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Resumen

Objetivo: Precisar la eficacia antibacteriana in vitro del extracto hidroetanolico de
Minthostachys mollis (mufia) y clorhexidina frente al Streptococcus mutans ATCC 25175.
Meétodo: se hizo un estudio prospectivo. Se realizo de 60 placas, utilizando tres
concentraciones diferentes del extracto hidroetanolico (0.12%, 50% y 100%), se relacion6 con
el control positivo de clorhexidina al 0.12% a las 24 y 48 horas. Luego se evalud la capacidad
antibacteriana, se utilizo el procedimiento Prueba H de Kruskal-Wallis. Ademas, se realizo el
ensayo posts-hoc por pares de Dunn de comparaciones maltiples. Para comparar los periodos,
se empled el ensayo de Wilcoxon y la prueba t de Student. Resultados: Se mostrd que, a las
24y 48 horas, el extracto hidroetandlico de mufia al 1200% obtuvo un halo inhibitorio de 20.79
mm y 20.12 mm, correspondientemente. En comparacion, el extracto al 50% expuso un halo
menor de 15.69 mm y 15.12 mm, mientras que la clorhexidina al 0.12% presenté un halo de
17.95 mmy 17.22 mm. Se observo que el extracto hidroetanélico de mufia al 100% tuvo un
superior halo de inhibicion en comparacion con la clorhexidina (p<0.05). Conclusiones: a las
24 y 48 horas, se obtuvo que el extracto hidroetandlico de mufia al 100% obtuvo mejores
resultados y valores medios. Estos hallazgos proporcionan evidencia cientifica para observar

la capacidad antibacteriana del extracto hidroetandlico de mufia en odontologia.
Palabras clave: eficacia antibacteriana, extracto hidroetandlico, Streptococcus

mutans, mufia.



Abstract

Objective: Determine the in vitro antibacterial efficacy of the hydroethanolic extract of
Minthostachys mollis (mufia) and chlorhexidine against Streptococcus mutans ATCC 25175.
Method: a prospective study was carried out. It was carried out with 60 plates, using three
different concentrations of the hydroethanolic extract (0.12%, 50% and 100%), and was related
to the positive control of 0.12% chlorhexidine at 24 and 48 hrs. Then the antibacterial efficacy
was evaluated, the Kruskal-Wallis H Test method was used. In addition, Dunn's post-hoc
pairwise multiple comparisons test was performed. To compare times, the Wilcoxon test and
Student's t test were used. Results: showed up, after 24 and 48 hrs, the 100% hydroethanolic
mufia extract obtained an inhibitory halo of 20.79 mm and 20.12 mm, respectively. In
comparison, the 50% extract showed a smaller halo of 15.69 mm and 15.12 mm, while the
0.12% chlorhexidine presented a halo of 17.95 mm and 17.22 mm. It was observed that the
100% hydroethanolic extract of mufia had a greater inhibitory halo compared to chlorhexidine
(p<0.05). Conclusions: at 24 and 48 hours, it was found that the 100% hydroethanolic extract
of mufia obtained better results and average values. These findings provide scientific evidence
to observe the antibacterial efficacy of the hydroethanolic extract of mufia in dentistry.

Keywords: Antibacterial efficacy, hydroethanolic extract, streptococcus mutans,

mufa.



I. INTRODUCCION

La salud bucodental es un componente crucial de la salud publica, y su abordaje
efectivo es esencial para prevenir y controlar enfermedades bucodentales. En 2017, el
Ministerio de Salud (MINSA) realiz6 una evaluacion exhaustiva de las acciones tomadas por
los centros de salud a nivel nacional para la prevencion de enfermedades bucodentales. Esta
iniciativa subraya la importancia de abordar de manera integral las condiciones bucales,
considerando el impacto significativo que estas enfermedades tienen en la poblacion. La
catalogacion de las enfermedades bucodentales como una problematica de salud publica
destaca la necesidad de estrategias efectivas y enfoques innovadores para su prevencion y
tratamiento.

En la exploracion de alternativas para el tratamiento de complicaciones de salud
publica, se ha contemplado un creciente interés en el uso de medicina natural. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha distinguido la importancia de los productos naturales y ha
impulsado la investigacion en la obtencidn de recientes medicamentos de origen de extractos
0 aceites esenciales de plantas. La aplicacion de procedimientos avanzados, como la
cromatografia de gases une a espectrometria de masas (GC/MS), accede la identificacion y
separacion efectiva de componentes presentes en estos productos naturales. Este enfoque
representa un paso significativo hacia la obtencién de nuevos tratamientos, explorando el
potencial terapéutico de las plantas en el contexto de la salud bucal.

En el ambito de la investigacion de la susceptibilidad de patdgenos que afectan la
salubridad bucal, diversos métodos han sido empleados, proporciona una evaluacién precisa
de la sensibilidad de patégenos especificos, incluyendo Porphyromonas gingivalis,
Staphylococcus aureus y Candida albicans. Estas herramientas permiten analizar de manera

detallada la eficacia de diferentes sustancias, como extractos de plantas, en la inhibicion de



estos patdgenos, abriendo nuevas posibilidades para el desarrollo de tratamientos mas efectivos
en el ambito de la salud bucal (Cedefio 2019; Pefia y Gutiérrez, 2017; Torrenegra et al., 2016).
1.1 Descripcién y Formulacién del Problema

Varios investigadores, como Machado y Reyes (2021), han demostrado que
Streptococcus mutans es el causante predominante responsable de la caries en la cavidad oral,
debido a su alta virulencia y su habilidad para invadir las superficies retentivas de los dientes.
La capacidad de producir cantidades significativas de acidos a potencial de hidrégeno (pH)
bajo vincula a los lactobacilos con el desarrollo de lesiones cariosas. La saliva desempefia
funciones esenciales para mantener la homeostasis bucal y preservar la salud de los tejidos
orales. En los finales afios, se ha empleado la saliva como principio de estudio no invasivo y
como un medio complementario de diagnostico. Streptococcus mutans, clasificado como una
bacteria anaerobia facultativa Gram positiva, forma parte del microbiota de la cavidad bucal.
Segun las investigaciones, se ha instaurado que Streptococcus mutans es la principal causa de
enfermedades bucodentales, como la caries bucal. (Berkowitz, 1975; Mechado y Reyes, 2021).

Ciertos cambios fisiologicos en la saliva pueden tener efectos negativos en la salud
bucal. Estos efectos no solo afectan las encias, sino también los dientes de los pacientes. La
saliva experimenta una reduccion en su capacidad de regular el pH y un aumento en la presencia
de microorganismos acidogénicos. Estos cambios pueden tener consecuencias adversas para la
salud bucal. (como por ejemplo el Streptococcus mutans), pueden tener efectos sobre la salud
bucodental. en la indagacién de posibilidades para el procedimiento de complicaciones de salud
publica, ha habido un crecido interés en el uso de medicina natural. La OMS reconoce la
magnitud de los productos naturales y promueve la investigacion en la obtencidn de recientes
medicamentos a partir de extractos o también aceites esenciales de plantas. La aplicacion de

procedimientos avanzados. Este enfoque simboliza un avance significativo para obtener nuevos



tratamientos, explorando el potencial terapéutico de las plantas en el &mbito de la salud bucal
(Cedefio 2019; Pefia y Gutiérrez, 2017; Torrenegra et al., 2016).

Tenemos el uso de la clorhexidina como enjuague bucal para el tratamiento no invasivo
y preventivo, puesto que se ha probado su eficacia y eficiencia para el control de
microorganismos desencadenantes de las mas frecuentes patologias bucales. La clorhexidina
se relaciona al grupo de las biguanidas, es una sustancia antiséptica que presenta una labor
bactericiday fungicida, encontrandose en la lista de farmacos esenciales de la OMS, catalogado
segun la Food and Drug Administration (FDA)en el grupo B (OMS, 2016).

Pefia y Gutiérrez (2017), en nuestro pais, Perq, demostré el efecto antimicrobiano la
Minthostachys mollis, que ha evidenciado efectos de una serie de bacterias en vias respiratorios
bajas. A nivel oral, el aceite esencial, que a su vez son productos naturales de gran valor e
importancia econdmica, ha argumentado tener propiedades antibacterianas Staphylococcus
aureus y sobre Klebsiella pneumoniae (Pefia y Gutiérrez, 2917; Salas, 2015; Torrenegra et al.,
2016).

La evidencia cientifica, Paucar et al. (2020), nos muestra estudios in vitro que prueban
el efecto antibacteriano y antifingico del aceite esencial de Minthostachys mollis al 100% sobre
el microbiota bucal; sin embargo, no se encuentran estudios que prueben la eficiencia del
extracto hidroetandlico de Minthostachys mollis en diferentes concentraciones y su
comparacion con la clorhexidina a similares concentraciones frente a cepas bacterianas como
la Streptococcus mutans. Se plantea la siguiente interpelacion:

¢ Cual es la eficacia antibacteriana del extracto hidroetanélico de Minsthostachys mollis
(mufia) y clorhexidina frente al Streptococcus mutans?

1.2 Antecedentes
Navarro (2021) en Puno, Per( en su trabajo de investigacion planteo como propdésito

principal estimar de que el efecto antimicrobiano del extracto de mufia en comparacién con la



Clorhexidina al 0.12 % ante las cepas del Streptococcus mutans. Para la realizacion de esta
investigacion se consiguid 10 ml aceite esencial de mufia a partir de 10 kg de esta planta
trabajadas a diferentes concentraciones. Se adaptd la metodologia de Kirby Bauer para definir
el efecto inhibitorio sobre el Streptococcus mutans. Para el estudio de los resultados se utilizd
como prueba estadistica la prueba “T” y el ANOVA los cuales permitieron concluir que el
aceite de mufa a concentraciones del 25% tiene inhibitorio in vitro ante el Streptococcus
mutans lo cual deja de manifiesto como evidencia cientifica en el campo de la odontologia el
uso del aceite esencial de mufa.

Paucar et al. (2021) guiaron a cabo una exploracién en Lima, Perd, con la finalidad de
establecer la accion del extracto de Minthostachys mollis en distintas concentraciones en
comparacion con la doxiciclina y el fluconazol frente a Porphyromonas gingivalis,
Staphylococcus aureus y Candida albicans, a las 24, 48 y 72 horas. Utilizaron 15 placas por
subgrupo para estimar el efecto inhibitorio de todas las densidades, dando un total de 360
pocillos. Mediante cromatografia de gases junto a espectrometria de masas, se relacionaron los
componentes quimicos del aceite esencial. El efecto inhibitorio se examiné utilizando el
sistema de difusion de Kirby-Bauer en Agar Columbia y Agar Muller Hinton. El estudio
estadistico se efectud utilizando la prueba Analysis of Variace (ANOVA) y Tukey. Los
resultados dieron que los componentes quimicos principales identificados fueron pulegona
(30,17 %) y mentona (16,55 %). Los halos de inhibicion del extracto de Minthostachys mollis
al 100 % a las 24, 48 y 72 horas frente a Porphyromonas gingivalis fueron de 10,2 mm, 9,8
mm y 9,6 mm respectivamente; frente a Staphylococcus aureus fueron de 10,4 mm, 9,7 mmy
9,4 mm respectivamente; y finalmente, frente a Candida albicans fueron de 9,8 mm, 8,9 mmy
8,5 mm respectivamente. Se concluye que el aceite esencial de Minthostachys mollis al 100 %

mostré la mejor actividad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus, Porphyromonas



gingivalis y Candida albicans a las 24 horas. Sin embargo, este efecto antimicrobiano
disminuye a medida que pasa el tiempo.

Bonifacio (2019) realizd6 un estudio con el proposito de equiparar el efecto
antibacteriano in vitro de cuatro dimensiones de aceite esencial de la hoja de Minthostachys
mollis sobre Streptococcus mutans American Type Culture Collection (ATCC) 25175. Se
obtuvo un aceite esencial el cual empleo el método de destilacion por arrastre de vapor de agua,
obteniendo 10 ml después del proceso. Este fue diluido para obtener cuatro concentraciones al
5%, 10%, 25% y 50%. El efecto antimicrobiano se dio mediante el método de Kirby Bauer.
Los valores promedio de los halos de inhibicidn fueron de 9.6 mm al 5% de aceite esencial de
la hoja de Minthostachys mollis, 10.3 mm al 10%, 17.9 mm al 25% y 22.9 mm al 50%. Como
conclusion de la investigacion, se encontrd que el aceite esencial de la hoja de Minthostachys
mollis al 50% mostré un mayor efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175 en comparacion con las otras tres concentraciones.

Mejia y Silva (2019) llevaron a cabo un estudio titulado "Comparacion del efecto
antibacteriano de los aceites esenciales de las hojas de Minthostachys mollis kunth griseb
(mufa) Y Dodonaea viscosa (chamana) en cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomona
aeruginosa”. El objetivo del estudio fue equiparar el efecto antibacteriano de los aceites
esenciales. La metodologia utilizada consistié en la obtencion de los aceites esenciales
mediante el método de arrastre por vapor de agua. Se realizaron diluciones del aceite en
concentraciones del 10%, 50% y 100%. El efecto antimicrobiano se determind utilizando el
método de Kirby Bauer. Se encontrd que Minthostachys mollis tiene efecto sobre S. aureus en
todas las densidades, mientras que Dodonaea viscosa solo tiene efecto a densidades del 50% y
100%. Por otro lado, P. aeruginosa es sensible al aceite esencial de Minthostachys mollis solo

a densidades del 10% y 50%, y al aceite esencial de chamana solo a concentracién del 100%.



Como conclusion, se determind que el aceite esencial de Minthostachys mollis es
significativamente mas efectivo que el aceite esencial de Dodonaea viscosa (chamana).

Espinoza et al. (2018) condujo un estudio en Peru para evaluar in vitro la efectividad
antifangica del extracto metanolico de Minthostachys mollis (mufia) sobre cepas de Candida
albicans. Se obtuvieron extractos metanolicos de las hojas, tallos y raices de Minthostachys
mollis. La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto se acordé mediante el método
de microdilucién y se evaluo la citotoxicidad utilizando la linea celular Madin Darby Canine
Kidney (MDCK). Los resultados mostraron que el extracto de hojas y tallos de Minthostachys
mollis presentd una mayor actividad fungistatica frente a Candida albicans, con halos de
inhibicion de 47.72+6.67 mm y 46.58+6.42 mm respectivamente. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos extractos. La CMI fue de 46.87 mg/ml,
93.75 mg/ml y 1500 mg/ml para hojas, tallos y raices respectivamente. Como conclusion, se
determind que el extracto metandlico de Minthostachys mollis tiene actividad fungistatica y
fungicida contra cepas de Candida albicans. Ninguno de los extractos resulto ser toxico para
las lineas celulares.

Pefia y Gutiérrez (2017) llevaron a cabo una busqueda en Per con la finalidad de
demostrar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Minthostachys mollis sobre
microorganismos frecuentes en las vias respiratorias. Se obtuvo el aceite esencial mediante el
sistema de hidrodestilacion. El estudio mostré un efecto antimicrobiano en Staphylococcus
aureus, con un halo de inhibicién de 19,3 mm, y de 8,0 mm frente a Klebsiella pneumoniae.
Sin embargo, las cepas de Staphylococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae no
presentaron halos de inhibicion. Como conclusion del estudio, se determind que el aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) tiene un efecto antibacteriano frente a dos cepas

frecuentes de las vias respiratorias bajas.



Aigaje y Zurita (2017) llevaron a cabo una investigacion in vitro en Quito, Ecuador,
con el objetivo de determinar la efectividad antimicrobiana del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) en concentraciones del 25%, 50% y 100% frente a
Porphyromonas gingivalis. Se obtuvo un aceite esencial empleando la técnica de destilacion
por arrastre de vapor de agua, adquiriendo 10 ml después del método. Luego, este aceite fue
disuelto para conseguir tres concentraciones: 25%, 50% y 100%. Se utiliz6 clorhexidina al
0,12% y ampicilina de 10ug como controles positivos, y agua como control negativo. Los
resultados mostraron que la efectividad antimicrobiana en la concentracion del 25% alcanzo
un halo promedio de 11,2 mm, en la concentracion del 50% la efectividad alcanzé una media
de 9,6 mm, y en la concentraciéon del 100% se logré un promedio de 13,6 mm, siendo esta
altima la méas eficaz. Los controles positivos mostraron ser muy sensibles y sumamente
sensibles, mientras que el control negativo no mostré efectividad.

Quichca (2016) Lima, Pera llevaron a cabo un estudio Grado de eficacia del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) y clorhexidina al 0,12% en la inhibicion del
crecimiento de porphyromonas gingivalis. estudio comparativo in vitro, La poblacion estuvo
conformada por 40 placas Petri con cepas de Porphyromonas gingivalis, aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 50%,100% asi como Clorhexidina al 0.12% y agua destilada
obteniendo como resultado que las concentraciones al 50% y 100% del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) presentaron un halo de inhibicion de 6.72 £ 0.37mm y 10.81 +
0.79mm respectivamente a las 24 horas, mientras que 5.83 £ 0.51mm vy 8.24 + 0.75mm a las
48 horas respectivamente, mientras que la Clorhexidina mostré un halo de inhibicién de 15.8
+ 0.73mm a las 24 horas y 15.98 + 0.80mm a las 48 horas frente a cepas de Porphyromonas
gingivalis. Concluyendo que el aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) al 50 %, 100%
son menos eficaces que la Clorhexidina al 0.12% en la inhibicién del crecimiento de

Porphyromonas Gingivalis a las 24 y 48 horas.



1.3 Objetivos
Objetivo General

Estimar la eficacia antimicrobiana in vitro de la Clorhexidina en enjuague al 0,12% y
del extracto hidroetandlico de Minthostachys mollis al 0,12%, 50% y 100% frente a
Streptococcus mutans.

Obijetivos Especificos

o Limitar in vitro el didmetro de los halos de inhibicion del extracto
hidroetanolico de mufia (Minthostachys mollis) al 0.12%, 50% y 100% in vitro sobre cepas de
Streptococcus mutans 24 horas.

o Delimitar in vitro el didmetro de los halos de inhibicion del extracto
hidroetandlico de mufia (Minthostachys mollis) al 0.12%, 50% y 100% in vitro sobre cepas de
Streptococcus mutans 48 horas.

o Definir in vitro el diametro de halo de inhibicién de la clorhexidina al 0,12%
sobre cepas de Streptococcus mutans 24 horas.

o Definir in vitro el diametro del halo de inhibicién de la clorhexidina al 0,12%
sobre cepas de Streptococcus mutans 48 horas.

. Comparar el promedio de didmetro del halo de inhibicion del extracto
hidroetandlico de mufia (Minthostachys mollis) al 0.12%, 50% y 100% y clorhexidina al 0.12%
sobre cepas de Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas.

1.4 Justificacion
o Teorico
El vigente estudio pretende recomendar a los expertos odontologos la posibilidad de

acudir a la medicina natural como terapia en la salud bucal, asi como el uso de plantas naturales



como la Minthostachys mollis en la preparacion de soluciones antimicrobianas sobre la flora
bucal mixta causante y/o desencadenante de enfermedades bucales.
o Social

La divulgacion de esta investigacion tiene como finalidad brindar a los pacientes la
informacion necesaria sobre la terapia preventiva, la importancia de una buena salud bucal y
las acciones que se deberian tomar frente a esta situacion; asi mismo, la promocion y la
prevencion permitird una mayor clase de vida en pacientes con limitaciones en la higiene bucal.
También permitird reducir gastos al buscar un antiséptico comercial frente a los
microorganismos patdgenos bucales como el Perio-Aid al 0.12% (Digluconato de Clorhexidina
0,12% y Cloruro de Cetilpiridino).
. Préctico/clinico

Ademas, en el ambito clinico, permitira tener alternativas y/o coadyuvantes para el
manejo y los controles que debera tener cada persona ante patologias bucales que se presentan
con frecuencia como, la caries dental y las periodontopatias, y a su vez reduciendo y/o
eliminando los efectos adversos que puedan presentarse. Esta terapia alternativa no exclusiva
de las pacientes gestantes, busca llegar a introducir la solucion de Minthostachys mollis por su
efectividad antimicrobiana mayor o igual al que de la clorhexidina al 0,12%, también permitiria
reducir costos en la adquisicion del producto comercial de clorhexidina y disminuira o anularia
los efectos adversos por ser un producto natural.
1.5. Hipdtesis

Existe eficacia antibacteriana del extracto hidroetandlico de Minthostachys mollis
(muhfa) al 0,12%, 50% y 100% frente al Streptococcus mutans en relacién con el grado de
eficacia antibacteriana de la Clorhexidina al 0,12% frente a la inhibicion del Streptococcus

mutans cepa ATCC 2575.
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1. MARCO TEORICO

2.1 Bases Teoricas sobre el Tema de Investigacion
2.1.1 Nutricion

La dieta esencial para una buena salud bucal; ademas, de ser esencial, una dieta
adecuada también es crucial para el impulso de la salud bucal. Un tercio de los casos de
carcinogénesis bucal estan relacionados con la nutricion, que también interfiere con el
desarrollo de la mucosa craneofacial y oral y tiene un impacto significativo en cdmo se
manifiestan los problemas dentales y periodontales. La comida afecta la salud de una persona
y puede causar que se manifiesten enfermedades de la boca. Para actualizar el conocimiento
sobre el resultado de la dieta en la salud dental, se realiz6 una revision de la literatura.; sin
embargo, también es estimada uno de los causantes de riesgo mas significativo de una buena
salud bucal, es decir, una buena alimentacion y nutricién ayuda a prevenir dolencias bucales
recurrentes como la enfermedad periodontal y caries dental que hasta el dia de hoy siguen
siendo comunes, afectando a gran parte de la poblacién. Una dieta cariogénica contribuye la
aparicion de caries dental, son sinérgicos, esto no solo esta determinado por el tipo de alimento
gue consumimos, sino también por regularidad con la que ingerimos, una buena nutricion
permite tener una boca saludable y eficiente para realizar la masticacién de los alimentos que
ingerimos, siendo el primero paso de nuestra digestion (Crespo et al., 2021; Rodriguez, 2009).

La caries dental es el padecimiento mas comun y la dieta tiene un impacto significativo
en su desarrollo. Se distingue por el hecho de que es una enfermedad influenciada por una serie
de variables, incluyendo la anatomia dental, la alimentacién, la presencia de placa bacteriana 'y
microorganismos. La duracion de la afeccién, el componente salival, el sistema inmunolégico,
el nivel socioecondmico, el grado de educacion, el modo de viday la exposicién a los fluoruros
son otras variables relevantes. Los carbohidratos de la dieta son por lo general los coligados a

la formacion de caries dental, estos son metabolizados por los microorganismos responsables
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de producir &cidos que atacan principalmente al esmalte, Streptococcus mutans y Lactobacillus,
provocando su desmineralizacion (Guzman et., 2022; Ralph et al., 1996).

El carbohidrato principalmente asociado con la presencia de caries es:

o Sacarosa: Conocido como azUcar comun, es un disacarido formado por glucosa
y fructosa, forma unos compuestos llamados glucanos a los que las bacterias se adhieren
firmemente, es considerado el mas cariogénico (Ralph et al., 1996).

Los componentes dietéticos incluyen el calcio de los productos lacteos y vegetales y el
fosfato de las comidas ricas en proteinas como los cereales y los de origen animal que son
beneficiosos para la remineralizacion de los dientes y la reduccion de la enfermedad
periodontal. La ingesta de almidon y azlcar, especialmente en nifios y adolescentes, ha
aumentado recientemente y ambos tienen un papel epidemiolégico importante. La sacarosa y
otros carbohidratos, como la lactosa y fructosa, también estan relacionados con la presencia de
caries dental. Estos carbohidratos poseen bajo peso molecular, lo que les permite ser accesible
en la saliva. Esta propiedad facilita su difusion dentro del biofilm y los hace biodisponibles
para ser hidrolizados por los microorganismos acidiricos presentes en la cavidad oral,
produciendo acido lactico como producto final. Es notable tener en cuenta que el descenso del
pH a un nivel critico después de consumir sacarosa es inmediato, mientras que con los
almidones puede tardar horas. Sin embargo, esto no significa que los almidones no sean
cariogénicos, ya que la amilasa presente en la saliva puede descomponerlos en glucosa.
(Guzman et., 2022; Ralph et al., 1996).

Encontramos diversos articulos en los que se demuestra que existe una asociacion entre
la dieta cariogénica y la caries dental, en un estudio sobre Factores de riesgo ligado con la
caries dental en nifios de circulos infantiles. Los factores de riesgo fundamentalmente afiliados
con la llegada de la caries dental fueron la ingestion no controlada de una dieta cariogenica y

la higiene bucal deficiente (Rodriguez et al., 2009).
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2.1.2 Clorhexidina

La clorhexidina es el antibacteriano con mayores estudios y demostrado como el mas
apto para la inhibicion de la flora saliva y el biofilm. Se considera un agente antiplaca estandar
dorado, contra el cual se mide la eficacia de otros agentes antiplaca y antigingivitis. Su
capacidad puede atribuirse a propiedades bacteriostaticas y bactericidas y su sustantividad
dentro de la cavidad oral. Las propiedades antimicrobianas de la clorhexidina se atribuyen a su
molécula bicatonica, y esta misma propiedad es la base de su efecto secundario mas comdn, la
tincion dental extrinseca (Marthur et al., 2011).

La inhibicion del biofilm por parte de la clorhexidina fue analizada por primera vez por
Schroeder (Schroeder, 1969). Los biofilms hechos de polimeros extracelulares son formados
por microorganismos cuando se adhieren a superficies tanto vivas como no vivas, incluidas las
de dispositivos médicos permanentes. Los microorganismos se adhieren tenazmente a la
superficie y son muy resistentes al tratamiento antimicrobiano bajo esta condicidon. Los
investigadores deben crear métodos de deteccion y evaluacion confiables, analizar cémo las
biopeliculas contribuyen a la resistencia a los medicamentos antimicrobianos y establecer una
conexion entre la contaminacion por biopeliculas y la infeccion de la piel para comprender y
manejar mejor las biopeliculas en los dispositivos médicos permanentes. Los pacientes pueden
experimentar una inhibicidn del crecimiento de la placa cuando se administra poco después de
una inyeccion de sulfato de acido laurico bucal antisepsia (Cova et al., 2020; Schroeder, 1969).

2.1.2.1 Toxicidad, Seguridad y Efectos Colaterales. La clorhexidina reduce su
imbibicion por medio de la piel y las mucosas, incluyendo el tubo digestivo. Por lo tanto, no
hay anuncios de toxicidad sistémica por su aplicacion tépica o ingestion, ni evidencia de
teratogenicidad en modelos animales. La clorhexidina es bien aceptada, incluso en infusiones
endovenosas en animales, y se ha aplicado a humanos sin consecuencias graves. En estudios

con roedores, la dosis letal 50 (. LD 50) por via oral es de 1800 mg/kg. y por via endovenosa
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es de 22 mg/kg. Sin embargo, su introduccion en el oido medio puede causar hipoacusia
neurosensorial, y no se puede aplicar en el oido externo si el timpano no esta perforado.

La clorhexidina tiene una amplia accion antimicrobiana contra virus grampositivas y
gramnegativas, asi como algunos hongos, levaduras y ciertos virus como el virus de hepatitis
B (HBV) Yy el virus de inmunodeficiencia humana (HIV). No hay documentacion de resistencia
bacteriana por su uso bucal a largo plazo, ni evidencia de sobreinfeccion por hongos, levaduras
o virus. El uso prolongado de clorhexidina bucal puede provocar un ligero cambio en la flora
oral hacia microorganismos menos sensibles, pero esto se revierte raudamente al finalizar el
intervalo de estudio de dos afios.

El empleo de clorhexidina puede tener efectos secundarios locales reversibles, como el
tono marrdn de los dientes, la lengua y las restauraciones estéticas dentales de silicato y resina.
También puede causar una alteracion momentanea del gusto, erosion de la mucosa bucal con
enjuagues al 0,2% de clorhexidina, tumefaccion de las glandulas parotidas y un aumento en el
grosor del célculo supragingival.

En términos de toxicidad sindrémica, los efectos de la clorhexidina en humanos son
muy bajos y no se ha observado defensa microbiana oral detectada. Aunque algunos
profesionales y pacientes expresan preocupacion por el contenido alcohélico del 12% en
algunos preparados de clorhexidina, no existe evidencia epidemiol6gica que demuestre una
asociacion entre el uso de enjuagues bucales con alcohol y el cancer bucal.

En casos de calentamiento extremo, la clorhexidina puede generar 4-cloroanilina, un
compuesto que se ha probado ser carcinogénico y mutagénico este constituido en los
preparados de clorhexidina, y los productos disponibles no superan los 5 ppm incluso después
de exposiciones prolongadas a temperaturas superiores a 40°C. No se ha demostrado la

metabolizacion de la clorhexidina a 4-cloroanilina en estudios con animales.
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Es importante tener en cuenta que estos son resultados y hallazgos cientificos, pero
siempre se sugiere asesorarse a un profesional de la salud antes de utilizar cualquier producto
0 tratamiento.

2.1.2.2 Sustantividad de la Clorhexidina. La propiedad de los medicamentos de ser
absorbidos y vincularse a los tejidos blandos y duros se conoce como sustantividad, y esta
caracteristica fue descubierta por primera vez en correlacion con la clorhexidina en los afos
70. En esta investigacion se continuaron los estudios para conseguir mas informacion sobre los
factores que pueden dafar la retencién del farmaco en la cavidad oral. Se demostré que la
sustantividad esta influenciada por la concentracidn del medicamento, su pH, temperatura y el
tiempo de contacto con las estructuras bucales. Esta caracteristica de la clorhexidina esta
afiliada con su capacidad para conseguir concentraciones efectivas durante periodos
prolongados, lo que la hace especialmente adecuada para inhibir la formacién de placa dental.

Después de su descubrimiento en la investigacion sobre la malaria a finales de la década
de 1940, la clorhexidina se ha convertido en uno de los antisépticos mas usados en las practicas
dentales. Se ha encontrado que tiene un grande espectro antibacteriano, lo que denota que no
solo es efectiva contra gérmenes, sino incluso contra otras bacterias como ciertos hongos y
virus. Debido a su capacidad de adherirse a la queratina y causar menos irritacion en la piel en
comparacion con otros medicamentos, también tiene una accion residual (Bonesvoll et
al.,1974; Cova et al., 2020).

2.1.2.3 Mecanismo de Accién. La clorhexidina, un agente antimicrobiano
ampliamente utilizado en productos de cuidado personal y soluciones antisépticas, ejerce su
accion a través de un mecanismo multifacético que aborda la viabilidad y proliferaciéon de
microorganismos. Su efectividad se basa en la interaccion con las membranas celulares,
interfiriendo con varios procesos bioldgicos esenciales para la supervivencia de bacterias y

otros microorganismos.
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En primer lugar, la clorhexidina se une a la superficie de las células microbianas,
alterando la permeabilidad de las membranas celulares. Este proceso conduce a la fuga de
componentes celulares esenciales, como iones y moléculas intracelulares, comprometiendo la
homeostasis celular y resultando en la disrupcion de las funciones vitales de los
microorganismaos.

Ademas, la clorhexidina exhibe propiedades bacteriostaticas y bactericidas al interferir
con la sintesis de acidos nucleicos. Al penetrar en las células microbianas, la clorhexidina se
une al &cido desoxirribonucleico (ADN) y &cido ribonucleico (ARN), inhibiendo la replicacion
y la transcripcién. Este mecanismo impide la capacidad de los microorganismos para generar
informacién genética nueva y, por lo tanto, interrumpe su capacidad de reproduccion y
crecimiento.

Otro aspecto clave del mecanismo de accién de la clorhexidina es su capacidad para
precipitar las proteinas celulares. Al interactuar con las proteinas de la membrana y del
citoplasma, la clorhexidina induce la formacion de complejos insolubles, lo que resulta en la
desnaturalizacion de las proteinas y el dafio de su funcionalidad. Esta accion tiene un impacto
significativo en la funcional y completitud estructural de las células microbianas,
contribuyendo a la eficacia general del agente antimicrobiano.

Es importante destacar que la clorhexidina muestra una actividad antimicrobiana de
amplio espectro, afectando a una variedad de microorganismos, incluyendo bacterias
grampositivas, gramnegativas y algunos hongos. Su capacidad para abordar diferentes aspectos
de la viabilidad celular hace que la clorhexidina sea un agente antimicrobiano versatil y eficaz
en diversas aplicaciones, desde la higiene bucal hasta la preparacion quirurgica.

2.1.2.4 Dosificacién y Concentracion de Clorhexidina. La eficacia de la clorhexidina
en el control de la placa y la gingivitis ha sido demostrada en concentraciones del 0,2 % y 0,1

%. No obstante, su uso conlleva la aparicién de efectos secundarios, como tinciones, irritacion
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de tejidos blandos y formacion de célculos, los cuales son dependientes de la dosis. Se ha
observado que la dosis mas efectiva contra el biofilm se logra mediante colutorios con
concentraciones de clorhexidina del 0,20 % y 0,10 %, alcanzando una dosis de 0,20 mg/dia. La
variacion en el uso entre estas concentraciones implica ajustes en el volumen de colutorio y el
tiempo de aplicacién. En el caso de colutorios del 0,20 %, se recomienda un volumen de 10 ml
durante al menos 30 segundos, mientras que para el 0,10 % se aconseja un volumen de 15 ml
durante 60 segundos. Asi, el empleo de concentraciones mas altas, como el 0,20 %, requiere
un menor volumen y tiempo de enjuague en comparacion con concentraciones mas bajas, como
el 0,12 %, para lograr una dosis practicamente equivalente. La clorhexidina ha representado un
avance importante en odontologia preventiva, destacandose por su eficacia en la prevencion de
placa bacteriana en los tejidos de la boca, lengua y dientes, asi como en el tratamiento de la
gingivitis. Aunque existen productos de libre comercio y recetados por dentistas que ofrecen
una potente accion protectora sobre las encias, se debe tener en cuenta que los productos de
venta libre no siempre presentan la misma eficacia. (Cova et al., 2020; Grossman et al., 1989;
Loe et al., 1976; Segreto et al., 1986).
2.1.3. Plantas Medicinales

Las plantas medicinales son empleadas en la medicina alternativa para abordar diversas
afecciones. La porcién de la planta destinada a propésitos medicinales, conocida como droga
vegetal, puede administrarse en diversas formas farmacologicas, comprimidos, cremas, entre
otras. Las propiedades antimicrobianas de estas plantas, atribuidas a la presencia de terpenoides
en los aceites esenciales, han sido explicadas. En respuesta al incremento de la demanda de
servicios médicos tradicionales, especialmente en areas rurales, la OMS insta a los paises a
establecer y aplicar leyes, normativas y reglamentos que satisfagan las necesidades de salud.
Este llamado se centra en el desarrollo del conocimiento necesario para gestionar activamente

la medicina alternativa y tradicional (MTC). La OMS aboga por la integracion de la MTC en
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la prestacion de servicios de salud y en el autocuidado de la salud como parte del impulso hacia
la cobertura universal de salud. Este enfoque tiene como objetivo mejorar la garantia de calidad,
seguridad, uso adecuado Yy eficacia de la medicina tradicional china (Gallegos, 2017; Serrano,
2006).

Asi mismo, La OMS reconoce el interés global en el uso de plantas medicinales,
incluyendo su potencial para combatir infecciones. A continuacion, se presentan algunos
puntos que resumen la posicion de la OMS sobre el uso de plantas medicinales en el contexto
de infecciones:

2.1.3.1 Importancia Cultural y Tradicional. La OMS reconoce que el uso de plantas
medicinales tiene profundas raices en diversas culturas y tradiciones en todo el mundo. Muchas
comunidades han utilizado remedios a base de plantas para tratar diversas dolencias,
incluyendo infecciones.

2.1.3.2 Necesidad de Investigacion Cientifica. La OMS destaca la importancia de
llevar a cabo investigaciones cientificas rigurosas sobre las plantas medicinales. Se aboga por
evaluar estos productos mediante métodos cientificos estandarizados.

2.1.3.3 Desarrollo de Guias y Normativas. La OMS sugiere la necesidad de
desarrollar guias y normativas para garantizar la calidad, seguridad y eficacia de las plantas
medicinales utilizadas en el tratamiento de infecciones. Estos estandares pueden ayudar a
proteger la salud publica y proporcionar pautas claras.

2.1.3.4 Colaboracion con la Medicina Convencional. La OMS aboga por una
colaboracion armoniosa entre la medicina tradicional y la medicina convencional. Se reconoce
que algunos tratamientos originados de plantas medicinales pueden complementar las opciones
de tratamiento convencionales y mejorar el acercamiento a la atencién médica, especialmente

en comunidades donde los recursos son limitados.
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2.1.3.5 Riesgos y Efectos Secundarios. La OMS subraya la importancia de reconocer
que, si bien algunas plantas medicinales pueden tener propiedades terapéuticas, también
pueden presentar riesgos y efectos secundarios. La identificacion y evaluacion adecuadas de
estos riesgos son fundamentales para respaldar la seguridad de los pacientes.

Es fundamental destacar que la OMS no respalda ciegamente todos los usos de plantas
medicinales y enfatiza la necesidad de basar las recomendaciones en evidencia cientifica solida.
Ademas, la OMS sefiala que el uso de plantas medicinales no debe reemplazar las terapias
médicas convencionales probadas y efectivas, especialmente en el tratamiento de infecciones
graves.

2.1.4 Aceites Esenciales

Los aceites y extractos esenciales son brebajes de compuestos volatiles con
caracteristicas aromaticas que se destilan principalmente de las plantas; a menudo son liquidos
y rara vez solidos. No se reintegran al metabolismo celular ya que representan el resultado final
del metabolismo secundario en muchas células vegetales. Aunque existen muchos otros
remedios a base de hierbas, el primero es el mate o infusion, que se calienta el agua sobre la
planta para separar o extraer los ingredientes medicinales de la planta. En consecuencia, la mua
se usa tradicionalmente como antiséptico y analgésico, en afecciones del sistema renal y
respiratorio, carminativo, antiinflamatorio (tomando el brebaje de tallos y hojas),
antihemorragico con el empleo de hojas sobre heridas lacerante, y como depurativo junto con
otras plantas. aromatico. Aungue su uso en la medicina occidental ain suscita considerables
sospechas, es ampliamente aceptado en la medicina tradicional de las naciones orientales,
donde son comunes las investigaciones sobre sus actividades y su administracion como
tratamientos (Hensel et al., 2020; Junior et al., 2020; Kaur et al., 2020). Aproximadamente
3.000 aceites esenciales se conocen en este momento, 300 de ellos con importancia en las

industrias alimentaria, agricola y farmacéutica. La mayoria de estos aceites estan aprobados



19

para su uso en nutricion humana y animal como aditivos alimentarios por la FDA. como
productos generalmente reconocidos como agentes seguros Generally Recognized As Safe
(GRAS). (Hensel et al., 2020; Morales, 1973).

2.1.5 Minthostachys Mollis

Minthostachys mollis, bajo la denominacion genérico de mufia, es una planta oriunda
que aumenta en distintas zonas de la serrania peruana. Son arbustos aromaticos ampliamente
extendidos en las zonas andinas trepadores o de ramas amplias con flores pequefias dispuestas
de forma variada. Las bracteas algunas veces son foliaceas. Presenta estambres pequefios a la
mitad del tubo corolar, en su mayoria un poco por debajo de la corola. Se distinguen especies
de por lo menos tres géneros diferentes, los cuales pertenecen a la familia de las laminaceas:
Minthostachys, Satureja y Hedeona (Pawer et al., 2018; Salmoén, 1994).

La mufa reside en los diferentes pisos ecoldgicos, en la provincia de Lima, la mufia se
adquiere mayoritariamente a través de ventas informales (sin registro sanitario) y en menor
medida a través de ventas legitimas. Para obtener el registro de los recursos naturales, es
necesario analizar los principios activos que contienen mediante una prueba fitoquimica. Esta
prueba nos permite relacionar los diferentes tipos de metabolitos presentes en el extracto seco
de la planta mediante el uso de una variedad de reactivos, cuyas reacciones, como precipitados
y cambios de color, indican la presencia de flavonoides, taninos, compuestos fendlicos,
alcaloides, etc. Adicionalmente, se requieren estudios clinicos que permitan determinar la
toxicidad que pueda presentar la mufa. Es usada por lo general para el tratamiento de dolencias
de vias respiratorias y digestivas. Otros nombres vulgares con los que se conoce a esta planta
son: Mufia negra, polvo silvestre, coz, mufia-mufia, huycha, arash mufa, kon, orcco-mufia

(Pawer et al., 2018; Palacios, 1997).
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2.1.5.1 Tipos de Mufa. La mufia es una planta originaria de los Andes, especialmente
de paises como Peru, Ecuador y Bolivia. Existen diferentes tipos de mufia, cada uno con
caracteristicas particulares y usos especificos. A continuacion, se precisa algunos de los tipos
de mufia mas comunes Minthostachys mollis Es la especie mas conocida y utilizada. Sus hojas
son de forma lanceolada y tienen un agradable aroma mentolado. Se utiliza en infusiones para
tratar problemas digestivos, resfriados y dolores de cabeza. También se usa en la cocina para
dar sabor a platos y bebidas. Minthostachys verticillata: También conocida como mufia negra,
es una variedad de mufia con hojas mas pequefias y tallos mas delgados. Tiene un aroma intenso
y se utiliza con fines medicinales similares, Minthostachys setosa Esta especie de mufia se
caracteriza por sus hojas mas grandes y peludas. Se utiliza tradicionalmente en infusiones para
aliviar problemas digestivos y respiratorios.

Cabe mencionar que existen otras variedades de mufia que pueden presentar diferencias
en su apariencia y propiedades. Estos son solo algunos ejemplos de los tipos mas comunes de
mufia y sus usos principales. Es importante consultar fuentes confiables y expertos en botanica
para obtener informacién mas detallada sobre cada tipo de mufia y sus propiedades especificas
(Pawer et al., 2018; Weberbauer, 1945).

2.1.5.2 Moléculas Presentes en Minthostachys mollis. Segun Guerra e Inga, indica
que la componente de la mufia es: aceite esencial, saponinas, taninos, glicésidos, mucilagos,
alcaloides y esteroles. Ademas, fosforo, fierro, abarca carbohidratos, calcio, trazas de vitamina
B1, mentol y esencias, la presencia de flavonoides, aminoacidos, triterpenos y quimicos
fenolicos. El extracto del aceite esencial de Minthostachys mollis también muestra accion
antibacteriana contra S. aureus. Por ello, puede ser empleado como un antimicrobiano
adicional dentro de la medicina natural (Inga 'y Guerra, 2000; Campo et al., 2017).

¢ Pulegona: La pulegona es un ingrediente destacado presente en Minthostachys mollis,

también conocida como mufia. Este compuesto es un monoterpeno que confiere a la planta su
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caracteristico aroma mentolado. La pulegona ha sido objeto de interés en la investigacion
debido a sus propiedades medicinales, entre las que se incluyen efectos analgésicos y
antiinflamatorios. Ademas, se ha observado que la pulegona posee propiedades
antimicrobianas, lo que sugiere su potencial aplicacion en el tratamiento de infecciones. No
obstante, se debe tener precaucion con su uso en concentraciones elevadas, ya que altas dosis
de pulegona pueden tener efectos toxicos, y por ende, se requiere una evaluacion cuidadosa de

su seguridad en diversas aplicaciones. (Infantes, 2019).
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I1l.  METODO

3.1  Tipo de Investigacion

La investigacion es prospectiva, longitudinal y también experimental.
3.2  Ambito Temporal y Espacial

La investigacion realizada se llevo a cabo en el afio 2023, la extirpacion de la muestra
y el analisis microbiologicos se desarroll6 en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
en la Facultad de Farmacia y Bioquimica durante el afio 2023.
3.3 Variables
3.3.1. Variable Dependiente

Efecto antibacteriano
3.3.2. Variable Independiente

Extracto hidroetanoélico de Minthostachys mollis (mufa)
3.3.3. Grupo control positivo

Clorhexidina al 0.12%
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. Determinacion . . . Valor
Variables Dimensiones Indicador Escala
conceptual
Efecto Capacidad deun  Crecimiento ~ Didmetrodel De Medicion
antibacteriano  componente de de cepa halo de razén de
eliminar o reprimir  bacteriana inhibicion, (mm) diametro
el crecimiento sobre placas medido en del halo de
microbiano que se Petri milimetros y en inhibicion
desarrolla en un inoculadas  base a las pautas en
determinado medio con de Duraffourd. milimetros
dado Streptococcus
P Halo de
mutans o
inhibicion

Extracto Sustancia quimica Concentraciéon Concentracion Nominal 0,12%
hidroetandlico  natural que tiene minima del extracto 50%
de un efecto inhibitoria hidroetandlico
Minthostachys bactericida o de muiia al 100%
mollis(mufa) bacteriostatico. 0,12%, 50% y
Concentracion 100%.
minima
bactericida
3.4. Poblacion y Muestra

3.4.1. Poblacién

Se utiliz6 cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) obtenidas del Laboratorio

Gen-Lab.
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3.4.2. Muestra

Para la magnitud de espécimen se tomo en consideracion los antecedentes de estudios,
asi como el uso de pruebas estadisticas paramétricas para el contraste de hipdtesis los cuales
requieren un ndmero minimo para evidenciar una tendencia de normalidad en los datos
recolectados por lo que se determind una muestra de 60 placas petri con cepas de Streptococcus
mutans, 12 por cada grupo (Minthostachys mollis al 0,12%, 50%, 100%, agua destilada y
clorhexidina).

Formula para comparacion de medias:

2z, +2,)s
-

gy

Donde:

Zo=1.96
ZPB=0.84
$2=0.8

d’=2.6

Para el presente estudio se aplica la formula de comparacion de medias para grupos con
varianzas distintas, con los datos obtenidos de antecedentes se obtiene que el tamafio de
muestra minimo por grupo fue de 5 placas petri, para el actual estudio se obtuvo un tamafio de
muestra de 5 como minimo por cada grupo. La muestra final fue considerando un tamafio de
muestra de 12. Antecedente: “Grado de eficacia del aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufia) y clorhexidina al 0,12% en la inhibicion del crecimiento de porphyromonas gingivalis.

estudio comparativo in vitro. Lima 2016”.
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3.4.3. Muestreo

La unidad de analisis es un microorganismo de la especie aislada y de interés para el
estudio (Streptococcus mutans ATCC® 25175).
3.4.4. Criterios de inclusion

o Se requiere placas con siembra apta para Streptococcus mutans

o Se necesita placas que luego del proceso de incubacion presentaron halos de
inhibicion con condiciones adecuadas.
3.4.5. Criterios de exclusion

. Placas Petri que luego del proceso de incubacion no presentaron halos de
inhibicién en condiciones adecuadas.

o Se excluye de esta investigacién cualquier otro tipo de bacteria.
3.5.  Instrumentos

En este presente proyecto se utilizo los siguientes equipos, materiales e insumos.
3.5.1. Materiales

Dentro de los materiales usados tenemos; placas Petri de material de vidrio con
diametro de 90 mm x altura de 15 mm. Asa de drigalsky, se utiliz6 tubos con tapa rosca de
150 mm, usamos 5mL de viales de vidrio con micropipetas de 20-200 pL y puntas para
micropipeta 0.5- 5ml. se utilizé micropipetas calibradas 20-200 pL y 0,5-5ml, usamos frascos
de vidrio 500ml y 200ml con tapa rosca, también se usé gradilla , varias espatulas , sacabocado
con diametro interno de 6mm , papel craft, asa bacterioldgica, usamos también escala de Mac
Farland , baguetas de vidrios, indicador multiparametro de esterilizacion, vernier digital .
3.5.2. Insumos

o Se uso caldo de corazdn-cerebro de la marca Merck

o Necesitamos Agar de corazon-cerebro de la marca Merck

o Tambien usamos Agar Mueller Hinton de la marca Merck



26

. Streptococcus mutans ATCC 25175
o Requerimos Agua destilada
. Cloruro de sodio grado bacteriolégico marca Oxoid
o Alcohol 96°
3.5.3. Equipos

o 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

o Potenciometro EQ-CCA-005 Inolab 730 S: 10380849

° Bafio Maria EQ-CCA-009 Memmert WNE-10 S: L307.0363

o Balanza analitica EQ-CCA-037 AND HR 250 AZ S: GA7702480
o Estufa EQ-CCA-001 Memmert UN55 S: B215-2490

. Mechero Bunsen

3.6. Procedimientos
3.6.1. Elaboracion del Extracto Hidroetandlico
Se recogio las plantas de mufia de la provincia de Tarma, departamento de Junin,
Per0. Se recolecto hojas verdes y talluelos de Minthostachys mollis, del departamento de Junin,
provincia de Tarma, se encuentra ubicada a 3080 m.s.n.m. Las cudles serdn conservadas a
temperatura de ambiente sin desecar, exponer al sol o lavarlos hasta el momento de la
extraccion.
Se lavo y seco 1 kilo de hojas de mufia para ser llevadas a la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (UNMSM) en la facultad de Farmaciay Bioquimica.
Escoger las plantas de mufia, lavarlas y secarlas a temperatura ambiente, Una vez
secada las hojas de mufia en la estufa a 40° por un periodo de 6 dias estas se van a pulverizar

para poder realizar la extraccion. Posteriormente pesar 600g de las hojas trituradas y
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ablandadas en un frasco oscuro por una duracién de 2 semanas en la oscuridad con 1500 ml de
alcohol a 96° y 1500 de agua purificada, que seran agitado diariamente y refrigeradas. Luego
del tiempo de ablandacion se filtra el extracto con papel filtro Whatman. El extracto filtrado se
vierte en los platos de secado y el extracto es colocado en la estufa a 400C hasta observar la
reduccién del mismo hasta la tercera parte del volumen inicial. El extracto obtenido es vertido
en un frasco &mbar para su uso a diferentes concentraciones 0.12% (p/v) = Se peso 12mg y se
disolvié en 100mL en una mezcla de etanol /agua (50:50) 50% (p/v) = Se peso 59 y se disolvid

en 10mL en una mezcla de etanol /agua (50:50)100% = muestra tal cual.

3.6.2. Obtencion de Cepa

La cepa empleada en este estudio fue el Streptoccoccus mutanss ATCC 25175,
conseguido en el laboratorio de biologia molecular Gen-Lab del Per(, dado que cuenta con
certificacion de estudios que aseguran su condicion.

3.6.3. Preparacion de Medios de Cultivos

. Se realizaron los siguientes procedimientos de elaboracion de medios de cultivo
en el laboratorio:

. Se habilité 20 ml de caldo de corazon-cerebro dependiendo las indicaciones del
elaborador, utilizando 37 gr. de caldo para un litro de agua purificada. Esta mezcla se esterilizd
en autoclave y se dividi6 en dos tubos de ensayo.

. Se prepararon 100 ml de agar de cerebro-corazon siguiendo las ensefianzas del
elaborador, utilizando 52 gr. de agar para un litro de agua purificada. Esta mezcla se esterilizd
en autoclave y se refresco en un bafio Maria a una temperatura de 45-50°C. Luego, se vertio en

placas Petri estériles.



28

. Se verifico el pH de cada lote de agar Mueller Hinton, el cual debe estar entre
7.0y 7.6. Esta medicidn se efectué sumergiendo el bulbo del electrodo del potenciometro en
el agar antes de la autoclave.

3.6.4. Activacion de la Cepa

Las cepas se mantenian refrigeradas a una temperatura de 4-8°C en placas que
contenian agar de corazon-cerebro. En relacion a cada cepa, se cogié un dominio utilizando un
asa bacteriana y se inoculd en ductos que contenian caldo de corazdn-cerebro infértil.
Posteriormente, los tubos se colocaron en una incubacion a una temperatura de 37°C durante
24 horas.

3.6.5. Preparacion del Inoculo

A continuacion de dominios intactas de bacterias Streptococcus mutans ATCC -25175,
se cogid un namero especifico de dominios y se diluyeron en ductos de ensayo que contenian
10 ml de solucién salina estando estéril (NaCl al 0.9%). Estas diluciones se realizaron de
manera que las soluciones resultantes tuvieran una turbulencia relacionada al tubo N°1 de la
escala de MacFarland, lo cual indica una densidad de aproximadamente 3x108 ufc/ml
(unidades formadoras de colonias por mililitro). Las soluciones resultantes de estas diluciones

obtuvieron una densidad de aproximadamente 1x108 ufc/ml.

3.6.6. Inoculacion de Placas

Se afiadieron 100 ul por cada dafio bacteriano que fue experimentado (con una
concentracion de 1x108 ufc/ml) a 12 placas que contenian agar de Mueller Hinton. Utilizando
una espatula de Drigalsky, se dispersaron los indculos de manera uniforme en todas las placas,
asegurandose de obtener un aumento homogeéneo. Para lograr esto, se arrastré el asa de manera

equidistante y compacta sobre toda la superficie de la placa.
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3.6.7. Formacion de Pocillos

Se desinfectd el sacabocados con etanol y se expuso al fuego del mechero para
esterilizarlo. A continuacion, se realizaron los pocillos en las placas, haciendo un total de 5 por
cada una. Es importante que los pocillos estén ubicados a una distancia de mayor a 15 mm de
la orilla de la placa y que estén distribuidos de tal modo gque no tenga un recubrimiento en los

cercos de inhibicion.

3.6.8. Sembrado de las Muestras y Controles

Se utilizaron un total de 12 placas para las muestras. Esto incluy6 un control positivo,
un control negativo y tres concentraciones diferentes del extracto de mufia. En cada placa, se
realizaron un total de 5 pocillos. Para cada muestra, se sembraron 40uL en una fuente de cada
placa Petri. El control negativo o espécimen blanco consistié en agua neutra, mientras que el
control positivo fue Clorhexidina al 0.12% (PERIO.AID). En cada placa, se sembraron 40uL

en una fuente de cada placa Petri.

3.6.9. Incubacion
Las12 placas de las diluciones del espécimen y los controles fueron trasladados a una

incubadora a 37°C durante 24 horas.

3.6.10. Fase Post Analitica

Después de un periodo de incubacién de 24 horas, se comenz0 a estudiar cada placa.
Se esperaba contemplar zonas de inhibicion que fueran uniformemente circulares y que
estuvieran rodeadas por una capa homogénea de crecimiento bacteriano. Se midieron los
didametros de las zonas de inhibicion completas en milimetros, tomando como referencia el

centro de cada pocillo. Esta medicion se realizé en tres ocasiones para cada pocillo. Los valores
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obtenidos en las tres mediciones fueron promediados y redondeados para ser reportados como
una cantidad entera.
3.7 Analisis de datos

Se uso el programa Excel creando una base de datos, y posteriormente las respuestas
fueron enviados y procesados con el paquete estadistico SPSS®. (Statistical Package for the
Social Sciences) version 24. Luego en el analisis descriptivo, se usé medidas de tendencia
central y de dispersion para definir la conducta de la variable dependiente investigada. Luego,
para el andlisis inferencial, luego fue necesario realizar primero la prueba de H de Kruskal-
Wallis, cuyos resultados demostraron la necesidad de utilizar pruebas no paramétricas. Por lo
tanto, se compararon los halos de inhibicién utilizando la prueba de comparacién de pares de
Dunn.
3.8 Consideraciones Eticas

De conformidad con los comienzos establecidos en el Informe Belmont y la Norma
Etica en la Investigacion del Ministerio de Salud del 2011, autorizada segln: R.J. N° 032-2012-
J-OPE/INS: y debido a que esta investigacion no presenta riesgo alguno y en cumplimiento
con los aspectos éticos, este estudio se desarrollara conforme a los siguientes criterios:

. La averiguacién se llevara a cabo cuando se obtenga la autorizacién: de la
Oficina de Grados y Gestién del Estudiante de la Universidad Nacional Federico Villarreal.

o La categoria de la investigacion es considerada sin riesgo.

Los resultados obtenidos estaran a disposicién de la Universidad y seran empleados con

fines cientificos para la comunidad odontoldgica en general.
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IV. RESULTADOS
En este analisis se emple0 extractos hidroetandlico de mufia en densidades de 0.12%,
50 %, 100% con el objetivo de poder estimar el efecto antibacteriano in vitro encima de los
sembrados de cepas Streptococcus mutans ATCC -25175 en 12 espécimen en periodos de 48
y 24 horas.
Tabla 1
Sumario estadistico del efecto antibacteriano del extracto de mufia en concentraciones del

100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC- 25175) a las 24 horas.

Grupos. N Mda. Desv. Est. Mediana. DIC Min. Max.
Control positivo 12.00 17.95 1.25 1829 1.69 15.73 19.71
Control negativo 9.00 6.00 0.00 6.00 0.00 6.00 6.00

Concentracion 100% 12.00 20.79 1.98 20.62 2.76 18.15 24.69
Concentracion 50%  12.00 15.69  0.28 1582 0.34 15.08 15.93

Concentracion 0.12% 9.00 6.00 0.00 6.00 0.00 6.00 6.00

Nota. Esta tabla muestra que la media de cerco de inhibicidn de extracto de mufa al cien por
ciento fue superior con una estimacion de 20.79 mm con una desviacion estandar respecto a la
media de 1.98 mm, un valor menor a este fue el de control positivo con 17.95 mm y una
desviacion estandar respecto a la media de 1.25 mm, asi como el de extracto de mufia al 50 %
con un valor de 15.69 mm con una desviacion estandar respecto a la media de 0.28 mm. El
menor valor lo presento los controles negativo y extracto de mufia al 0.12% con valores

similares alrededor de 6 mm respecto al halo de inhibicion.



32

Figura 1

Distribucién del efecto antibacteriano del extracto de mufia en concentraciones del 100%,

50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC 25175) a las 24 horas.

15.8 1

15.6 1

Frecuencia (n)
Frecuencia (n)

15.4 1

Halo de inhibicién (mm)

15.2

16 17 18 19 18 20 22 24
Control positivo Concentracion 100%

Concentracién 50%

Nota. En el gréfico, se observa que la media de halo de inhibicion de extracto de mufia al 100%
se present6 alrededor de 18 y 22 mm. Respecto del extracto de mufa al 50% la mediana esta

préximo a los 16 mm.
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Tabla 2
Sumario estadistico del efecto antibacteriano del extracto de mufia en concentraciones del

100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC - 25175) a las 48 horas.

Grupo. N Mda. Desv. Est. Mediana. DIC Min. Max.

Control positivo 12 17.2 1.08 17.53 1.76 15.43 18.39
Control negativo 12 6.00 0.00 6.00 0.00 6.00 6.00
Concentracion 100% 12 20.12 1.89 20.09 2.85 17.83 24.02
Concentracion 50% 12 15.12 0.24 15.12 0.20 14.75 15.72

Concentracion 0.12% 12 6.00 0.00 6.00 0.00 6.00 6.00

Nota. Esta tabla indica que la media de cerco de inhibicién de extracto de mufia al 100% fue
superior con una estimacion de 20.12 mm con una desviacién estandar respecto a la media de
1.89 mm, un valor menor a este fue el de control positivo con 17.22 mm y una desviacion
estandar respecto a la media de 1.08 mm, asi como el de mufia al 50 % con un cerco de
inhibicidn de 15.12 mm con una desviacién estandar respecto a la media de 0.24 mm. EI menor
valor lo present6 los controles negativo y extracto de mufia al 0.12% con valores similares de

halo de inhibicion de 6 mm.
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Distribucién del efecto antibacteriano del extracto de mufia en concentraciones del 100%,

50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC 25175) a las 48 horas.

Frecuencia (n)

15.5 16 16.5 17 17.5 18
Control positivo
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Concentracion 100%

Halo de inhibicién (mm)

15.8 1

15.6 1

15.4

15.2

14.8 1

Concentracion 50%

Nota. En el gréfico, se observa que la media de halo de inhibicion de extracto de mufia al 100%

se presentd alrededor de 18 y 22 mm. Respecto del extracto de mufia al 50% la media esta

proximo entre 14 y 15.4 mm.
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Comparacion del efecto antibacteriano del extracto de mufia entre control positivo, control

negativo, extracto de mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

a las 24 horas.

Prueba H de Kruskal-Wallis

Grupo Rank sum
Control positivo 446
Control negativo 85.5
Extracto de mufia al 100% 567
Extracto de mufa al 50% 301
Extracto de mufia al 0.12% 85.5
chi2(2) with ties = 40.105
Prob = 0.0001
Dunn’s Pairwise Comparison of halo by grupo
Extracto Extracto
Control Control de mufia de mufia
Row Mean positivo negativo al 100% al 50%
Control 4.06
negative 0.01
Extracto -1.60 5.55
de mufia al 100% 0.05 0.01
Extracto 1.92 2.29 3.52
de mufa al 50% 0.03 0.01 0.01
Extracto 4.06 0.00 5.55 2.29
de mufa al
0.12% 0.01 0.50 0.01 0.01

Planteamiento de hipotesis

Ho: No existen diferencias en el efecto antibacteriano del extracto de mufa entre control

negativo, extracto de mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

a las 24 horas.

H1: Existen diferencias en el efecto antibacteriano del extracto de mufia entre control negativo,

extracto de mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC 25175) a las 24

horas.
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Regla de decision: p<0.05 se rechaza la Ho.

Nota. p=0.0001, se determino que existen diferencias en el resultado antibacteriano del extracto
de mufia entre control negativo, extracto de mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus
Mutans (ATCC 25175) a las 24 horas. Ademas se realizo la prueba de comparaciones maltiples
post-hoc por pares de Dunn, con este ensayo se concluyo que existian diversidad entre control
positivo vs control negativo (p= 0.01), control positivo vs extracto de mufia al 50% (p= 0.03),
control positivo vs extracto de mufia al 0.12% (p= 0.01), extracto de mufia al 100% vs control
negativo (p=0.01), extracto de mufia al 50% vs control negativo (p=0.01), extracto de mufia al
100% vs extracto de mufia al 50% (p=0.01), extracto de mufia al 100% vs extracto de mufia al

0.12% (p=0.01), extracto de mufia al 50% vs extracto de mufia al 0.12% (p=0.01).

Figura 3

Comparacion del efecto antibacteriano del extracto de mufia entre control positivo, control
negativo, extracto de mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

a las 24 horas.
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Nota. En el grafico, se observa que la media de halo de inhibicién de extracto de mufia al 100%

se presentd alrededor del 20 mm y mayor al del extracto de mufia al 50% con un valor

aproximado de 15 mm.

Tabla 4

Comparacion del efecto antibacteriano del extracto de mufia en concentraciones del control

positivo, control negativo, extracto de mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus

Mutans (ATCC 25175) a las 48 horas.

Prueba H de Kruskal-Wallis

Grupo
Control positivo
Control negativo
Extracto de mufia al 100
Extracto de mufa al 50%
Extracto de mufa al 0.12%

Obs

12
12
12
12
12

chi2(2) with ties = 56.396
Prob = 0.0001

Rank sum

520
150
642
368
150

Dunn's Pairwise Comparison of halo by grupo

Control

Row Mean positivo
Control 4.47
negativo 0.01
Extracto de -1.47
mufa al 100% 0.07
Extracto de 1.84
munfa al 50% 0.03
Extracto de 4.47
mufa al 0.12% 0.01

Control
negativo

-5.94
0.01
-2.63
0.01
0.00
0.50

Extracto de
mufa al 100%

3.31
0.01
5.94
0.01

Extracto de
mufa al 50%

2.63
0.01

Planteamiento de hipdtesis

Ho: No existen diferencias efecto antibacteriano del extracto de mufia entre control negativo,

extracto de mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC 25175) a las 48

horas.
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H1: Existen diferencias efecto antibacteriano del extracto de mufia entre control negativo,
extracto de mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC 25175) a las 48

horas.

Regla de decision: p<0.05 se rechaza la Ho.

Nota. p=0.0001, se determino que existen diferencias en el resultado antibacteriano del extracto
de mufia entre control negativo, extracto de mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptoccoccus
Mutans (ATCC 25175) a las 48 horas. Ademas se realizé el ensayo post-hoc de comparaciones
multiples por pares de Dunn, , con este ensayo se concluy6 que existian disimilitud entre
control positivo vs control negativo (p=0.01), control positivo vs extracto de mufia al 50% (p=
0.03), control positivo vs extracto de mufia al 0.12% (p=0.01), asi como entre extracto de mufia
al 100% vs control negativo (p=0.01), extracto de mufia al 50% vs control negativo (p=0.01),
extracto de mufia al 100% vs extracto de mufia al 50% (p=0.01), extracto de mufia al 100% vs
extracto de mufia al 0.12% (p=0.01), extracto de mufia al 50% vs extracto de mufa al 0.12%

(p=0.01).
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Figura 4
Comparacion del efecto antibacteriano del extracto de mufia entre control positivo, control
negativo, extracto de mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

a las 48 horas.
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Nota. En el grafico, se observa que la media de halo de inhibicién de extracto de mufia al 100%
se presentd aproximadamente a los 20 mm y fue mayor al valor de extracto de mufia al 50%

con un valor aproximado de 15 mm.
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Tabla 5
Comparacion del efecto antibacteriano del extracto de mufia en concentraciones del control

negativo, extracto de Mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

alas 24 horas y las 48 horas

Comparacion Prueba estadistica P valor
Control positivo 24 Prueba t de Student para 0.0008*
horas vs control positivo 48 datos apareados
horas
Control negativo 24 Prueba de signo rango de 1.00
horas vs control negativo 48 Wilcoxon para datos apareados
horas
Munia al 100% 24 horas Prueba t de Student para 0.001*
vs Mufia al 100% 48 horas datos apareados
Munfa al 50% 24 horas Prueba t de Student para 0.001*
vs Mufia al 50% 48 horas datos apareados
Muna al 0.12% 24 horas Prueba de signo rango de 1.00

vs Muia al 0.12% 48 horas

Wilcoxon para datos apareados

p <0.05 estadisticamente significativo

Planteamiento de hipdtesis
Ho: No existen diferencias del efecto antibacteriano del extracto de mufa entre control
negativo, extracto de mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC 25175)

a las 24 horas vs 48 horas.
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H1: Existen diferencias del efecto antibacteriano del extracto de mufa entre control negativo,
extracto de mufia al 100%, 50% y 0.12% sobre Streptococcus Mutans (ATCC 25175) a las 24

horas vs 48 horas.

Regla de decision: p<0.05 se rechaza la Ho.

Nota. p <0.05 estadisticamente significativo, p=0.001, se determind que existen diferencias
entre el control positivo a las 24 horas y 48 horas, entre el efecto antimicrobiano del extracto
de mufia entre concentraciones de extracto de mufia al 100% a las 24 horas vs 48 horas, y entre

extracto de mufa al 50% a las 24 horas vs 48 horas.



42

V. DISCUSION DE RESULTADOS

En la actualidad el uso de plantas medicinales estd siendo utilizadas como medio
alternativo alrededor del mundo para tratar diversas enfermedades que son causados por
distintos microorganismos. Ya que poseemos diversas riqueza botanica, geografia adecuada y
costumbres desde nuestros ancestros nos llevan al uso de las plantas medicinales. Sin embargo,
no todas tienen evidencia cientifica.

Por ello se requiere estudiar la eficacia antimicrobiana de las distintas plantas
medicinales que albergan en nuestro territorio; nuestra finalidad fue concluir la eficacia
antimicrobiana in vitro del extracto hidroetanolico de Minthostachys molliss, también conocida
como mufa la cual tiene diversas propiedades terapéuticas referente al Streptococcus mutans
ATCC -25175

los efectos muestran que el extracto hidroetanolico de mufa a las distintas densidades
si muestra efectividad antimicrobiana frente al Streptococcus mutans, a causa a la formacion
de halos inhibitorios teniendo el de mayor porcentaje 100% con un calibre de halo inhibitorio
20.79 mm. a las 24 horas.

Se obtuvo en nuestra investigacion que a mas densidad de extracto hidroetanolico de
mufia existe un superior aumento del halo de inhibicion con respecto a la concentracion de 50
% obtuvimos un promedio de 15.69 mm halo de inhibicion mientras que Navarro (2021) en
Puno, Pert obtuvo alcanzo un promedio de 12.67 mm siendo inferior a nuestros resultados
obtenidos ; mientras que en el estudio de Paucar et al. (2021) y Bonifacio U. (2019) en la
concentracion del 50% obtuvieron 7,9 mm y 22,9 mm respectivamente la cual difieren con

nuestros resultados.
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En cuanto a los tiempos si se concuerda con el estudio de Paucar et al. (2021) ya que a
la concentracion del 100% donde presenta su mayor efectividad inhibitoria a las 24 horas
disminuye significativamente mientras aumente el tiempo al igual que nuestro estudio.

En cuanto al estudio de Mejia y Silva (2019) obtuvieron un halo de inhibicion de un
promedio 12 mm en la concentracion de 50 % y en 100 % de 28 mm siendo estas
concentraciones inferiores a nuestro estudio, pero aun asi de mayor efectividad sobre el aceite
esencial de chamana determinando mayor eficiencia antibacteria del aceite de mufa.

Se realiz6 12 placas en el cual se examino que la clorhexidina al 0.12 mostro menor
cerco inhibitorio que el extracto hidroetanolico de mufia al 100% por lo que concuerda con la
investigacion ejecutada por Espinoza et al. (2018) El extracto metanolico de hojas y tallos de
Minthostachys mollis presenta efecto fungistatico y fungicida, ademas han demostrado que no
existe riesgo de citotoxicidad celular en las concentraciones minimas inhibitorias.

En nuestro estudio el extracto hidroetandlico de mufia en diferentes concentraciones
siendo la de 100 % la de mayor efectividad en comparacion con la clorhexidina y las distintas
concentraciones comparado con el estudio de Aigaje y Zurita (2017) en Quito, Ecuador a la
concentracion de 100 % obtuvimos la misma concordancia sobre el efecto inhibitorio pero
difiere en la concentracion de 25% donde indica que tiene mayor efecto que la de 50 % con
relacion a nuestro estudio ; posiblemente se necesite a que el extracto y el aceite comprendan

distintos ingredientes activos .
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VI. CONCLUSIONES

6.1. Se infiere que, el extracto hidroetandlico de mufia al 50% ,100% si muestra
efectividad antibacteriana sobre el Streptococcus mutans ATCC -25175.

6.2.  Se llegd a concluir que, a las 24 horas, el extracto hidroetandlico de mufa al
100% alcanza una considerable media de halo inhibitorio, mientras que el extracto
hidroetanolico de mufia al 0.12 % mostré menor media de halo inhibitorio.

6.3. Se infirié que las 48 horas, el extracto hidroetanélico de mufia al 100% alcanzo una
mayor media de halo inhibitorio, mientras que el extracto hidroetandlico de mufia al 0.12 %
mostrd menor media de halo inhibitorio.

6.4. Se examino que, el extracto hidroetandlico de mufia al 100% que a las 24 horas
mostré un mayor promedio de didmetro de halo de inhibicidn, estadisticamente significativo,
que la clorhexidina al 0.12%. (p<0.05)

6.5.  Se llego a observar que, el extracto hidroetanolico de mufia al 100% a las 48
horas mostr6 mayor promedio de diametro de halo de inhibicion, estadisticamente
significativo, que la clorhexidina al 0.12%. (p<0.05)

6.6.  Se manifesto que, el término medio del halo inhibitorio sobre el Streptococcus
mutans se incrementa, estadisticamente significativo, a medida que la densidad del extracto

hidroetandlico de mufia aumenta. (p<0.05)
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VIl. RECOMENDACIONES

7.1.  Se aconseja realizar estudios “in vivo” de extractos hidroetandlicos de la mufa
para evaluar la efectividad y la toxicidad.

7.2.  Se sugiere promover mas estudios cientificos utilizando como base: plantas,
tubérculos y demas variedades de flora silvestre, la cual, es abundante en nuestro pais, con el
motivo de elaboracion para crear insumos Utiles en la odontologia.

7.3.  Se aconseja realizar otros estudios con aceite e infusiones de Minthostachys
mollis comparandolo con el extracto en diferentes concentraciones para analizar la eficacia
antibacteriana.

7.4.  Se sugiere evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de mufia
frente a otras cepas patdgenas en la boca.

7.5. Se sugiere ampliar la investigacion realizando otros extractos con la
incorporacion de otra planta con actividad antibacteriana, para un posible sinergismo entre ellas

7.6.  Desarrollar estudios sobre la elaboracion de pastas dentales y de colutorios
haciendo uso del extracto hidroetandlico de Minthostachys mollis(mufia) como uno de sus

componentes mas importantes.
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IX.  ANEXOS

Anexo A: Ficha de recoleccion de datos

Longitud del halo de inhibicion

Muestra Tiempo
112|345 |6/|7]8]|9]10

Extractode | 24 h

Mufa al
0,12 % 48 h
Extracto de |24 h
Muna al
50 % 48 h
Extractode | 24 h
Muna al
100 % 48 h
Extracto 24 h
deMufa al
100 % 48 h

Control - 24 h
Agua

destilada | 48h

Control + 24 h
Clorhexidina

0,12% 48 h




ANEXO B: Fotografias de la elaboracion del extracto hidroetanélico de mufia

Hojas lavadas
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Molienda de hojas
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Hojas pulverizadas en frasco &mbar con etanol

Filtrado del extracto con ayuda de bomba al vacio



Extracto de mufa en la estufa
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Anexo C: Certificado de la elaboracion del extracto hidroetanélico de mufa

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

REPORTE DE ANALISIS N° 00153-CCA-2023

SOLICITADO POR* : WENDY YOSHY CAYTUIRO CORRALES
DIRECCION* : JIRON SANTA CRUZ 1577 VILLA MARIA DEL TRIUNFO
MUESTRA* : PLANTA MUNA

DESCRIPCION DEL PRODUCTO  : Planta fresca de color verde con olor caracteristico.
RECEPCIONADO

VARIEDAD RECEPCIONADA* ;-

PRINCIPIO ACTIVO* ;- N° CAS*: -
NUMERO DE LOTE* §

CANTIDAD : 2 Kgaprox con hojas y tallos

ORDEN DE ANALISIS : 0091-2023

FECHA DE RECEPCION : 14 de abril de 2023

FECHA DE FABRICACION* : -

FECHA DE VENCIMIENTO* .

EJECUCION DEL ENSAYO :  abril - mayo

FECHA DE EMISION ¢ 30 de mayo de 2023

0.12% (piv)

EXTRACTO

HIDROETANOLICO 50% (p/v) Conforme

100%

L ALIMENTO ¥ DEL TOXICO”
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Anexo D: Recibo de compra de la cepa de Streptococcus Mutans ATCC 25175

Gen Lab del Peru S.A.C .
. A Ge n La b Jr. Capac Yupanqui Ne. 2434 RUC N°:20501262260
S Contra Toetérica FACTURA

| del Peru (51-1) 203-7500, (51-1) 203-7501 ELECTRONICA

Email : ventas@genlabperu.com

Web Site : www.genlabperu.com F002-002616

Page 1 of 1
Fecha emision:  09/03/2023 Orden Compra: GL-23/057690
Fecha Vcto: 09/03/2023 Guia de Remision :
Cliente: UNIVERSIDAD NAC. FEDERICO VILLARREAL N° Pedido : 033053

Direccion: CAL.CARLOS GONZALES NRO. 285 RES. SAN MIGUEL
SAN MIGUEL - LIMA - LIMA - Peru
Tipo Mov. : ANTICIPOS RUC : 20170934289
Lugar de destino: CAL.CARLOS GONZALES NRO. 285 RES. SAN MIGUEL

Cadigo Descripcion Cant UM lei‘:r Dscto Sub-Total
H05666-A KWIK-STIK Streptococcus mutans derived from ATCC® 1 UND 403.3700 0.00 403.37
25175™
CONTADO Sub-Total 403.37
Cuotas FormaPago Importe Fecha Venc. AR
1 Contado S/ 475.98 09/03/2023 Op.Gravada S/ 403.37
Retencion(3.00%) S/ 0.00 o
Detraccién(0.00) S/ 0.00 IGV18% 28
Penalidad Importe Total S/ 475.98
Monto Pendiente de Pago S/ 475.98

Representacion Impresa de la Factura Electrénica

CUATROCIENTOS SETENTA Y CINCO CON 98/100 SOLES Consulte : http://cpe.genlabperu.com

Observaciones de SUNAT :
La FACTURA numero 20501262260-01-F002-002616, ha sido aceptada

Despues de Vencido el plazo de cancelacion, se recargara el interes legal correspondiente.
Sirvanse Realizar el Deposito Respectivo a las Siguientes Ctas Bancarias:
BCP Soles 193-1440607-0-84 BBVA Soles 0011-0139-0100024183-34
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Anexo E: Certificado de analisis de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175

ew

. o7
Mlcrobld@ :

pon R

Expiration Date: 2024/3/31
Release Information:
Quality Control Technologist: Jacob A Lohman
Release Date: 2022/5/12

Microorganism Name: Streptococcus mutans
Catalog Number: 0266

Lot Number: 266-35**

Reference Number: ATCC® 25175™*
Passage from Reference: 3

Performance

Macroscopic Features: Medium:
5 A h A X
S SRR S Fonliciae shepec entr edge, whit and the SBAP
Microscopic Features: Method:
| ithv t i | i 1

Smgl g:;:r‘n d;&s equ‘(:m:t:l o ovoid cells occurring singly, In pairs and Gram Stain (1)

ID System: A_A_ALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results

See attached ID System resuits document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative
Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

wwamtbdhm' ber app g on the product label and packing slip are merely a ging event ber. The lot ber displayed on this

Indhvddiaal & o

€ DiaJtcs urspid Rt Soen eSS KON SERIRATNS S S LRSS

(1) These lasts are accredited 1o ISO/IEC 17025.

TESTING CERT #2655.01




Anexo F: Fotografias de la evaluacion del efecto antibacteriano del extracto

hidroetanolico de mufia y clorhexidina al 0.12% sobre el Streptococcus mutans.

A las 24 horas. +
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A las 48 horas
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Anexo G: Informe de laboratorio y célculos

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

SOLICITADO POR*
DIRECCION*
MUESTRA*

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

RECEPCIONADO

REPORTE DE ANALISIS N° 00152-CCA-2023

WENDY YOSHY CAYTUIRO CORRALES
JIRON SANTA CRUZ 1577 VILLA MARIA DEL TRIUNFO

EXTRACTO DE MUNA

03 Frascos ambar a 3 concentraciones (0.12%, 50%, 100%) + Control
positivo:Clorhexidina.

VARIEDAD RECEPCIONADA* $ -

PRINCIPIO ACTIVO*
NUMERO DE LOTE*
CANTIDAD

ORDEN DE ANALISIS
FECHA DE RECEPCION
FECHA DE FABRICACION*
FECHA DE VENCIMIENTO*
EJECUCION DEL ENSAYO
FECHA DE EMISION
EFICACIA ANTIMICOTICA

" N2 CAS*; -
10 mL c/u

0122-2023

24 de mayo de 2023

Del 25 de mayo de 2023 al 22 de junio de 2023
23 de junio de 2023

EXTRACTO DE MUNA
MICROORGANISMO Longitud de halos de inhibicion (mm) - 24 horas
Control positivo Clorhexidina ({'é’l‘l"”(',;‘:m‘!;‘a“ 100% 50% 012%
18.75 6 23.46 15.69 NM
18.46 6 20.33 15.60 6
19.71 6 24.69 15.08 NM
17.68 6 18.15 15.93 6
; 16.54 NM 18.80 15.92 6
- St eplocbeéiis mutans 1573 6 19.50 15.88 6
ARCE25175 18.20 NM 20.63 15.88 6
19.62 6 22.18 15.78 6
18.38 6 18.54 15.27 6
17.41 6 20.96 15.91 6
16.39 6 21.63 15.86 NM
18.57 NM 20.60 15.52 6
0s es de 6mm, por lo tanto, cliando se reporta esta medida indica que no hay formacién de halos de inhibicion
s de inhibicion coj el tamaiio de los pacillos, | N

ax: (511) 619-70 8
http://farmacia.unmsm.edu.pe

. Ap. Postal 4559 - Lima 1



UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

REPORTE DE ANALISIS N° 00152-CCA-2023

SOLICITADO POR* ¢ WENDY YOSHY CAYTUIRO CORRALES
DIRECCION* : JIRON SANTA CRUZ 1577 VILLA MARIA DEL TRIUNFO
MUESTRA* ) ¢ EXTRACTO DE MUNA
DESCRIPCION DEL PRODUCTO  : (3 Frascos ambar a 3 concentraciones (0.12%, 50%., 100%) + Control
RECEPCIONADO positivo:Clorhexidina.
VARIEDAD RECEPCIONADA* .
PRINCIPIO ACTIVO* - N° CAS*; -
NUMERO DE LOTE#* P e
CANTIDAD : 10mL c/u
ORDEN DE ANALISIS ¢ 0122-2023
FECHA DE RECEPCION ¢ 24 de mayo de 2023
FECHA DE FABRICACION* i o
FECHA DE VENCIMIENTO* -
EJECUCION DEL ENSAYO ¢ Del 25 de mayo de 2023 al 22 de junio de 2023
FECHA DE EMISION : 23 dejunio de 2023
EFICACIA ANTIMICOTICA
; ENJUAGUES BUCALES
7 MICROORGANISMO Longitud de halos de inhibicién (mm) - 48 horas
: : - Control positivo Clorhexidina c;f:;;“:,:;%;ﬁ‘;o 100% 50% 0.12%
17.79 6 22.15 15.13 6
18.29 6 19.13 14.97 6
17.73 6 24.02 14.75 6
16.82 6 17.83 15.03 6
15.43 6 17.97 15.22, 6
g’ ATCC 25175 17.32 6 20.03 15.02 6
48 horas 18.39 6 21,78 15.13 6
18.17 6 17.96 14.86 6
16.79 6 20.27 1527 6
16.16 6 21.01 1578 6
6 20.15 15.11 6
iEillos es de 6mm, por lo tanto, ndo se reporta esta medida indica que no hay formacion de halos de iithibicion

s de inhibicion coj tamano de los pacillos,

(511) 619-7000 : Ap. Postal 4559 - Lima 1
fa %



Anexo H: Matriz de consistencia

65

antibacteriana
del extracto
de
Minthostachys
mollis (mufia)
y clorhexidina
frente al
Streptococcus
mutans ATCC
25175 enun
estudio in
vitro?

la Clorhexidina en enjuague
al 0,12% y del extracto
hidroetandlico de
Minthostachys mollis al
0,12%, 50% y 100% frente
a Streptococcus mutans.
Objetivos especificos:
eDeterminar in vitro el
diametro de los halos de
inhibicion del extracto
hidroetanélico de mufia
(Minthostachys mollis) al
0.12%, 50% y 100% in
vitro sobre cepas de
Streptococcus mutans 24
horas.

eDeterminar in vitro el
diametro de los halos de
inhibicidn del extracto
hidroetanélico de mufa
(Minthostachys mollis) al
0.12%, 50% y 100% in
vitro sobre cepas de
Streptococcus mutans 48
horas.

eDeterminar in vitro el
diametro del halo de
inhibicion de la
clorhexidina al 0,12% sobre
cepas de Streptococcus
mutans 24 horas.
eDeterminar in vitro el
diametro del halo de
inhibicion de la
clorhexidina al 0,12% sobre
cepas de Streptococcus
mutans 48 horas.

hidroetanolico
de
Minthostachys
mollis (mufa)
al 0,12%, 50%
y 100% frente
al
Streptococcus
mutans en
comparacion
con el grado
de eficacia
antimicrobiana
de la
Clorhexidina
al 0,12% sobre
la inhibicién
del
Streptococcus
mutans cepa
ATCC 2575.

hidroetandlico
de
Minthostachys
mollis (mufia)
en las
concentraciones
(0.12%, 50% y
100%)
Variable
Dependiente :
*Efecto
antimicrobiano
del extracto
hidroetandlico
de
Minthostachys
mollis (mufia)

Fornulacion | Objetivos Hipotesis Variable Metodologia
del
problema
¢Cual es la Obijetivo general: Existe eficacia | Variable Tipo de
eficacia Evaluar la eficacia antimicrobiana | independiente : | investigacion:
antimicrobiana in vitro de del extracto *Extracto Experimental in

vitro,
prospectivo,
longitudinal
Poblacion:
Cepas de
Streptococcus
mutans ATCC
25175.
Muestra:
conformada por
12 placas petri,
con cepas de
Streptococcus
mutans ATCC
25175.
Muestreo:
muestreo no
probabilistico
por
conveniencia.
Unidad de
analisis:

Una

placa petri
inoculada con
cepa de
Streptococcus
mutans ATCC
25175.




