las cepas. Se sembré
del caldo de cerebro-corazén a placas con agar de cerebro-corazén. Se llevé a la incubadora a
37°C por 24 horas.

3.6.3.3. Preparacion de la muestra. El extracto etandlico de las hojas de Moringa
oleifera se pesé 3.1505 gramos en 3.1505 ml de agua destilada. - El extracto etandlico de
moringa de consistencia liquida se procedi6 a trabajar a 3 concentraciones: 100%, 75% y 50%.

Para realizar las diluciones a partir del extracto de moringa se usé agua destilada y
dichas diluciones se realizaron de la siguiente forma:

- 100%: extracto etandlico de moringa

- 75%: 750 ul del extracto etandlico al 100% con 250 ul de agua destilada.

- 50%: 500 ul del extracto etandlico al 100% con 500 ul de agua destilada.
3.6.4. Procedimiento de la fase analitica de la EHMO

3.6.4.1. Preparacion del inoculo. A partir de colonias puras de los microorganismo
Streptococcus mutans ATCC 25175 se tomd un tanto de cantidad de colonias y se diluy6 en
tubos de ensayo conteniendo 10 ml de suero fisioldgico estéril (cloruro de sodio 0.9%) de tal

manera que la soluciones resultantes tuvieron una turbidez correspondiente al tubo N°1 de la
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escala de MacFarland (escala turbidimétrica que consta de una serie de tubos con turbidez
creciente que permite hallar la concentracion aproximada de una solucién bacteriana) el cual
corresponde a una concentracion de 3x108 ufc/ml. - A partir de estas ultimas soluciones se
realizé diluciones de 1 en 3, para ello de estas soluciones preparadas se tom6 3 ml y se
diluyeron a un volumen total de 9 ml con suero fisioldgico en tubos con tapa rosca, todos los
elementos utilizados deben ser estériles y también el espacio de trabajo. Las soluciones
derivadas tuvieron concentraciones de 1x108 ufc/ml.

3.6.4.2. Inoculacion de las placas. Se agregé 100 ul de cada indculo bacteriano
preparado (1x108 ufc/ml) a 13 placas con agar Mueller Hinton y con la ayuda de una espatula
de Drigalsky se diseminaron los inéculos por todas las placas de tal modo que se obtenga un
crecimiento homogéneo, para ello se deslizé el asa en la placa en forma paralela y bien
compacta cubriendo toda la superficie de la misma. Luego se reitero el procedimiento rotando
la placa 60° en dos oportunidades mds. En punto deben tener extremos cuidados en sembrar
las placas de borde a borde, para evitar problemas en la realizacién de las lecturas. Se dej6
secar 3 a 5 minutos antes de hacer los pocillos.

3.6.4.3. Formacion de los pocillos. Se esterilizé el sacabocados con alcohol y se
flamed en el mechero, posteriormente con excesivo cuidado se hizo los pocillos, se hizo tres
por cada placa.

Los pocillos deben estar a mas de 15 mm del borde de la placa y deben distribuirse de
tal manera que no haya superposicién de los halos de inhibicién.

3.6.4.4. Sembrado de las muestras y controles. Se empleé 15 placas para las
diluciones 3 concentraciones del extracto etandlico de moringa, 1 control positivo y un control
negativo. En total 5 pocillos por placa. Cada dilucién se sembré anadiendo 40uLL en un pocillo
por cada placa Petri. Como control negativo o muestra blanco se agua destilada. En cada placa

se sembrd 40uLlL un pocillo por cada placa Petri. Como control positivo se usé Gluconato de
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clorhexidina al 0.12% (Perio Gard) proporcionado por el cliente. En cada placa se sembr6 40ull
un pocillo por cada placa Petri.

3.6.4.5. Incubacion. Las 15 placas de las diluciones de la muestra y los controles se
llevaron a una incubadora a 37°C durante 24, 48 y 72 horas.

Después de 24, 48 y 72 horas de incubacion, cada placa fue inspeccionada. Las zonas
de inhibicién que resulta deben presentar uniformidad circulares en una capa homogénea de
crecimiento bacteriano. Los didmetros de la zona de inhibicién completa se valoraciéon en
milimetros pasando por el centro de cada pocillo. La medicién se hizo por triplicado para cada
pocillo. Luego las valores de las mediciones se promediaron y se redondearon para reportarlo
como un nimero natural.

3.7.  Analisis de datos

Se creé una base de datos en el programa Microsoft Excel para que luego fueran
procesadas en el paquete estadistico SPSS V. 24.0. De acuerdo a la prueba de normalidad de
los datos (Prueba de Shapiro Wilk), se observa que los valores de significancia son < 0.05 por
lo tanto las muestras no proceden de una distribucién normal, por lo que se utilizé la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis para el estudio.

3.8. Consideraciones éticas

Para la investigacién se cumplié con la ética garantizando andlisis transparentes,
cumpliendo con la bioseguridad y las normas de la practica del laboratorio para proporcionar
resultados fehacientes evitando eventos adversos que pongan en riesgo la calidad de los
resultados analizados del EHMO y su actividad con el Streptococcus mutans ATCC 25175 en
el laboratorio. Asimismo, se tuvo presente aspectos éticos respetando las referencias de autores

que son mencionados segin las normas APA y los requisitos que la universidad exige.
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IV. RESULTADOS
Este trabajo de investigacion fue realizado sobre las cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175, en el que se determind la actividad antibacteriana del extracto de hojas de

Moringa oleifera al 50%, 75% y 100%.

Tabla 1
Halos de inhibicion del extracto de hojas de Moringa oleifera al 50%, 75% y 100% vy la

clorhexidina al 0,12% sobre las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, a las 24 horas.

Halos n x DE. Min. Mix. Valorp EHMO EHMO Clorhexidina
al 75% al al 0.12%
100%
EHMO al 50% 15 11,13 0,915 10 13 <0,001* 0,002** 0,001**  <0,001*%*
EHMO al 75% 15 15,20 0,561 14 16 1,00%*  <0,001%**
EHMO al <0,001%**
15 18,13 0,640 17 19
100%
Clorhexidina
15 32,67 1,047 31 35
al 0.12%

Nota. En la tabla 1 se observa los resultados de la media y su desviacion estandar de los halos
de inhibicién formado del extracto de hojas de moringa olefeira (EHMO) en las distintas
concentraciones al 50%, 75% y 100% frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Los resultados en 24 horas demuestran que la concentracién que tuvo mayor actividad
antibacteriana con halo de inhibicién, pertenece a la concentracion de 100% con un halo de
inhibiciéon promedio de 18,13 mm, con una desviacién estindar (DE) 0,640. Las
concentraciones de 75% 15,20 mm con una DE. 0,561 y la concentracién de 50% 11,13 mm
con una DE 0,915. En tanto, que la Clorhexidina al 0,12 % fue més efectiva que todas las
concentraciones de Extracto de hojas de Moringa olefeira (P < 0,05), con halos de inhibicién

de 32,67 mm con DE 1,047. Por otro lado, Control negativo (-) con halo de inhibicién de 6,00.
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La prueba de comparaciones en pareja del EHMO al 75% y 100% son similares, ya que
evidencian una significancia mayor a 0.05 (1.000). Es decir, presentan similitud en su actividad
antibacteriana frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 dentro de las 24 horas.
Asi mismo, se puede observar que existe diferencias significativas del EHMO en las diferentes
concentraciones del 50%, 75% y 100% con Clorhexidina al 0.12%, evidenciando un p valor
menor al 0.05. n: recuento; x: promedio; D.E.: desviacion estdndar.

*Prueba de Kruskall Wallis**Prueba post hoc

Tabla 2

Halos de inhibicion del extracto de hojas de Moringa oleifera al 50%, 75% y 100% y la

clorhexidina al 0,12% sobre las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, a las 48 horas.

Halos n X D.E. Min. Maiax. Valorp EHMO EHMO Clorhexidina
al 75% al 100%  al 0.12%
EHMO al 50% 15 6,00 0,000 6 6 <0,001* 0,057** <0,001**  <0,001%**

EHMO al 75% 15 10,00 1,000 9 12 0,211**  <0,001**

EHMO al 0,057%#%*
15 16,13 0,990 14 18
100%

clorhexidina al
15 31,27 0,704 30 32
0.12% (+)

Nota. En la tabla 2 se observa los resultados en 48 horas demuestran que la concentracion que
tuvo mayor actividad antibacteriana con halo de inhibicion, pertenece a la concentracion de
100% con un halo de inhibicién promedio de 16,13 mm, con una desviacién estindar DE 0,990.
Las concentraciones de 75% 10,00 mm con una DE. 1,000 y la concentracién de 50% y Control
negativo (-) fue no significativa 6,00 mm. En tanto, que la Clorhexidina al 0,12 % fue mas
efectiva que todas las concentraciones de Extracto de hojas de Moringa Olefeira (P < 0,05),
con halos de inhibicién de 31,27 mm con DE 0,704. La prueba de comparaciones en pareja
del EHMO al 100% es similar a la Clorhexidina al 0.12%, ya que evidencian una significancia

mayor a 0.05 (0.67). Ademas es similar entre el EHMO del 75 y 100%, como EHMO 50 y
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75%. También se puede observar que existe diferencias significativas del EHMO al 50% y del
100% con la Clorhexidina al 0.12%, evidenciando un p valor menor al 0.05. n: recuento; x:

promedio; D.E.: desviacion estdndar. *Prueba de Kruskall Wallis**Prueba post hoc

Tabla 3
Halos de inhibicion del extracto de hojas de Moringa oleifera al 50%, 75% y 100% y la

clorhexidina al 0,12% sobre las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, a las 72 horas.

Halos n X D.E. Min. Max. Valorp EHMO EHMO Clorhexidina
al 75% al al 0.12%
100%
EHMO al 50% 15 6,00 0,000 6 6 <0,001* 1,00 0,001** <0,001%*%*
EHMO al 75% 15 6,00 0,000 6 6 0,001**  <0,001%*%*
EHMO al 100% 15 11,20 0,775 10 12 0,063

Clorhexidina al

0.12%

15 28,47 1,246 27 30

Nota. En la tabla 3 se muestran los resultados en 72 horas demuestran que la concentracién que
tuvo mayor actividad antibacteriana con halo de inhibicidn, pertenece a la concentracion de
100% con un halo de inhibicién promedio de 11,20 mm, con una desviacién estindar (DE)
0,775. Las concentraciones de 75%, 50% y Control negativo (-) fue no significativa 6,00 mm.
En tanto, que la Clorhexidina al 0,12 % fue mads efectiva que todas las concentraciones de
Extracto de hojas de Moringa olefeira (P < 0,05), con halos de inhibicién de 28,47 mm con
DE 1,246. La prueba de comparaciones en pareja del EHMO al 100% es similar a la
Clorhexidina al 0.12%, ya que evidencian una significancia mayor a 0.05 (0.63). Ademas, es
similar entre el EHMO del 50 y 75%. También se puede observar que existe diferencias
significativas del EHMO al 50% y del 75% con la Clorhexidina al 0.12%, evidenciando un p
valor menor al 0.05 respectivamente. n: recuento; x: promedio; D.E.: desviacion estandar.

*Prueba de Kruskall Wallis **Prueba post hoc
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Halos de inhibicion del extracto de hojas de Moringa oleifera al 50%, 75% y 100% y la

clorhexidina al 0,12% sobre las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, a las 24, 48 y

72 horas
24h ~ Valor p*
X D.E X D.E X D.E
EHMO 50% 11.13 0.92 6.00 0.00 6.00 0.00 <0,001
EHMO 75% 15.20 0.56 10.00 1.00 6.00 0.00 <0,001
EHMO 100%  18.13 0.64 16.07 1.10 11.20 0.77 <0,001
Clorhexidina 32.67 1.05 31.27 0.70 28.47 1.25 <0,001

0,12%

Nota. Al realizar la comparacion de los EHMO en los distintos tiempos de evaluacion. Segun

la prueba Friedman se encontr6 que existe diferencia significativa en todas las concentraciones

de los EHMO y la clorhexidina a las 24, 48 y 72 horas (p<0,001). x: promedio; D.E.: desviacion

estandar. *Prueba de Friedman
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V.  DISCUSION DE RESULTADOS

Desde siempre los seres humanos han utilizado y experimentado con plantas y sus
derivados para solucionar problemas de salud. Es asi que existen varios estudios que han
demostrado que la planta Moringa oleifera estdn siendo utilizadas por sus beneficios, eficacia
antiinflamatoria, antibacteriana y anticancerigena (Jwa, 2019). Inclusive son mds baratos y
menos téxicos que los medicamentos comerciales. Por tanto, en el presente estudio los
hallazgos resultantes de la investigacion lo basamos en la hipétesis general formulado, con la
finalidad de conocer si el extracto de hojas de Moringa oleifera al 50%, 75% y 100% tiene

actividad antibacteriana comparado el Clorhexidina al 0,12 % sobre las cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175.

Los resultados de nuestro estudio se obtuvieron mediante método de difusién en placa
o de Kirby Bauer, se diluyo con alcohol puro de 50, 75 y 100%, mientras que la siembra de

Streptococcus Mutans fue en Agar Mueller Hinton.

Como resultado estadistico de la prueba de Kruskal Wallis se obtuvo un valor de
Significancia de 0,000 menor al 0,05 y una confiablidad del 95%, que indica que existe
diferencia estadistica entre las medias de las muestras de las diferentes concentraciones del
EHMO 50% ,75% y 100% en comparacién con Clorhexidina al 0.12%, para saber la diferencia
se realizd las comparaciones por parejas. Resultando que el EHMO al 100% es similar al
Clorhexidina al 0.12%, ya que evidencian una significancia mayor a 0.05 en 48 y 72 horas.
Incidiendo en todos los casos que son mayores los valores de la Clorhexidina 0,12%.

Ademads, en la comparacion de halos de inhibicién en distintas concentraciones del
extracto de hojas de Moringa oleifera frente al Clorhexidina al 0.12%, se encontré que la
concentracion del 100% presenta mayor actividad antibacteriana frente a las cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175, tanto en 24, 48 y 72 horas con halos de (18.13mm)
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(16.13mm) y (11.2mm) respectivamente, mientras que en concentraciones de 75% se observa
actividad antibacteriana solo en 24 horas (15.2 mm) y 48 horas (10.00 mm). En tanto, que las
concentraciones del 50% solo presentan actividad antimicrobiana durante las 24 horas con

halos de inhibicién de 11.13 mm, siendo esta actividad nula (6.00 mm) en las 48 h y 72 horas.

Se puede inferir, que aunque el EHMO en sus distintas concentraciones presenta
actividad antibacteriana, la concentracién del 100% es similar en comparacién con la
clorhexidina 0.12%, cave recalcar que esta esta dltima en el andlisis se encuentran muy por
encima de las medias de halos de inhibicién del extracto de hojas de Moringa olefeira en sus
distintas concentraciones. Siendo sus valores media de inhibicién de 32.67mm en 24 horas,

31.27 mm en 48 horas y 28.47 mm en 72 horas respectivamente.

Segun los antecedentes revisados, nuestros resultados concuerdan con Elgamily et al.
(2016) En Egipto en su investigacion Evaluacién Microbiolégica de Extractos de Moringa
Oleifera y su incorporacién en nuevos remedios dentales contra algunos patdgenos orales, sus
resultados de halos de inhibiciéon fue de 12.5 mm, frente Streptococcus mutans como para el
crecimiento Staphylococcus aureus, Concluye que el dentifrico preparado a base de la
concentracion extracto etandlico de hojas de moringa son potentes antifliingicos y
antimicrobianos, de la misma forma. El cual concuerda con nuestro estudio que presentando
halo de inhibicién superiores, es decir, una media de 18.13 mm de didmetro en 24 horas y 16.13
en 48 horas, en el EHMO al 100 % presentando potencial antimicrobiano, resultando ser

sumamente sensible el Streptococcus mutans.

Igualmente, Jwa (2019) en Corea, en su estudio Eficacia de los extractos de hojas de
Moringa oleifera contra el cariogénico, obtuvo hallazgos similares donde demostraron que los
extractos de la Moringa olefeira presentan actividad antimicrobiana frente al Streptococcus

mutans con halos superiores a § mm
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También, nuestros estudios coinciden con Priya et al. (2011) dio como resultado zonas
de inhibicién de benceno, metanol de EHMO fue eficaz contra todos los organismos de prueba,
con halos que oscilan entre 8 y 22 mm. Igualmente tuvieron igual efectividad con extracto de
la corteza con halos entre 10 y 20 mm. Ademds, la zona de inhibicion del éter, petrdleo,
benceno, metanol y extractos acuosos de semillas de la planta tuvo el mismo efecto oscilando
halos de 10 a 22 mm. Mientras que la pulpa de Moringa olefeira en extractos de cloroformo y
acetona resultaron similares con zonas de inhibicién de 7 a 21 mm. Concluyeron que los
extractos de Moringa oleifera es recomendando para uso como agente antimicrobiano en
nuevos medicamentos para tratamientos de enfermedades infecciosas causadas por patégenos
mencionados.

Igualmente coinciden con Salcedo (2017) uso disolvente etanol al 70% (60 ml) y agua
destilada al 30% (140 ml), el medio de cultivo fue Agar Mueller Hinton suplementado con
sangre de cordero al 5% y se midieron los halos en 24 y 48 horas, mostrando efecto inhibitorio
en 75y 100% (9.73 mm) (12.53 mm) y la clorhexidina al 0.12% (18.13 mm). Demostrando
efectividad frente al Streptococcus mutans. Si bien es cierto que nuestro estudio concuerda con
la efectividad del EHMO, nuestros resultados fueron altamente superiores en medidas de halos
de inhibicién de (18.13mm) (16.13mm) y (11.2mm) en 24h, 48h y 72 horas con EEHMO AL
100%, mientras que al 75% en 24h las medidas de los halos fueron de 15.2 mm y 10 mm en 48
horas y con EHMO al 50% la actividad antimicrobiana fuell.13mm en 24 horas. Igualmente
con la clorhexidina al 0.12% nuestros resultados tuvieron halos de 32.67mm en 24 horas, 31.27
mm en 48 horas.

De la misma manera, Chero (2018) utilizo como disolventes de etanol al 70 %, para
cultivo empleo el agar cerebro corazén y el método de difusion fue en pozos. Se obtuvo halos
promedios de inhibicién de 17,96 y 15,27 mm en concentraciones de 76 mg/ml y 38mg/ml; es

decir tienen efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 35668. Este estudio
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concuerda con nuestra investigacion demostrando que si existe efecto antibacteriano del
EHMO.

Mientras tanto nuestro estudio difiere de Arévalo (2017) en Pert en su estudio Efecto
antibacteriano y citotéxico de dos extractos metandlicos a base de Moringa oleifera (moringa)
y Azadirachta indica (neem) sobre cepas de Enterococcus faecalis Obtuvo halos promedios de
inhibicién de 35.5mm y 44.83mm, en tanto fueron menores en la clorhexidina (19.16 mm y
27.0 mm); es decir los extractos de moringa olefeira tienen efecto antibacteriano frente al
patégeno con halos superiores a nuestro estudio y muy por el contrario las medidas con la

clorhexidina son inferiores.

Se puede inferir de los antecedentes antes mencionados, que los medios de cultivos
aplicados, los disolventes usados en el andlisis los EHMO y otras partes de la planta en
mencién, podrian influenciar en los resultados mencionados porque en general los estudios
aplicaron estos factores de manera diferente, variando desde disolventes y concentraciones.
Obteniendo resultados con halos de inhibicién que varia uno de otros, aunque todas fueron
eficaces frente a bacteria en estudio la excepcién fue de Arévalo (2017) con los halos de
inhibicién superiores (35mm — 44.83 mm) en 24 y 48 horas superando al de la clorhexidina
(19.6 mm). En comparacién con nuestro estudio con halos de (11.20 a 18.13 mm) para 24, 48
y 72 horas, siendo superior la clorhexidina (28.47 - 32.67 mm), el cual puede variar por la

concentracion de la clorhexidina.

Al respecto, La clorhexidina es antiséptico seguro y eficaz muy usado en odontologia
y sea demostrado su alta actividad antimicrobiana frente al Streptococcus mutans, existe mucha
literatura al respecto sin embargo concentraciones de 0.12% a mds tiene efectos secundarios
como la decoloracién marrén de los dientes, erosion de la mucosa oral y sabor amargo Por otro

lado, el EHMO considerada por sus propiedades en medicina tradicional, tiene compuestos
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glucosinolatos e isotiocianatos, ricos en una serie de vitaminas y minerales, asi como otros
fitoquimicos comunmente reconocidos como Carotenoides (incluyendo B-caroteno o pro-
vitamina A) (Fahey, 2005). Que en los dltimos afios dan cuenta de la efectividad antibacteriana,
antiespasmddica, cicatrizante, hipotensor, antiulceroso, antiinflamatorio, analgésico e
hipoglucemiante. En odontologia se usa para alivio del dolor de dientes y caries dental en
fitoterapia. Desafortunadamente muchos de estos informes de eficacia en seres humanos no
estan soportados por ensayos clinicos aleatorios controlados, ni han sido publicados en revistas

indizadas (Fahey, 2005; Ganatra et al. 2012).

Se puede concluir que existen pruebas fehacientes que el EHMO vy sus otras partes de
Moringa Oleifera son eficientes frente al Streptococcus mutans y que el estudio contribuird en
la medicina tradicional y generar nuevas formulaciones dentales més eficaces y de bajo riesgo

para la salud.
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VI. CONCLUSIONES

- Alas 24 horas, el extracto de hojas de Moringa oleifera en todas las concentraciones
tiene actividad antibacteriana frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, siendo
la clorhexidina al 0,12% y el EHMO al 100% los que generaba mayor actividad antibacteriana.

- A las 48, el extracto de hojas de Moringa oleifera de 100%, 75% y 50% tienen
actividad antibacteriana frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, siendo la
clorhexidina al 0,12% y el EHMO al 100% los que generaba mayor actividad antibacteriana.

- A las 72, el extracto de hojas de Moringa oleifera de 100% tiene actividad
antibacteriana frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, siendo la clorhexidina
al 0,12% y el EHMO al 100% los que generaba mayor actividad antibacteriana.

- La actividad antifungica del extracto de hojas de Moringa oleifera disminuye con el

tiempo en sus diferentes concentraciones.
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VII. RECOMENDACIONES

- Se recomienda usar extracto de hojas de Moringa Oleifera en concentraciones
mayores a 50% debido a su efectividad antimicrobiana frente al Streptococcus Mutans ATCC
25175.

- Se debe realizar estudios con elaboracion de dentrificos a base de Moringa Oleifera
para estudios de su efectividad como prevencion de caries dental o enfermedades periodontal
o bucal.

- Se debe realizar estudios con otras partes del arbol Moringa Oleifera para medir su

efectividad y concentracion frente al Streptococcus Mutans.
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Anexo A: Matriz de Consistencia
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25175.

OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES E INSTRUMENTO DISENO ANALISIS ESTADISTICO
INDICADORES

Objetivo Hipdtesis Variables Tipo de estudio: Se creard una base de datos en el

General: General Experimental, programa Microsoft Excel para que

Evaluar el Es probable que El extracto de hojas | -Ficha dc_a longitudipal, luego sean procesadas en el paquete

efecto de Moringa recoleccion de datos | comparativo, estadistico SPSS V. 24.0.

) ) el extracto de , : . .
antibacteriano ) oleifera prospectivo. Dependiendo de la normalidad de
del extracto de hOJa_S de los datos (Prueba de Shapiro Wilk),
hojas de Moringa Clorhexidina al se utilizard la prueba de ANOVA si
Moringa oleifera tenga 0,12% tuviera distribucién normal, y en el
oleifera una mayor caso de que no existiera distribucién
comparado con | efecto Efecto normal se utilizara la Kruskal-
clorhexidinaal | . w0 orinn o antibacte'riar.lo.: ' Waui§. Se .consideraré un nivel de
0,12% sobre las 1 halos de inhibicién significancia <0,05.
cepas de que ta o del extracto de Los resultados serdn presentados en
Streptococcus clorhexidina al hojas de Moringa tablas y figuras.
mutans ATCC 0,12 % sobre las | pleifera en un
25175. cepas de cultivo con

Streptococcus | Streptococcus
mutans ATCC | mutans ATCC
25175.




Anexo B: Ficha de Recoleccion de Datos N° 01
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Anexo C: Extracto etanolico de hojas de Moringa Olefeira
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