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5. Resumen y abstract

Resumen

Objetivo: Comparar el efecto antibacteriano de tres concentraciones de extracto
hidroetanolico de hoja de Mangifera indica (mango) frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175. Metodologia: Fue de tipo cuantitativo, de nivel explicativo y
segun su disefio es experimental, prospectivo, transversal y analitico. La poblacion
estuvo conformada por placas Petri con cepas de Streptococcus mutans. La muestra
fue de 10 repeticiones para cada grupo, distribuidas en concentraciones al 10%, 25%,
50%, gluconato de clorhexidina al 0.12% (control positivo) y etanol 70° (control
negativo). Se empleo el método Kirby Bauer de difusion en agar y la lectura se realizo
con una regla milimetrada Vernier Digital teniendo en cuenta los parametros de
sensibilidad determinados por la escala de Duraffourd, los cuales fueron registrados
en una ficha de recoleccion de datos. Resultados: EI didmetro del etanol 70° y la
concentracion al 10% y al 25% dieron como mismo valor y como constante 6.0 mm;
por lo tanto, tuvieron una sensibilidad nula (-), al 50% se obtuvo un promedio de
14.75mm; determinado como muy sensible (++), y en el gluconato de clorhexidina al
0.12% un didmetro de 24.58mm; indicando ser sumamente sensible (+++).
Conclusiones: El extracto hidroetandlico de hoja de Mangifera indica al 50% presentd
mayor efecto antibacteriano frente a las concentraciones de 10% y 25% sobre cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175, considerandose muy sensible segun la escala

de Duraffourd.

Palabras Claves: Efecto antibacteriano, Extracto hidroetandlico, Mangifera indica y

Streptococcus mutans.
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Abstract

Objective: To compare the antibacterial effect of three concentrations of
hydroethanolic extract of the Mangifera indica (mango) leaf against strains of
Streptococcus mutans ATCC 25175. Methodology: It was of a quantitative type, of
an explanatory level and according to its design it is experimental, prospective, cross-
sectional and analytical. The population consisted of Petri dishes with strains of
Streptococcus mutans. The sample was 10 replicates for each group, distributed in
concentrations of 10%, 25%, 50%, 0.12% chlorhexidine gluconate (positive control)
and 70° ethanol (negative control). The Kirby Bauer agar diffusion method was used
and the reading was performed with a Vernier Digital millimeter rule taking into
account the sensitivity parameters determined by the Duraffourd scale, which were
recorded on a data collection sheet. Results: The diameter of 70° ethanol and the
concentration at 10% and 25% gave the same value and 6.0 mm as a constant;
therefore, they had a null sensitivity (-), at 50% an average of 14.75 mm was obtained;
determined as very sensitive (++), and in 0.12% chlorhexidine gluconate a diameter of
24.58mm; indicating being extremely sensitive (+++). Conclusions: The
hydroethanolic extract of the Mangifera indica leaf at 50% had a greater antibacterial
effect compared to the concentrations of 10% and 25% on strains of Streptococcus
mutans ATCC 25175, being considered very sensitive according to the Duraffourd

scale.

Keywords: Antibacterial effect, Hydroethanolic extract, Mangifera indica and

Streptococcus mutans.
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Introduccién

Hoy en dia se habla mucho de las plantas medicinales, las mismas que
vienen siendo utilizadas desde hace mucho tiempo a nivel mundial para
aliviar y curar diversos tipos de enfermedades ya existentes. En los dltimos
afios podemos ver cdmo ha ido aumentando la necesidad de utilizar las
plantas medicinales como uno de los primeros recursos ante la existencia
de ciertas enfermedades o infecciones. Las investigaciones de los maltiples
tipos de plantas se muestran como una alternativa en la medicina natural.
En el campo odontoldgico se habla mucho de las propiedades medicinales
que contienen las plantas y nos muestran multiples alternativas que pueden
ser muy beneficiosas para tratar un problema dental abarcando desde una
lesion bucal simple hasta alguna patologia.?

Mangifera indica es popularmente conocida como mango, es una especie
perteneciente a la familia Anarcadiacea y originario de Asia tropical (India
y Myanmar); y que actualmente es cultivado en todo el mundo tropical y
sub—tropical.® Esta planta ha sido utilizada desde la antigiiedad en la India
y actualmente se afirma que contiene propiedades medicinales en todas sus
partes tales como: El tallo, las hojas y el fruto que sirven para tratar las
infecciones bucales, la fiebre, los trastornos biliares y gastrointestinales, a
su vez sirven como antiparasitarios, como laxante, como antiglucémico y
como antiinflamatorio.*

Existen muchas plantas medicinales que ya han sido y son muy estudiadas
en la actualidad, sin embargo, en este estudio nos enfocamos en la planta
Mangifera indica (mango), la cual no ha sido muy estudiada en el campo

de la odontologia y tampoco tiene validacion cientifica de su efecto. A su



vez en Samoa, dentro de la medicina tradicional se continla utilizando la
infusion de la corteza de Mangifera indica para tratar las infecciones
bucales en los nifios y obteniendo resultados eficaces a corto plazo.®

A nivel mundial, Cathrine B et al® (India, 2018), realiz6 un estudio en el
cual determind la actividad antibacteriana de Azadirachta indica,
Pongamia pinnata, Psidium guajava y Mangifera indica y su mecanismo
de accion contra Staphylococcus aureus, concluyendo que existe una buena
actividad antibacteriana general de Mangifera indica correlacionado con la
buena capacidad antioxidante general, y que también muestra un
mecanismo potencialmente Unico de inhibicion bacteriana, dirigido a la
expresion del gen de virulencia. Asimismo, Mutua J et al’ (Kenia, 2017),
realiz6 un estudio sobre la evaluacion de la composicién proxima, potencial
antioxidante y actividad antimicrobiana de los extractos de semillas de
mango sobre gram positivas como Staphylococcus aureus. Este estudio
demostro que el polvo de semilla de mango es un antibiotico y
antimicotico.

A nivel latinoamericano, Reyes D et al* (Venezuela, 2017), realizaron un
estudio en el cual se evaluo el efecto antimicrobiano del extracto foliar de
mango (Mangifera indica) en microorganismos de interés clinico, de los
cuales dio los siguientes resultados: la CMI fue 10% y la CMB fue 15%,
para Staphylococcus aureus (gram positiva), determinando que este
microorganismo fue eliminado a una menor concentracion del extracto de
Mangifera indica. A su vez el estudio de Guerra G et al® (Ecuador, 2016)
evaluo la actividad antimicrobiana de extractos de las hojas de Mangifera

indica, para lo cual se utilizaron diferentes concentraciones de 10%, 25%,



50% ,75% y 100%, donde se determind que hubo inhibicion frente a las
cepas ya mencionadas, existiendo mayor sensibilidad frente a
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus en todos los anélisis.

A nivel nacional, Untol P et al® (Trujillo - Per(, 2019) ejecut6 su estudio
para evaluar el efecto in vitro de extractos hidroalcoholicos de Mangifera
indica, Tamarindus indica y Cassia angustifolia sobre el crecimiento de
Salmonella typhi y Escherichia coli, se utilizaron concentraciones al 50%
y 25% para cada uno de los extractos, los resultados mostraron diferencias
significativas entre el efecto de los extractos, teniendo un mayor efecto el
extracto de Mangifera indica con un halo de inhibicion de 16,53 mm para
Salmonella typhi y de 15,16 mm para Escherichia coli a la concentracion
de 50%. Asi mismo Cardenas R*® (Lima - Perd, 2019) realizé un estudio
para comparar la actividad antibacteriana in vitro de distintos extractos de
hojas de Mangifera indica Lineau sobre cepa de Staphylococcus aureus,
donde se comprobo que las concentraciones al 50% y 100%, efectivamente
presentaban accion antimicrobiana con halos de inhibicién entre 21mm y
35 mm determinandose diferencias significativas entre ellos. Por lo tanto,
concluy6é que el extracto de hojas de Mangifera indica es un potente
antibacteriano, demostrando ser mas eficaz en la concentracion al 100% y
como extracto hidroetanolico, confirmando asi la presencia de
constituyentes activos en plantas medicinales.

Uno de los grandes problemas que existen hoy en dia es el muy alto
consumo de medicamentos, resaltando como los mas utilizados a los

antibidticos, es por ello que estan existiendo consecuencias graves a la



salud y favoreciendo a la resistencia de las bacterias por su uso
descontrolado.

Por lo anteriormente expuesto, en la presente investigacion se formulo el
siguiente enunciado del problema: ;Cuél es el efecto antibacteriano del
extracto hidroetandlico de la hoja de Mangifera indica frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 251757 El objetivo general fue: Comparar el
efecto antibacteriano de tres concentraciones de extracto hidroetandlico de
hoja de Mangifera indica (mango) frente a cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175. Y los objetivos especificos fueron: Evaluar el efecto
antibacteriano del extracto hidroetandlico de hoja de Mangifera indica
(mango) al 10%, al 25% y al 50% frente a cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175; comparar el efecto antibacteriano de tres concentraciones de
extracto hidroetanolico de hoja de Mangifera indica (mango) vs gluconato
de clorhexidina al 0.12% frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175; comparar el efecto antibacteriano de tres concentraciones de
extracto hidroetandlico de hoja de Mangifera indica (mango) vs etanol 70°
frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Esta investigacion se justifica por tener relevancia e importancia teorica,
pues se evidencian escasos estudios realizados a nivel mundial de manera
experimental sobre extractos de altas concentraciones frente a bacterias
gram positivas como Streptococcus mutans y a otras bacterias
desencadenantes de maltiples enfermedades, donde claramente se podria
estar frente a una alternativa contra bacterias gram positivas.

Mangifera indica tiene propiedades farmacéuticas y puede evidenciarse su

utilidad dentro de la medicina natural como agente antibacteriano y



antimicrobiano, pudiendo ser una alternativa para contrarrestar la presencia
de Streptococcus mutans; el cual es el desencadenante principal de la caries
dental.

Este estudio servira como incentivo y permitird realizar posteriores
estudios para reafirmar su eficacia, a su vez ayudara a brindar nuevas
opciones en la rama de la odontologia ya que estos elementos se encuentran
al alcance de las manos y son muy simples de realizar y poder asi mas
adelante encontrarnos con nuevas propuestas y/o medidas preventivas.
Esta investigacion se realizd en el Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia de la Universidad Nacional de Trujillo, distrito de Trujillo,
provincia de Trujillo, departamento de la La Libertad, se utilizd una
metodologia de tipo cuantitativo, de nivel explicativo y segun su disefio es
experimental, prospectivo, transversal y analitico. La poblacion fue
conformada por placas Petri con cepas de Streptococcus mutans. La
muestra estuvo conformada por 10 repeticiones para cada grupo, se
utilizaron concentraciones al 10%, 25%, 50%, gluconato de clorhexidina
al 0.12% (control positivo) y etanol 70° (control negativo). Para evaluar el
efecto sobre el crecimiento se emple6 el método Kirby Bauer de difusion
en agar. Se realizo la lectura del diametro (mm) de los halos de inhibicion
con una regla milimetrada Vernier Digital. Se concluy6d que el extracto
hidroetandlico de hoja de Mangifera indica al 50% presenté mayor efecto
antibacteriano frente a las concentraciones de 10% y 25% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, considerandose muy sensible segin

la escala de Duraffourd.



La presente investigacion esta elaborada mediante el prototipo y orden del
esquema planteado en el Reglamento de Investigacion, mismo por el cual
iniciamos por la introduccion en el cual incluimos el enunciado del
problema, el objetivo general y los objetivos especificos, la justificacion;
la revision de la literatura con los antecedentes y bases tedricas,
continuamos con la hip6tesis planteada en la investigacion, seguido de la
metodologia donde se indicd el tipo, nivel y disefio de investigacion, la
poblacién y muestra, la operacionalizacion de variables, la técnica e
instrumento de recoleccion de datos, el plan de analisis, la matriz de
consistencia y los principios éeticos. Finalmente, los resultados, el analisis

de resultados, las conclusiones y las recomendaciones.



Revision de la literatura

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Carrillo T et al** (Ecuador, 2020). Actividad antimicrobiana
de extractos hidroalcohdlicos de hojas de dos variedades de
Mangifera indica L. Objetivo: Evaluar la actividad
antimicrobiana de extractos hidroalcohdlicos al 90% y 50% de
la variedad Tommy Atkins y extracto hidroalcohdlico al 50%
de la variedad Edward. Metodologia: Este estudio fue
experimental, analitico y explicativo. Emple6 dos métodos de
difusion en agar (Kirby Bauer y Kirby Bauer modificado)
frente a Staphylococcus aureus. Se elabor6é 1 extracto
hidroalcoholico al 90% de la variedad Tommy Atkins
mediante maceracion, 1 extracto hidroalcoholico al 50% de la
variedad Tommy Atkins mediante digestion y 1 extracto
hidroalcoholico al 50 % de la variedad Edward obtenido por
ultrasonido, tomando lectura en mm. Resultados: El extracto
hidroalcoholico al 90% por maceracion de la variedad Tommy
Atkins dio un halo de inhibicién de 8.67mm, el extracto
hidroalcoholico al 50% por digestion un halo de inhibicion de
9.67mm y el extracto hidroalcohdlico al 50% de la variedad
Edward obtenido por ultrasonido dio como halo de inhibicion
9.33mm. Conclusiones: Los extractos obtenidos de la
variedad Tommy Atkins tanto por maceracién como por

digestién al 90% y al 50%, tienen una mayor actividad



antimicrobiana que la observada con el extracto
hidroalcohdlico 50% obtenido por el método de ultrasonido de
la variedad Edward, el cual mostr6 una menor actividad
antimicrobiana.

Cathrine B et al® (India, 2018). Actividad antibacteriana de
Azadirachta indica, Pongamia pinnata, Psidium guajava y
Mangifera indica y su mecanismo de accion contra
Staphylococcus aureus. Objetivo: Determinar el efecto de
Mangifera indica sobre la expresion de genes cruciales de
virulencia spaP y gtfB de Staphylococcus aureus.
Metodologia: Este estudio fue experimental, analitico y
explicativo. La actividad antibacteriana se determino
utilizando un método de microdilucion modificado. El
potencial antioxidante se evalu6 mediante difenil
picrylhydrazyl (DPPH), reactivo de Griess y ensayos
calorimétricos de tetrazolio nitroblue. La actividad sinérgica
se investigd usando un método de tablero de ajedrez
modificado, mientras que la citotoxicidad se determin6 de
acuerdo con un ensayo de sal de proliferacion celular de 2,3-
bis- (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -2H-tetrazolio-5-
carboxanilida. La transcripcion inversa fue el método elegido
para determinar la diferencia en la expresion de los genes spaP
y gtfB después del tratamiento con la muestra de la planta.
Resultados: Mangifera indica y Azadirachta indica tuvieron

la mayor actividad antibacteriana a concentraciones de 0.3 mg



/ ml'y 6.25 mg/ml, respectivamente. Azadirachta indica tuvo
la mejor eliminacion de radicales libres de DPPH, exhibiendo
un 50% de inhibicion a 28.72 pg / ml; mientras que Mangifera
indica mostrdé un mejor potencial de eliminacion de
superoxido que el control positivo de quercetina. Tanto
Mangifera indica como Azadirachta indica tuvieron una
actividad adecuada contra el radical libre de 6xido nitrico
(12.87 y 18.89 pg / ml, respectivamente). Mangifera indica
redujo selectivamente la expresion del gen gtfB, lo que indica
un  mecanismo  que involucra  glucotranferasas,
especificamente dirigido a la union bacteriana. Conclusiones:
Existe una buena actividad antibacteriana general de
Mangifera indica correlacionado con la buena capacidad
antioxidante general, mientras que muestra un mecanismo
potencialmente Unico de inhibicidn bacteriana, dirigido a la
expresion del gen de virulencia.

Reyes D et al* (Venezuela, 2017). Efecto antimicrobiano del
extracto foliar de mango (Mangifera indica cv. Bocado) en
microorganismos de interés clinico. Objetivo: Evaluar el
efecto antimicrobiano (concentracion minima inhibitoria
“CMI” y bactericida “CMB” del extracto etanolico foliar del
5% al 80% de Mangifera indica. Metodologia: Fue de tipo
cuantitativo, experimental, analitico. Se realiz6 por macro
dilucion en 50 pL de: Staphylococcus aureus;

cualitativamente por turbidez del cultivo liquido vy



cuantitativamente en unidades formadoras de colonia (UFC)
en cultivo sélido, a 37°C a 24 y 48 h. Resultados: A las 24
horas, la CMI fue 15 % y la CMB fue 20%, para
Staphylococcus aureus. A las 48 horas, la CMI fue 10% vy la
CMB fue 15%, para Staphylococcus aureus. Conclusiones: A
las 48 horas, Staphylococcus aureus fue eliminado a menores
concentraciones del extracto de Mangifera indica.

Mutua J et al’ (Kenia, 2017). Evaluacién de la composicion
proxima, potencial antioxidante y actividad antimicrobiana de
los extractos de semillas de mango. Objetivo: Evaluar algunas
de las caracteristicas bioguimicas y el potencial
antimicrobiano de los extractos de semillas de mango en
patdgenos bacterianos y fungicos humanos de importancia
médica. Metodologia: Fue experimental, analitico,
transversal. Para este estudio se utilizaron cuatro variedades de
mango (Apple, Ngowe, Kent y Sabine) de los condados de
Makueni y Embu en Kenia. Los aislamientos de los siguientes
organismos, bacterias Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Candida albicans se obtuvieron del laboratorio de
microbiologia de alimentos de la Universidad de Agricultura
y Tecnologia Jomo Kenyatta. Los cultivos utilizados tenian
24h de edad, habiéndose incubado a 37 ° C. Las colonias
bacterianas estandar se colocaron en el medio de agar Muller
Hinton seco y se extendieron uniformemente en la placa y se

dejaron secar por completo. Resultados: Los polvos de

10



semilla de mango analizados tenian, en promedio, un
contenido de proteina de 6.74 a 9.20%. Los granos de semillas
de mango Apple y Ngowe tenian un contenido de grasa
significativamente mayor de 13.04 y 13.08, respectivamente,
mientras que Sabine de Makueni tenia el menor contenido de
grasa de 9.84%. El contenido de cenizas, fibra y carbohidratos
vario de 1.78 a 2.87%, 2.64 a 3.71% y 72.86 a 75.92%,
respectivamente. La capacidad de eliminacién porcentual
media de los extractos de granos de mango a una
concentracion de 20 mg / ml fue del 92,22%. Los extractos de
almendra de mango Apple y Sabine tenian zonas de inhibicion
significativamente altas de 1.93 y 1.73 en comparacion con
Kent y Ngowe con 1.13 y 1.10, respectivamente, contra
Escherichia coli para Candida albicans, la inhibicion del
extracto de grano de mango Kent, 1.63, fue significativamente
menor que la de Ngowe, Apple y Sabine con 2.23,2.13y 1.83,
respectivamente. Conclusiones: El polvo de semilla de mango
es un antibidtico y antimicatico.

Guerra G et al® (Ecuador, 2016). Determinacion de la
actividad antimicrobiana de extractos de las hojas de
Mangifera indica. Objetivo: Evaluar la actividad
antimicrobiana de extractos hidroalcohdlicos de hojas de
Mangifera indica (Tommy Atkins y Edward). Metodologia:
De tipo cuantitativo, experimental, analitico, explicativo. Los

extractos utilizados para estudiar la actividad antimicrobiana
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2.1.2.

fueron Tommy Atkins 90% obtenido por maceracion, Tommy
Atkins 50% obtenido por digestion y Edward 50% obtenido
por ultrasonido, evaludndose la actividad antimicrobiana
frente a cepas bacterianas ajustadas 0.5 en la escala Mc.
Farland (1.5 x 108 UFC/ml) de Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Escherichia
coli y Enterococcus faecalis, mediante los métodos de Kirby
Bauer (discos), Kirby Bauer modificado (pozos). Resultados:
Se determind la concentracion minima inhibitoria y
concentracion minima bactericida. Estos analisis se realizaron
bajo condiciones de incubacion de 370C por 24 horas, en
ambiente aséptico. Cada extracto fue llevado a cinco
concentraciones distintas (10%, 25%, 50% ,75%, 100%).
Conclusiones: Se obtuvo inhibicién frente a las cepas ya
mencionadas, existiendo mayor sensibilidad frente a
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus en todos
los analisis.

Nacionales

Mendoza R et al*? (Lima - Pert, 2020). Comparacion de la
actividad antibacteriana del extracto hidroetandlico vs extracto
hidroalcoholico de las hojas de Mangifera indica L. (Mango)
en distintas concentraciones: Un estudio in vitro. Objetivo:
Comparar la actividad antibacteriana in vitro de distintos tipos
de extractos hidroalcohdlicos de las hojas de la planta

Mangifera indica L. sobre Staphylococcus aureus.
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Metodologia: De tipo cuantitativo, experimental, tranversal y
analitico. Se determiné la actividad antimicrobiana de cuatro
diluciones: extracto etandlico de Mangifera indica L. y
extracto hidroalcohdlico de Mangifera indica L. al 50% vy al
100% sobre cultivos de Staphylococcus aureus haciendo una
comparativa con el grupo de control positivo (clorhexidina
0.12%) y negativo (alcohol 96°) en cultivos de agar Mueller
Hinton utilizando el método de difusién de Kirby-Bauer en
cada grupo de estudio a 37°C por 24 horas. Resultados: En el
extracto hidroalcohdlico al 50% y 100% tuvieron un halo
inhibitorio de 21,3 + 0,5 y 24,1 + 0,8 mm, respectivamente.
Ademas, con respecto al extracto hidroetanolico al 50% y
100% se encontré un halo inhibitorio de 24,6 + 0,5y 33,5 +
1,2 mm, respectivamente. Conclusiones: Los extractos de
hoja de mango son potentes antibacterianos, demostrando ser
mas efectivos los extractos hidroetandlicos al 100%, lo que
confirma la presencia de principios activos en las plantas
medicinales.

Untol P et al® (Trujillo - Perd, 2019). Efecto in vitro de
extractos hidroalcohdlicos de Mangifera indica, Tamarindus
indica y Cassia angustifolia sobre el crecimiento de
Salmonella typhi y Escherichia coli. Objetivo: Evaluar el
efecto in vitro de extractos hidroalcohdlicos de Mangifera
indica, Tamarindus indica y Cassia angustifolia sobre el

crecimiento de Salmonella typhi y Escherichia coli ATCC
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25922. Metodologia: De tipo cuantitativo, experimental,
explicativo y analitico. Los extractos hidroalcohdlicos se
obtuvieron de las hojas de Mangifera indica, Tamarindus
indica y Cassia angustifolia utilizando un equipo Soxhlet con
alcohol al 90%, se usaron concentraciones al 50% y 25% para
cada uno de los extractos y un mix al 50% y 25% de los tres
extractos. Para evaluar el efecto sobre el crecimiento se
empled el método Kirby-Bauer, se colocaron 5 discos por
placa para cada concentracion (extractos y el mix mas el
control positivo (ciprofloxacina)), incubandose a 37 °C
durante 24 horas, luego se midi6 el didmetro de las zonas de
inhibicion. Resultados: El extracto de Mangifera indica tuvo
mayor efecto con un halo de inhibicién de 16,53 mm para
Salmonella typhi y de 15,16 para Escherichia coli a la
concentracion de 50%. Conclusiones: Los resultados
mostraron diferencias significativas entre el efecto de los
extractos.

Cardenas R (Lima - Per(, 2019). Actividad antibacteriana
in vitro de diferentes extractos de hojas de Mangifera indica
lineau (mango) sobre cepa de Staphylococcus aureus ATCC
6538. Objetivo: Evaluar la accién antibacteriana in vitro de
distintos extractos de hojas de mango sobre Staphylococcus
aureus. Metodologia: De tipo cuantitativo, experimental,
explicativo 'y analitico. Se determind la actividad

antibacteriana de extractos hidroetandlicos e hidroalcohélicos
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al 50% vy al 100% sobre cepas de Staphylococcus aureus
comparando con el grupo de control positivo (clorhexidina
0.12%) y negativo (alcohol 96°) usando el método de difusion
de Kirby Bauer pozos tomando 8 repeticiones por cada grupo
de estudio e incubando los cultivos a 37°C por 24 horas.
Resultados: Se determind que estos extractos poseen
actividad antibacteriana con halos de inhibicion entre 21mm y
35 mm y encontrando diferencias significativas entre ellos y
con el control positivo. Conclusiones: Los extractos de
Mangifera indica son potentes antibacterianos, demostrando
ser mas eficaz el extracto de mayor concentracion es decir el
extracto hidroalcohdlico al 100%, la cual confirma la
presencia de constituyentes activos en plantas medicinales.
2.2. Bases teoricas
2.2.1. Generalidades del Mangifera indica (mango)

Durante miles de afios las semillas de Mangifera indica,
conocido vulgarmente como mango, han sido utilizadas como
planta medicinal y cuando antiguamente las personas salian a
cazar utilizaban su fruto como alimento para aumentar la
energia y calmar el hambre.*?

Es una especie de planta con flores perteneciente a la familia
de hiedras Sumac y venenosas Anacardiacea, es nativo del
subcontinente indio, cientos de sus variedades que son
cultivadas se han introducido en otras regiones célidas del

mundo. Es un gran arbol frutal, capaz de crecer hasta una
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altura y un ancho de corona de unos 30 metros (100 pies) y
una circunferencia del tronco de mas de 3,7 metros.?

La domesticacidn de la especie se atribuye a la India alrededor
del afio 2000 a. C. El mango fue llevado a Asia oriental
alrededor de 400-500 aC, en el siglo XV a Filipinas, y en el
siglo XVI a Africa y Brasil por los exploradores portugueses.
La especie fue evaluada y nombrada por primera vez en la
nomenclatura boténica por Linneo en 1753. EI mango es el
fruto nacional de India, Pakistan y Filipinas y el arbol nacional
de Bangladesh.*?

Es un arbol originado al noreste de la India, proveniente de la
familia de las anacardiaceas, esta planta se da en cultivos en
zonas tropicales y subtropicales, es de copas redondas y de
hojas perennes con una coloracién siempre verde y longeva,
tiene un tronco grueso, de corteza negruzca con un latex
resinoso.®

En el Ayurveda, es usado dentro una férmula de Rasayana y
otras veces mezclado con &cidos suaves como shatavari
(Asparagus racemosus) y guduchi (Tinospora cordifolia). En
este sistema oriental de la medicina tradicional, las
propiedades variadas se atribuyen a diferentes partes del arbol
de mango, tanto como alimento como medicina.*

Los extractos de la corteza, las hojas, los tallos y las frutas no
maduras han demostrado propiedades antibioticas in vitro y se

utilizan en la medicina tradicional.*®
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2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

El mango es una fruta muy delicada es por eso que su cosecha
debe ser muy cuidadosa, siendo asi colocadas en unos cestos
sin ser golpeadas.®®

Taxonomia

Clase: Equisetopsida.’®

Subclase: Magnoliidae.™

Super Orden: Rosanae.™

Orden: Sapindalesales.™®

Familia: Anacardiaceae.’®

Género: Mangifera.’®
Especie: M. indica L.*°
Nombre comun: “mango”.'°

Propiedades

El mango es considerado una fruta muy rica en vitaminas,
minerales y fibras, ya que en las fibras encontramos una
especie de laxante, el cual es recomendado para contrarrestar
el estrefiimiento, contribuyente también para bajar el
colesterol, la diabetes y la obesidad.®

También decimos que el mango tiene propiedades
antioxidantes ya que cuenta con alto porcentaje de vitamina C,
especialmente indicada para las personas que no toleran las
naranjas, los limones, pimientos o el kiwi.*®

Aspectos botanicos

El mango proviene de la regién Indomalaya, la cual es

cultivada en regiones tropicales y sub tropicales, son
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2.2.5.

2.2.6.

caracterizados por medir hasta 20 mts, el tronco mide
aproximadamente 2.5 mts de didmetro, las hojas son alternas,
enteras pecioladas, subcoraceas de 15— 25 cm de longitud. Sus
flores suelen ser pequefias. Su fruto es drupaceo (pulpa y
hueso), monospermo (1 sola semilla), con diferentes formas,
tamafios y color segun su cultivo. La pulpa del mango siempre
es jugosa y suave, la semilla es aplanada, su florecimiento
ocurre entre noviembre y febrero, y su fructificacion se da casi
siempre entre mayo Y junio, su capacidad reproductora alcanza
después de los 6 afios y puede extenderse por mas de 50 afios.’
Composicion fitoquimica

Dentro de sus componentes quimicos encontramos a los
polifenoles (flavonoides, xantonas y acidos fendlicos) en gran
abundancia. La Mangiferina que también es un compuesto
polifendlico es encontrado en mayor proporcion y es
rapidamente identificado por sus grandes propiedades
biologicas. A su vez se hallan otros componentes quimicos en
el arbol de mango como son los caretenoides, terpenoides,
galotaninas, tocoferoles, compuestos halogenados y lipidos
fenolicos.®

Compuestos fendlicos

Estos compuestos son originarios del mundo vegetal y es uno
de los principales metabolitos secundarios de las plantas. Los
fenoles son encontrados en casi todos los alimentos que son de

origen vegetal como el vino tinto, la cebolla, el té, entre otros.
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2.2.1.

Quimicamente los fenoles se dividen en 2 grandes grupos
como son: No flavonoides y flavonoides. Tienen propiedades
de gran beneficio como antioxidante, antimicrobiano vy
estrogénicas.®

Los compuestos fendlicos tienen una  capacidad
antimicrobiana y por la misma son utilizados como
antisépticos y agentes biocidas de manera topica con las
finalidades de destruir e inhibir el crecimiento o desarrollo
bacteriano. El nivel de desinfeccion de estos agentes es
intermedio y basicamente su accion y efectividad dependen de
la especie microbiana y la concentracion en la que se
encuentra. Dentro del mecanismo por el cual actdan se observa
que los compuestos fendlicos destruyen la pared y la
membrana celular e inactivan los sistemas enzimaticos.
Poseen actividad bacteriostatica o bactericida, no son
esporicidas e inactivan la mayoria de hongos y virus.?
Mangiferina

El componente mas predominante que constituyen los
extractos de Mangifera indica es sin duda la mangiferina; esta
xantona glicosilada esta presente en niveles muy rescatables y
significativos dentro de la cascara, hojas, tallo, corteza y pulpa
del arbol de mango. Es un compuesto bioactivo y posee
propiedades farmacoldgicas actuando como antioxidante,
antimicrobiano, antiinflamatorio, antidiabético, antialérgico,

anticancerigeno, entre otros, los cuales fueron determinados en
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2.2.8.

2.2.9.

diversos estudios y se espera que pueda ser uno de los
componentes principales para el desarrollo de nuevos
medicamentos a ser usados en diferentes enfermedades.?
Principios activos

Polifenoles y flavonoides: antioxidantes.®

Polisacaridos: reserva de energia.'®

Pectina: fibra soluble.®®

Streptococcus mutans

Son microorganismos que estan presentes en la cavidad oral,
esta bacteria tiene forma esférica y como su propio nombre lo
dice es como un coco, no es movil, no tienen esporas, y
mayormente presenta reaccion a la coloracion de los Gram,
son acidogenicos, y acidofilicos, suelen darse en colonias en
el tracto digestivo, en el tracto respiratorio y en el tracto bucal
de la persona, para su crecimiento tiene que estar en una
temperatura de 37° C, y en un medio de cultivo en estado
solido con presencia de liquidos tisulares y sangre para lograr
su proliferacion.®

Esta bacteria es anaerdbica facultativa debido a que puede
vivir y desarrollarse de una manera precisa sin tener oxigeno
u obteniendo oxigeno por producto de una fermentacion.?
Cuando hablamos de fermentacion nos referimos, a que
elabora acidos y que ello empieza a bajar evidentemente el pH.
Streptococcus mutans presenta mdltiples  tipos de

microorganismos, donde unos estan conformados dentro de la
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2.2.10.

2.2.11.

microbiota normal sin que haya patogenidad, y otros que
tienen un comportamiento como saprofitos patdgenos
ocasionando diversas infecciones en el ser humano.?2
Factores de virulencia

Acidogenecidad: Streptococcus mutans podria fermentar el

azlcar que se encuentra en la dieta y asi formar principalmente
acido lactanico generando asi que el pH baje y desmineralice
a esmalte.?

Aciduricidad: Es la capacidad que tiene el Streptococcus
mutans para producir &cido en un medio con pH bajo.?

Acidofilicidad: Streptococcus mutans puede llegar a resistirse

al medio de acidez, el cual es necesario para poder sobrevivir
y seguir desarrollandose en un pH bajo.??

También producen dos tipos de enzimas (dextranasas y
fructanasas) encargadas de metabolizar los polisacaridos
extracelulares que benefician la produccion de cido.?
Presentan un corto efecto post pH, es decir que solo requiere
de un pequefio tiempo para poder recuperar la continuidad de

su crecimiento tras someterse a un pH bajo.?

Ecologia microbiana y hospedadora

La boca puede considerarse un ambiente ideal para el
crecimiento de microorganismos, ya que es calida, himeda y
tiene un flujo constante de nutrientes a traves de la saliva y la
ingesta de alimentos.?*

La ecologia de la boca no solo implica interacciones entre
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2.2.12.

microorganismos, ya que, el huésped desempefia un papel
importante en el mantenimiento de un ecosistema uniforme,
especialmente a través de la saliva.?*

La saliva es una solucién compleja, rica en minerales y
proteinas, que proporciona nutrientes a muchas especies
bacterianas dentro de la boca al mismo tiempo que protege las
superficies del huésped. La saliva tiene capacidades “tampon”;
el tampon 4cido carbonico actda durante el aumento del flujo
de saliva estimulado, evitando cambios en el pH oral; el
tampdn fosfato ejerce su accion cuando el flujo de saliva se
encuentra en niveles bajos y cuando éste se encuentra en un
pH critico la hidroxiapatita comienza a disolverse donde los
fosfatos liberados tratan de recuperar el equilibro perdido,
algunas proteinas como el péptido sialina y algunos productos
alcalinos generados por la accién metabdlica también son muy
importantes para poder mantener controlado el pH salival.?*
La saliva también contiene glicoproteinas las cuales se sabe
gue son antibacterianas, como la lisozima y la lactoperoxidasa.
Estos compuestos actuan independientemente del sistema
inmunitario del huésped y pueden destruir las bacterias
invasoras sin dafar el equilibrio ecolégico de la cavidad oral.?*
Medios de cultivo para aislamiento y preservacion

Agar Sangre De Carnero:

Crecen cepas a — hemoliticas (destruyen parcialmente

eritrocitos), los B (destruyen en su totalidad eritrocitos y los y
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2.2.13.

2.2.14.

2.2.15.

(no destruyen eritrocitos).?*

Agar Mueller — Hilton:

Este medio es cominmente utilizado para hacer pruebas de
sensibilidad antimicrobianas.?*

Técnica Microbioldgica (Susceptibilidad Bacteriana)
Difusién En Discos:

Esta prueba estd encargada de demostrar la resistencia o
inhibicion de los microorganismos ante un medicamento. Esta
prueba se realiza colocando sobre una placa Petri el agar
previamente ya inoculado con el microorganismo, luego se le
colocara los discos con los medicamentos con los que se
trabajara, luego se procedera a dejar a incubar por 18 a 24
horas, en donde los discos estaran rodeados de un color blanco,
en donde se identificara si hay crecimiento bacteriano.?
Medicamento Utilizado Para Control Positivo (Gluconato
De Clorhexidina)

Es un agente antimicrobiano utilizado mayormente en la
cavidad oral, para enjuague bucal, para contrarrestar la
gingivitis, es utilizado como antiséptico.?

Extracto Hidroetandlico

Es el resultado de una mezcla entre una materia prima y un
vegetal, y puede darse por distintos procesos los cuales pueden
ser percolacion o maceraciéon, en una disolucién con un

solvente (etanol, agua), seguido de un procedimiento fisico.?
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2.2.16. Extractos de plantas

Son hechas a base de material vegetal seco, los cuales se
pueden realizar evaporando total o parcialmente. Estos se
pueden dar en diferentes concentraciones: extractos fluidos,
secos (son de consistencia seca los cuales son faciles de
pulverizar, y se logra por la evaporacion del disolvente y la
desecacion de los residuos, los cuales pueden emplear alcohol
0 agua), blandos y crioextractos.?’

2.2.17. Escala de sensibilidad segiin Duraffourd. 2

ESTATUS MEDIDAS EN MM
Nula (-) <06 =8mm

Sensible (+) >8mm <14mm

Muy sensible (++) >14 <20mm
Sumamente sensible (+++) | >20mm
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Hipotesis

Hipétesis de investigacion:

- Hi: A mayor concentracion presenta mayor efecto antibacteriano del
extracto hidroetandlico de las hojas de Mangifera indica sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175.

Hipotesis estadistica:

Hipotesis nula

- Ho: A mayor concentracion no existe efecto antibacteriano del extracto
hidroetanolico de las hojas de Mangifera indica sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175.

Hipotesis alterna

- Hi: A'mayor concentracion si presenta mayor efecto antibacteriano del
extracto hidroetandlico de las hojas de Mangifera indica sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175.

25



V.

Metodologia

4.1. Disefo de la investigacién

Tipo de investigacion

Sequn el enfoque: Cuantitativo.

Hernandez R. Fernandez C. Baptista M?® (2014), utiliza la recoleccion
de datos para probar las hip6tesis, con base en la medicién numérica
y el analisis estadistico, para establecer patrones de comportamiento
y probar teorias.

Seqgun intervencion del investigador: Experimental.

Supo J*° (2014), determina el efecto producido por una o0 mas
variables independientes sobre una o varias dependientes.

Seqgun planificacion de la toma de datos: Prospectivo.

Supo J*° (2014), los datos fueron obtenidos por el propio investigador
por lo que, posee control del sesgo de medicidn.

Segun el numero de mediciones de la variable: Transversal.

Supo J* (2014), la variable es medida en un solo determinado
momento.

Segun el nimero de variables de estudio: Analitico.

Supo J* (2014), el analisis estadistico es bivariado; porque plantea y
pone a prueba la hipdtesis, su nivel mas basico establece la asociacion

entre factores.

26



Nivel de investigacion

La presente investigacion es de nivel: Explicativo.

Supo J¥ (2014) “Explica el comportamiento de una variable en
funcién de otra(s); por ser estudios de causa-efecto requieren control
y debe cumplir otros criterios de causalidad. El control estadistico es
multivariado a fin de descartar asociaciones aleatorias, casuales o

espurias entre la variable dependiente e independiente.

Disefio de la investigacion

La investigacion es de disefio: Experimental de grupos en paralelo.

Hernandez R. Fernandez C. Baptista M?° (2014), se toman en grupos,
luego a cada grupo se le dan un estimulo diferente y se hace un post
test.

» Esquema de investigacion:

A #’ A Donde:

Ay B: son muestras que se le aplica

8 —FE=— i g | diferente estimulo y se hace post Test.

4.2. Poblacién y muestra
Poblacion:
La poblacién estuvo conformada por placas Petri sembradas con cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175, con diferentes
concentraciones del extracto hidroetandlico de Mangifera indica

(mango).
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Criterios de seleccion

Criterios de inclusién

-Placas Petri sembradas con cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175.

Criterios de exclusion

-Placas Petri sembradas con cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175, con signos de contaminacion.

Muestra:

Estuvo conformada por un total de 50 repeticiones divididas en 5
grupos de 10 repeticiones cada uno para concentraciones al 10, 25,
50%, gluconato de clorhexidina al 0.12% y etanol 70°.

Para determinar el tamafio de la muestra, se empled la formula de
comparacion de medias, donde se comparo el efecto antibacteriano
del extracto hidroetandlico de hoja de Mangifera indica (mango)
sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, por ser

experimental se empled la siguiente formula:
2
n=2 (z% 4 zﬁ) « (DE)2/(d?)

Donde:

n: tamafio de muestra para el grupo de estudio.
a: probabilidad de cometer error tipo .

f: probabilidad de cometer error tipo II.

Z: valor estandar de la distribucién normal asociada a un tipo de error.
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DE: desviacion estandar.

d: diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias.
Requerimientos:

* Confianza al 98% (0=0.02, Z=2.33).

* Potencia en la prueba del 80% (p=0.20, Z=0.84)

* DE: desviacion estandar =3; Este valor es tomado como referencia
de trabajos previos similares a este trabajo de investigacion.

d: diferencia de medias =4.5; Es un valor aleatorio tomado por
conveniencia considerandose en base a la hipotesis y con la intencion
de favorecer el resultado.

(DE/d => 3/ 4.5= 0.7).
n =2(2.33 + 0.84)2(0.7)?

n = 9.8 (redondeo)

n = 10.
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4.3. Definicion y Operacionalizacion de variables e indicadores

DEFINICION DEFINICION TIPO DE | ESCALA DE
VARIABLES INDICADOR VALOR FINAL
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE | MEDICION
Efecto Es aquel que presenta
Nula (-): < 6 =8mm.
antibacteriano | la  propiedad o | Medicién de halos
Escala de Sensible (+): 8mm <14mm.
sobre S. mutans | capacidad de | mediante el método de Cualitativo | Ordinal
Duraffourd Muy sensible (++): 14 <20mm.
(v. contrarrestar una | difusion de discos.
Sumamente sensible (+++): > 20mm. %
dependiente) bacteria.*
Extracto hidroetanolico de hojas del
Extracto cuyo solvente es
0,
Extracto el etanol, el cual contiene mango al 10%.
. - Grupo de  plantas Lo . Extracto hidroetanolico de hojas del
hidroetandlico los principios activos de la
medicinales que 0
de Mangifera hoja de Mangifera indica, mango  al 25%.
contienen principios Rétulo Cualitativa | Nominal

indica (v.

independiente)

activos y propiedades

antibacterianas.®

el cual se realizara a partir
de hojas desecadas en
concentraciones de 10%,

25% y 50%.

Extracto hidroetanolico de hojas del
mango al 50%.

Control positivo: Clorhexidina al
0.12%.

Control negativo: Etanol 70°.
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4.4. Tecnicas e instrumentos de recoleccion de datos
TECNICA: Observacion.
INSTRUMENTO: Como instrumento técnico se utilizd la regla
milimetrada Vernier Digital Marca Mitutoyo - Modelo 500-196-20
ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm / 0-6", por estar calibrado
y validado con ISO de calidad 17025. (Anexo 9)
PROCEDIMIENTO
Recoleccion de la muestra
Se recolectd 1 Kg de las hojas de Mangifera indica del Jardin
Botanico de la Universidad Nacional de Trujillo, del distrito de
Trujillo, provincia de Trujillo region La Libertad.
Identificacion y determinacion taxondémica de la especie
Un ejemplar completo de la planta se llevé al
Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo
para su identificacion y determinacion taxonémica.
Preparacion de la muestra vegetal
Seleccion: Se selecciono las hojas que estaban en buenas condiciones,
que no tengan ataque de hongos, ni estén marchitadas o decoloradas.
Lavado: Se procedio a lavar las hojas con agua destilada, seguido de
una desinfeccion, utilizando hipoclorito de sodio al 0.5 %.
Posteriormente se realizé el enjuague con agua destilada estéril, esto
fue para retirar los residuos de hipoclorito.*
Secado: Las hojas fueron colocadas en papeles Kraft, y se llevaron
a secar a una estufa de circulacion de aire por conveccion forzada (40

°C) por 48 horas.*
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Pulverizacion: Las hojas una vez secadas fueron pulverizadas con

ayuda de un molino.

Tamizaje: Luego las hojas pulverizadas, fueron tamizadas a través

del tamiz N° 0.75.%3

Almacenamiento: El polvo de las hojas fue guardado en frascos de

vidrio de color ambar de boca ancha.®?

Preparacion del extracto hidroetandlico de las hojas de
Mangifera indica

Se peso por separado 150 g de polvo de hojas y luego se colocd en un
recipiente de vidrio de boca ancha color &mbar. Posteriormente, se
afiadio etanol-agua (7:3) 2 litros. Fueron bien mezclados, teniendo en
cuenta que la mezcla debe ocupar como maximo las ¥ partes del
recipiente. Se tapd el recipiente y se dej0 macerar por 7 dias,

agitandose 15 minutos, dos veces al dia.>*

Transcurrido el tiempo de maceracion, se filtr el macerado usando
una bomba de vacio, con papel de filtro Whatman N° 1. Al liquido

filtrado se le denomind extracto hidroetanolico.®*

A continuacion, el extracto hidroetanolico se concentr6 en un
rotavapor hasta obtener una masa siruposa. Esta se llevo a secar a la
estufa a 40 °C. Al producto resultante se le denominé extracto seco. A
partir de este extracto, se prepard las concentraciones de 10%
(10mg/mL), 25% (250mg/mL) y 50% (500mg/mL) disueltas en
etanol-agua (7:3). Finalmente, los extractos fueron guardados en
frascos de vidrio de color &mbar estéril y se llevaron a refrigerar a 4

°C, hasta su posterior utilizacion.®*
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Reactivacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Para este estudio se utilizd cultivo liofilizado de la cepa de
Streptococcus mutans ATCC  25175. La reactivacion se realizo
sembrando el cultivo liofilizado en tubo con 5 mL de Caldo Brain
Heart Infusion (BHI) o Cerebro Corazén Infusién, luego se incub6 a
37°C por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia.®

Para evaluar pureza se sembré por estria en Agar TSYB e incubd a
37°C por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia.
Posteriormente se eligid una colonia compatible con Streptococcus
mutans para realizar la coloracién gram. A partir de una colonia se
sembro en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA), y se conservo
hasta su posterior empleo.3®

Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby
Bauer

La evaluacion del efecto antibacteriano, se realizd mediante el método

Kirby Bauer, de difusion en agar.®’
Para lo cual se procedid de la siguiente manera: *’
Estandarizacion del indculo de S. mutans ATCC 25175

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo
BHI se sembr6 en Agar TSA, se incubd bajo condiciones de
microanaerobiosis a 37°C durante 24 horas. Luego de 24 horas, se
eligio de 3 a 4 colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175 se
diluy6 en caldo BHI o solucién salina fisioldgica estéril hasta obtener
una turbidez semejante al tubo nimero 0.5 del Nefeldémetro de Mac

Farland (1.5 x 108 ufc/mL).%’
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Inoculacién de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del in6culo
(1.5 x108 ufc/ml), se tomd una alicuota de 100ul y se colocd en cada
una de las placas con Agar Mueller Hinton, con un hisopo estéril
sumergido en la suspensidn se distribuyo la suspension bacteriana en
tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del inéculo
en la placa. Se dejé secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a
5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea

absorbido.?’

Preparacion de los discos con el extracto hidroetandlico de las
hojas de Mangifera indica

Se prepararon discos de papel filtro whatman nimero 3 estériles, los
cuales fueron embebidos con 50 ul de cada una de las concentraciones
de 10, 25%, y 50% del extracto hidroetanolico de Mangifera indica.
Luego, con una pinza estéril, fue colocado un disco por placa de
Mdeller Hinton inoculadas con la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175.%"

Se empled como control positivo Gluconato de clorhexidina al 0.12%
y como control negativo alcohol etanol 70° con los cuales se procedio
del mismo modo para las concentraciones del extracto.*’
Incubacion:

Se incubaron las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de los discos, a 37°C durante 48 horas en
microanaerobiosis utilizando jarra Gaspak y con el método de la

vela.®’
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Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion 48 horas se examind cada placa, se
midid los diametros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento
alrededor de cada disco. Para lo cual se utiliz6 regla milimetrada
Vernier Digital, abarcando el didmetro del halo de inhibicion del
crecimiento®, y para las cuales se tuvo en cuenta los parametros de
sensibilidad determinados por la escala de Duraffourd, siendo: Nula
(-): <6 =8mm, Sensible (+): >8mm <14mm, Muy sensible (++): >14

< 20mm y Sumamente sensible (+++): > 20mm.?®
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4.5. Plan de analisis
El anlisis estadistico se realizd con el programa estadistico SPSS v.
25, y Microsoft Excel, considerando el procedimiento que a
continuacion se indica:
Para la presente investigacion, en el analisis de los datos se aplico la
estadistica descriptiva e inferencial.
La estadistica descriptiva se utilizd para presentar medidas
estadisticas como la media, desviacidn estandar, entre otros.
La estadistica inferencial, primero se aplicé la prueba de normalidad
y posteriormente se aplico el analisis de varianza (KRUSKAL
WALLIS), (datos no normales) con su respectivo nivel de
significancia 0.05 y para la comparacion multiple se utilizé el test de

Duncan, para dar respuestas segin cada objetivo.
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4.6. Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
OBJETIVO GENERAL: Hipdtesis de investigacion: Variable . o )
Tipo:  cuantitativo,  experimental,
Comparar el efecto antibacteriano de tres | -H;: A mayor concentracion existe | dependiente: Efecto ) »
prospectivo, transversal, analitico.
concentraciones de extracto | efecto antibacteriano del extracto | antibacteriano sobre

¢Cual es el efecto
antibacteriano Del
Extracto

hidroetandlico de
la hoja de
Mangifera indica

Frente a Cepas de

Streptococcus
mutans ATCC
251757

hidroetandlico de hoja de Mangifera

indica (mango) frente a cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175,

Trujillo, 2020.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Evaluar el efecto antibacteriano del
extracto hidroetandlico de hoja de
Mangifera indica (mango) al 10%
frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo, 2020.

2. Evaluar el efecto antibacteriano del
extracto hidroetandlico de hoja de
Mangifera indica (mango) al 25%
frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo, 2020.

3. Evaluar el efecto antibacteriano del

hidroetandlico de las hojas de
Mangifera indica sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Hipdtesis estadistica:

Hipdtesis nula

-Ho: A mayor concentracion no existe
efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico de las hojas de
Mangifera indica sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.
Hipotesis alterna

-Hi: A mayor concentracion si existe
efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico de las hojas de
Mangifera indica sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175.

Streptococcus.mutans.

Variable
independiente:
Extracto
hidroetandlico de

Mangifera indica.

Nivel: Explicativo.
Disefio: Experimental.

Poblacion y muestra: La poblacion
estuvo conformada por placas Petri
sembradas con Streptococcus mutans. La
muestra fue determinada por férmula
estadistica, siendo de 10 repeticiones para
cada uno de los 5 grupos tanto para las
concentraciones de extracto
hidroétanolico al 10, 25, 50% y para el
gluconato de clorhexidina al 0.12% vy
etanol 70°.

Materiales y métodos: Se utilizé el
método observacional — Kirby Bauer
(Antibiograma).

Ademds se utilizé la regla milimetrada
Vernier Digital Marca Mitutoyo - Modelo
500-196-20 ABSOLUTE
0-150mm [/ 0-6",
calibrado y validado con ISO de calidad
17025.

Digimatic

Caliper por estar
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extracto hidroetanolico de hoja de
Mangifera indica (mango) al 50%
frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo 2020.
Comparar el efecto antibacteriano de
tres concentraciones de extracto
hidroetandlico de hoja de Mangifera
indica (mango) vs gluconato de
clorhexidina al 0.12% frente a cepas
de Streptococcus mutans ATCC
25175, Trujillo, 2020.

Comparar el efecto antibacteriano de
tres concentraciones de extracto
hidroetandlico de hoja de Mangifera
indica (mango) vs etanol 70° frente a
cepas de Streptococcus mutans

ATCC 25175, Trujillo, 2020.
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4.7. Principios éticos
Esta investigacion se baso en el Cédigo de Etica de la Universidad
ULADECH. Se informé los resultados sin cambiar ningun dato
encontrado en el estudio de investigacién, asegurando la validez,
fiabilidad y credibilidad en la aplicacion del instrumento. Los residuos
biolégicos siguieron de manera permanente las Normas de
Bioseguridad, las placas Petri con las cepas de Streptococcus mutans,
el material de vidrio utilizado, hisopos y puntas de micropipetas en
primer lugar fueron esterilizadas en la autoclave a 121° C por 30
minutos, finalmente se desecharon los restos en una bolsa de color
rojo, de acuerdo al protocolo establecido en el manejo de residuos
peligrosos, biomédicos en los laboratorios de diagndstico

universitario.3®

Beneficencia y no maleficencia: Asegura el bienestar de las personas
que participan en las investigaciones. La conducta del investigador
responde a las siguientes reglas generales: no causar dafio, disminuir
los posibles efectos adversos y maximizar los beneficios.®

Cuidado del medio ambiente y respeto a la biodiversidad: Asegura
el respeto a la dignidad de los animales, el cuidado del medio ambiente
y las plantas, por encima de los fines cientificos; planificando
acciones para disminuir los efectos adversos y tomando medidas para
evitar dafios.®

Justicia: El investigador ejerce un juicio razonable, ponderable y

tomar las precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos.

Se reconoce que la equidad y la justicia otorgan a todas las personas
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que participan en la investigacion derecho a acceder a sus resultados.
Integridad cientifica: La integridad del investigador resulta
especialmente relevante cuando, en funcion de las normas
deontoldgicas de su profesidn, se evaltan y declaran dafios, riesgos y
beneficios potenciales que puedan afectar a quienes participan en una

investigacion.®
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V.

RESULTADOS

5.1. Resultados

Tabla 1: Efecto antibacteriano de tres concentraciones de extracto
hidroetanolico de hoja de Mangifera indica (MANGO) frente a cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175, determinado mediante el

didmetro (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento, método

Kirby Bauer.
CONCENTRACION | Mangifera indica (Mango) C+ C-
EXTRACTOS (mm)
(mm) (mm)
10% | 25% 50%
REPETICIONES
1|6.0 6.0 14.7 24.5 6.0
2160 6.0 13.9 235 6.0
316.0 6.0 15.1 24.2 6.0
416.0 6.0 154 25.0 6.0
516.0 6.0 15.0 25.0 6.0
6| 6.0 6.0 14.8 25.0 6.0
716.0 6.0 15.0 24.3 6.0
8| 6.0 6.0 144 25.1 6.0
916.0 6.0 15.3 24.7 6.0
10 | 6.0 6.0 13.9 24.5 6.0
PROMEDIO | 6 6 14.75 24.58 6

ESCALA DE DURAFFOURD: SIENDO: NULA (-): <6 =8MM,

SENSIBLE (+): >8MM </4MM, MUY SENSIBLE (++): >14 < 20MM Y

SUMAMENTE SENSIBLE (+++): > 20MM.

C+ = GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12%

C- =ETANOL 70°
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Interpretacion de la tabla 1: Segin el promedio de cada
concentracion teniendo en cuenta los pardmetros de sensibilidad
determinados por la escala de Duraffourd se observa que las
concentraciones al 10%, 25% y etanol 70° dio como valor y constante
6.0 mm indicando que el efecto antibacteriano fue menor a 8 donde se
determind que la sensibilidad fue Nula (-), asi mismo la concentracién
al 50% con un promedio de 14.75mm se determind como muy sensible
(++) y el control positivo (clorhexidina al 0.12%) con 24.58 fue

determinado como sumamente sensible (+++).

42



Tabla 2: Comparacion del efecto antibacteriano de tres
concentraciones de extracto hidroetanolico de hoja de Mangifera indica
(mango) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Prueba

de Kruskall Wallis.

Didmetro (mm)

Extracto Desviacion Sig.

Hidroetandlico Media . (p)*
tipica

Mango 10% 10 6 0.0

Mango 25% 10 6 0.0

0.12% 10 24.58 0.50

Etanol 70% 10 6 0.00

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.

p*: prueba KRUSKALL WALLIS, nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Gréafico 1: Comparacion del efecto antibacteriano de tres
concentraciones de extracto hidroetanolico de hoja de Mangifera indica
(mango) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Prueba

de Kruskall Wallis.

30 24.58

25

20 14.75

15

10 6 6 e e
Sl BN m =
O T T T

Mango 10% Mango 25% Mango 50% Clorhexidina Etanol 70%
0.12%

Fuente: Datos obtenidos de la tabla N° 02
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Interpretacion de la tabla 2: Aplicada la prueba no paramétrica
KRUSKAL WALLIS, se obtuvo p = 0.000 < 0.05, de lo cual podemos

indicar que si existe una diferencia estadistica entre los extractos

evaluados.
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Tabla 3: Comparacion del efecto antibacteriano de tres
concentraciones de extracto hidroetanolico de hoja de Mangifera indica

(mango) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Test de

Duncan.
TEST DUNCAN
Subconjunto para alfa
. Extractp_ N =0.05 - (Test Duncan)
Hidroetanolico
1 2 3
Etanol 70° 10 6
Mango 10% 10 6
Mango 25% 10 6
Mango 50% 10 14.75
Clorhexidina
0.12% 10 24.58
Sig. 1.000 1.000 1.000

* 6 representa una constante; siendo un valor asignado por

ser un numero de medicién minima aceptable.

Interpretacion de la tabla 3: Se observa que el didmetro (mm) del
Etanol 70° y Extracto hidroetandlico de hoja de Mangifera indica
(mango) al 10% y al 25%, han obtenido un halo de medicién minimo,
clinicamente variable y medible por el cual presentan una similitud.

Asi mismo la Clorhexidina 0.12% presenta un mejor y mayor efecto
antibacteriano con un diametro de 24.58mm, seguido del Extracto
hidroetandlico de hoja de Mangifera indica (mango) al 50% con un

didmetro de 14.75mm.
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5.2. Anélisis de resultados

En este estudio se compard el efecto antibacteriano de tres
concentraciones de extracto hidroetanolico de hoja de Mangifera indica
(mango) frente a cepas de Streptococcus mutans, los extractos fueron
utilizados en concentraciones al 10%, 25% y 50%, un grupo control
positivo (Clorhexidina al 0.12%) y un grupo control negativo (etanol
70°), usando el método de difusion de Kirby Bauer — antibiograma. Al
evaluar el efecto se determind que la concentracion al 50% tuvo un halo
de inhibicion de 14.75mm; siendo muy sensible (++) y con un valor
menor pero significativo en comparativa con el gluconato de
clorhexidina al 0.12% con un halo de inhibicion de 24.58mm; siendo
sumamente sensible (+++) segun la escala de Duraffourd.

Reyes D et al* (Venezuela, 2017) evaluaron el efecto antimicrobiano
del extracto foliar de mango en Staphylococcus aureus utilizo el
método de macro dilucion obteniendo resultados prometedores en
cuanto a este estudio, de tal manera se muestra que el extracto etanolico
foliar de mango es de elevada efectividad debido a que presenta
actividad bacteriostatica y bactericida en la bacteria Gram positiva
Staphylococcus aureus, observandose que el extracto de mango
presenta una mayor actividad bactericida, ya que el CMB de
Staphylococcus aureus fue de 30%.

Guerra G et al® (Ecuador, 2016) evaluaron la actividad antimicrobiana
de extractos hidroalcohdlicos de hojas de Mangifera indica, sobre la
cepa Staphylococcus aureus utilizando el método kirby Bauer (pozos)

obtenidos por método de extraccidn (maceracion) con diferentes
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concentraciones dentro de las cuales se encuentran extractos
hidroalcohdlicos de 10% y 25%, donde se obtuvo como halo de
inhibicion 5 mm y 7mm respectivamente, presentando una similitud
con el presente estudio con la diferencia de que en esta investigacion se
tomé como cepa de estudio a Sthaphylococcus aureus expuesto a
extractos hidroetandlicos al 10% y 25% donde se obtuvo como valor
representativo 6mm en ambos, demostrando asi una sensibilidad nula
segun la escala de Duraffourd por ser menor a 8mm.

Mendoza R et al'* (Lima - Per(, 2020) compararon la actividad
antibacteriana in vitro de diferentes tipos de extractos hidroalcohdlicos
e hidroetanolicos de las hojas de la planta Mangifera indica L. (mango)
sobre la cepa de Staphylococcus aureus utilizando el método de
difusion Kirby-Bauer, encontrando que el extracto hidroetanolico al
50% tenia un halo de inhibicion de 21,3mm por lo cual concluyo que
los extractos de hojas de mango al 50% poseen una mayor actividad
antibacteriana coincidiendo con el estudio de Cardenas R° (Lima -
Perd, 2019), que al evaluar la actividad antibacteriana de extracto
etanolico de hojas de mango al 50% frente a cepas de Staphylococcus
aureus, utilizando el mismo método obtuvo como halo de inhibicion
una media de 21,38mm, presentando ambos una similitud en cuanto al
presente estudio ya que a pesar de haber obtenido en el extracto
hidroetandlico de 50% un halo méas pequefio con un promedio de
14.75mm, encontré una actividad positiva considerandose de igual
forma muy sensible segin la escala de Duraffourd, ambos

investigadores tomaron como objeto de estudio a la cepa
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Staphylococcus aureus en comparacion con este estudio donde se
evalu6 la cepa Streptococcus mutans, pero siendo ambas gram
positivas, por lo que se comprueba que el extracto hidroetanélico de
hojas de mango sobre Streptococcus mutans también posee actividad
antibacteriana, variando segln la concentracion y el tipo de extracto,
siendo favorable en mayor magnitud a concentraciones mas altas, las
cuales fueron demostradas estadisticamente y considerando a las
bacterias gram positivas tales como Staphylococccus aureus ATCC
6538 y Streptococcus mutans ATCC 25175 muy sensibles a los
diferentes extractos hidroetanolicos de hojas de mango segun la escala
de Duraffourd.

Cardenas R (Lima - Per(i, 2019), al evaluar la actividad antibacteriana
de extracto etandlico de hojas de mango frente a cepas de
Staphylococcus aureus, utilizé un control negativo (Alcohol 96°) y un
control positivo (Clorhexidina al 0.12%) mediante el método Kirby
Bauer; obteniendo la clorhexidina al 0.12% un halo de inhibicién media
de 25.38mm, presentando una similitud con este estudio con una media
de 24.58mm y que segun la escala de Duraffourd la bacteria es
altamente sensible al antibacteriano aplicado, donde se comprueba la
efectividad del extracto frente a bacterias gram positivas concordando
con el presente estudio; asi mismo el alcohol de 96° tiene como
promedio 6mm presentando una similitud a nuestro solvente de estudio
teniendo el etanol de 70° de igual manera 6mm, siendo un valor
aceptable minimo, demostrando ser nulo segun la escala de Durafford

por ser menor a 8mm. Y que en comparativa los extractos
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hidroetanolicos se asemejan a los valores obtenidos por la clorhexidina
al 0.12% el cual es un antibacteriano comprobado y evidenciando asi

que los extractos hidroetandlicos de hojas de mango son mas efectivos.
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CONCLUSIONES

1. Elextracto hidroetandlico de hoja de Mangifera indica al 50% presento
mayor efecto antibacteriano frente a las concentraciones de 10% y 25%
sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

2. El extracto hidroetandlico de hoja de Mangifera indica al 10% no
presentd efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175, debido a que el valor obtenido segln la escala de
Duraffourd fue Nula.

3. El extracto hidroetanolico de hoja de Mangifera indica al 25% no
present0 efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175, debido a que el valor obtenido segin la escala de
Duraffourd fue Nula.

4. Elextracto hidroetanolico de hoja de Mangifera indica al 50% presentd
efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175, considerandose muy sensible segun la escala de Duraffourd.

5. EIl efecto antibacteriano del gluconato de clorhexidina al 0.12% fue
mayor en comparacion con las concentraciones al 10%, 25% y al 50%
frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, siendo
sumamente sensible segun la escala de Duraffourd.

6. El etanol 70° es en promedio menor al extracto hidroetandlico al 50%
pero que a su vez presenta una similitud con los extractos al 10%, 25%
por presentar un valor minimo de medicion y siendo nulos segun la

escala de Duraffourd.
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Aspectos complementarios

Se recomienda:

Promover al alumnado a realizar investigaciones sobre otros érganos de la
planta Mangifera indica y realizar comparativas para continuar evaluando su
potencial como antibacteriano.

Evaluar la opcion de elaborar un colutorio a base de extractos de hojas de
Mangifera indica donde pueda ejercer su accidn antibacteriana sobre las

bacterias encontradas en boca tal como Streptococcus mutans.
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UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

ANEXO 01: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA EVALUACION

DEL EFECTO ANTIMICROBIANO

Cepa microbiana de estudio: Streptococcus mutans ATCC 25175.

Hora de la aplicacion del disco

Fecha de inicio
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PLACA

ANTIBACTERIANOS
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clorhexidina

al0.12 %
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indica (mango)
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(500mg/mL)
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ANEXO 02: CARTA DE AUTORIZACION

Y
‘pﬁn
W

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

FILIAL TEUTILLO
CARRERA PROFESIOMAL DE ODONTOLOGE1A

Trajille, 30 de diciembra del 2019

Lic. Bidloga v Microbicloga Mammels Matividad Lujan Velasquez
Fepresentznte dal Laboratorio de Inmnologiz de 1z Universidad Macionsl de Trojille.
Presants

Dhe i especisl considsracian:

E: grato diriginme a usted para sahadarla mmoy cordialmente en mi condicion de
Coordinador de Carrera de la Escuels Profesions] de Odentelogiz, de la Universidad
Catelica Los .-"'.ngales de Chimbote Filial Trgjille. Siendo & motive de la presente
manifestaris que, en el marco del omaplirienso ooricalar de ls Camera Profesions] de
Odontologa en la asignatra de Tesis T nuestra shoons, CONTRERAS FAVATFETA,
Vamessa Elizabeth: debe levar a cabo el dessmrollo de su provecto de mvestizacion
gmlado: “EFECTO AWTIBACTERIAMO DE TEES COMNCENTRACIOMES DE
EXTRACTO HIDROETAMOLICO DE HOJA DE mangira indica (MANGO)
FEENTE A CEPAS DE STREPTOCOCCTTS MUTANS ATCC 251757, Asi mismo para
realizar el presents trabajo se solicits el Apoyo & miestra Alumms pars que pueds &jeouar
coa toda nommalidad so proyecio.

E:s propicia la opornmidsd pera reiterarle las pmesias de ni especial
consideracion v estim persamal.

Atentarmenie

s R g
o b
En .'.'T;.'Eiﬁ:&_ﬁ.uﬁmq.

i Ernp gkl 8 ek
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Tebsdorios: {044) 00 568 | 600 565
Cal: D4 425 TES
wey U barech s pe

. I Calla Aguamsring N1E1 - 185 - Urb. San Inés - Trujiio - Pana
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ANEXO 03: CONSTANCIA DE LA IDENTIFICACION Y

DETERMINACION TAXONOMICA DE LA ESPECIE (Mangifera indica L.)

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacion taxondmica de un (01) espécimen vegetal:

. Clase: Equisetopsida
. Subclase: Magnoliidae.

. Super Orden: Rosanae

. Orden: Sapindalesales
. Familia: Anacardiaceae
. Género: Mangifera

. Especie: M. indica L.

Nombre comun:  “mango’

Muestra alcanzada a este despacho por VANESSA ELIZABETH CONTRERAS
ZAVALETA, identificada con DNI: 71608663, con domicilio Prolongacién Sinchi Roca,
Mz. L Lote 18- Barrio 3, Trujillo. Estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud,
Escuela Profesional Odontologia de la Universidad Catolica los Angeles de Chimbote
(ULADECH), cuya determinacion taxondmica servirg para la realizacion de la Tesis
titulada: ‘EFECTO ANTIBACTERIANO DE TRES CONCENTRACIONES DE
EXTRACTO HIDROETANOLICO DE HOJA DE Mangifera indica "MANGO" FRENTE
A CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC 251757,

Se expide |la presente Constancia a solicitud de |a parte interesada para los fines que
hubiera lugar. ~
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ANEXO 04: CERTIFICADO DE ANALISIS Y ESPECIFICACION DEL

MICROORGANISMO Streptococcus mutans ATCC 25175

& MICr0b|0|OgICS

Sptdﬂclﬂons Expu'won Date: 2020/12/31

Microorganism Name: Streptococcus mulans Rotease Information;
Catalog Number; 0266 Quality Control Tochnologist: Tracy A Blenker
Lot Number: 266-29" Release Date: 2018\'1/2
Reference Number: ATCC® 25175™
Purity: Pure
Passage from Reference: 3
Performance

Macroscopic Features: Medium:

Two rcglg m nﬂcﬁ{ ome shaped, entire edge, white and the SBAP
Microscopic Features: Method:
Sggl me ,pg‘sn&w cocel to ovoid cells occurring singly, in pairs and Gram Stain {1
ID System: MALDETOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attachad ID System resulls document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide). negative

|
/ |
& l;#‘p&,a .\..L_'_X\. ) Cns

Amanda Kuperus
Quality Control Manaper
ALTHORIZED SIGNATURE

**Diectyimer: The last dighis) of # lol mumber appearing on the produd label and Packing wip Bre Meredy & packs wrerd membsar. The kot number cisgiayed on this
cordfieins it the actust b?sﬂe 201 number, "

p&ta uvw MW%W &mw&lhﬂmmmumunmwmmm incabation pariod, may

4 Refar to the dp ingert for | iom s, intended use and hazardisatety information.

Individhal products aem traceatie 1o & mengrezed culture collection.

ACCREDITED

FUPERENCE BATERIAL RO n
RLLUE R LN 3

ATCC Licenwed )
Jervative

&

ACCREDITED
TESTING CERT 22655.01 '

O ik ST RS0 LIRS Bmam DY P e, o 0 e, ek o 4

(1] Trase teits a1 sccredied 4o ISONEC 17025:2005
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ANEXO 05: CONSTANCIA DE AUTORIZACION DE USO DE

LABORATORIOS DE FARMACOGNOSIA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
UNIVERSIDAD NACIONAL 8 TRUNLO DEPARTAMENTO ACADEMICO DE

UNT FARMACOTECNIA

CONSTANCIA DE AUTORIZACION DE AMBIENTES Y EQUIPOS DEL
LABORATORIO DE FARMACOGNOSIA DE LA FACULTAD DE FARMACIA Y

BIOQUIMICA LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO PARA LA
EJECUCION DE PROYECTO DE TESIS

Por la presente se deja constancia de la autorizacion de uso de los laboratorios v equipos
de la seccidn de Farmacognosia de la Facultad de Fannacia y Bioguimica de la
Universidad Nacional de Trujillo, para la ejecucion de proyecto de tesis titulado:
EFECTO ANTIBACTERIANO DE TRES CONCENTRACIONES DE
EXTRACTO HIDROETANOLICO DE HOJA DE Mangifera indica (MANGO)
FRENTE A CEPAS DE Streprococeus mutans ATCC 25175, TRUNLLO, 2020, de
la alumna VANESSA ELIZABETH CONTRERAS ZAVALETA, identificada con DNI
71608663, estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escucla Profesional de
Odontologla de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote, bajo el asesoramicnto
de la Mg. QF. MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ.

Se expide la presente para los fines correspondieates.

Trujiflo, 5 de encro del 2020,

QF. MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ.

Docente de la Chtedra de Farmacognosia
Departamento de Farmacotecnia

Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional De Trujillo
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ANEXO 06: CONSTANCIA DE AUTORIZACION DE USO DE

LABORATORIOS DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE
TRUJILLO

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO FACULTAD DE CIENCIAS
UNT BIOLOGICAS

CONSTANCIA DE AUTORIZACION DE AMBIENTES Y EQUIPOS DEL
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO

PARA LA EJECUCION DE PROYECTO DE TESIS

Por la presente se deja constancia de la autorizacion de uso de los laboratorios y equipos
de la seccion de microbiologia médica de la facultad de ciencias bioldgicas de la UNT,
para la ¢jecucion de proyecto de tesis titulado: EFECTO ANTIBACTERIANO DE
TRES CONCENTRACIONES DE EXTRACTO HIDROETANOLICO DE HOJA
DE Mangifera indica (MANGO) FRENTE A CEPAS DE Streptococcus mutans
ATCC 25175, TRUJILLO, 2020., de la alumna VANESSA ELIZABETH
CONTRERAS ZAVALETA, identificada con DNT 71608663, estudiante de la Facultad
de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad Catolica
los Angeles de Chimbote, bajo el asesoramiento de la Lic. Biologa y Microbiologa
MANUELA NATIVIDAD LUJAN VELASQUEZ.

Se expide la presente para los fines correspondientes.

Trujillo, 4 de enero del 2020.

4
MANUELA NATIVqDAD LUJAN VELASQUEZ

Docente de la Escuela profesional de Microbiologia y Parasitologia de la UNT
Representante del laboratorio de Inmunologia de la

Universidad Nacional De Trujillo

B td

BIOLOGO MICROBIOLOGO
C.B.P.2132
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ANEXO 07: CONSTANCIA DE COLABORACION DEL QUIMICO

FARMACEUTICO

CONSTANCIA DE COLABORACION

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de la Catedra de Farmacognosia
del Departamento Académico de Farmacotecnia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Nacional de Trujillo, con namero de colegiatura N° 06952,

Dejo constancia de haber colaborado en la extraccion y preparacion de las
concentraciones del extracto hidroétanolico de la hoja de mango, en el laboratorio de
Farmacognosia de la Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, a la
alumna VANESSA ELIZABETH CONTRERAS ZAVALETA, identificada con DNI
71608663, cstudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escucla Profesional de
Odontologfa de la Universidad Catolica los Angeles de Chimbote, en la ejecucion de la
tesis titulada: EFECTOQ ANTIBACTERIANO DE TRES CONCENTRACIONES DE
EXTRACTO HIDROETANOLICO DE HOJA DE Mangifera indica (MANGO)
FRENTE A CEPAS DE Strepiococcus mutans ATCC 25175, TRUNLLO, 2020,

Se expide esta constancia, a solicitud del interesado, para los fines que estime pertinentes.

Trujillo, 16 de enero del 2020.

Lifivestigadora de |a Facultad de Farmacia y Bioguimica
Laborotorio de larmecognosio

Universidad Nacional de Trujillo
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ANEXO 08: CONSTANCIA DE COLABORACION DEL BIOLOGO Y

MICROBIOLOGO

: CONSTANCIA

Yo, Manuela Natividad Lujan Velasquez, Bidlogo — Microbidlogo docente de la Escuela
de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de Trujillo, con registro del CBP N° 2132.

Mediante la presente dejo constancia de haber colaborado con el alumno VANESSA
ELIZABETH CONTRERAS ZAVALETA DNI 71608663 estudiante de la Escuela
Profesional de Odontologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Catolica Los Angeles de Chimbote, en la ejecucion de la parte microbiologica planteada
en la tesis intitulada: “Efecto antibacteriano de tres concentraciones de extracto
hidroetandlico de hoja de Mangifera indica (mango) frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo- 2020”,

Se expide esta constancia, a solicitud del interesado, para los fines que estime
pertinentes.

Trujillo 31 de enero del 2020.

------------------------------

£10LOGO MICROBI®LOGO
C.B.P. 2132
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ANEXO 09: VERNIER DIGITAL MARCA MITUTOYO, MODELO 500-
196-20 ABSOLUTE DIGIMATIC CALIPER 0-150MM / 0-6", POR ESTAR

CALIBRADO Y VALIDADO CON ISO DE CALIDAD 17025.

L

 m=omo '( R\
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ANEXO 10: PRUEBA DE NORMALIDAD

Los datos fueron sometidos al anlisis estadistico mediante el programa estadistico
SPSS v. 25, y Microsoft Excel, se aplico la estadistica descriptiva e inferencial. La
estadistica descriptiva se utilizd para presentar medidas estadisticas como la media,
desviacion estandar, entre otros. La estadistica inferencial, primero se aplico la prueba
de normalidad y posteriormente se aplico el andlisis de varianza (KRUSKAL
WALLLIS), (datos no normales) con su respectivo nivel de significancia 0.05 y para la
comparacion multiple se utiliz6 el test de Duncan, para dar respuestas segin cada
objetivo.

Criterio para determinar Normalidad:

P-valor > 0,05 Aceptar HO = Los datos provienen de una distribucion normal.

P-valor < 0,05 Aceptar Hi = Los datos provienen de una distribucion anormal.

Tabla 1: Prueba de normalidad, efecto antibacteriano de tres concentraciones de
extracto hidroetanolico de hoja de Mangifera indica (mango) frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Diametro de halos de inhibicion (mm)

Concentraciones del extracto hidroetanélico

Ensayo
Mango Mango Mango Clorhexidina Etanol
10% 25% 50% 0.12% 70%
1 6 6 14.8 25 6
2 6 6 15.1 24.5 6
3 6 6 15 24.3 6
4 6 6 15 25 6
5 6 6 15.3 24.7 6
Promedio 6 6 15.04 24.70 6
P * * 0.826 0.429 *
Prueba de
Normalidad Normalidad Normalidad

(Shapiro-Wilk)

*.Mango 10%, Mango 25%, Etanol 70%, ha sido desestimando, ya que es una

constante.
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Interpretacion de la tabla 1: Al tener menos de 50 datos por cada grupo, es
recomendable usar la prueba de normalidad del Shapiro- Wilk, al evaluar la
distribucion normal de los datos, se observé que existen datos con una significancia
mayor a 0.05 (p > 0.05), con lo cual podemos concluir, que los datos no presentan una

distribucion normal, aceptando Hi.
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ANEXO 11: CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Tabla 2: Efecto antibacteriano de tres concentraciones de extracto hidroetanélico de
hoja de Mangifera indica (mango) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175.

Didmetro (mm)

Extracto - _ X
Hidroetandlico Media Desviacion  Sig. (p)
tipica

Mango 10% 5 6 0.0

Mango 25% 5 6 0.0

g/llanﬁo 5(?% 5 15.04 0.18 0.000
orhexidina

0.12% 5 24.70 0.31

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.
p*: prueba KRUSKALL WALLIS, nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Método

Hipdtesis nula

Todas las medias son iguales

Hipotesis alterna Por lo menos una media es diferente
Nivel de significancia o. = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor
Factor Niveles Valores

Extracto 3 10%, 25%, 50%

Interpretacion de la tabla 2: De la tabla 2, aplicado la prueba no paramétrica
KRUSKAL WALLIS, se obtuvo (p = 0.000 < 0.05), de lo cual podemos indicar que si
existe una diferencia estadistica entre los extractos evaluados.

Es decir si existe diferencia estadisticamente significativa entre los extractos al 10%,

25%, 50% Yy los grupos control.
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ANEXO 12: EVIDENCIA FOTOGRAFICA DEL PROCESO DE
ELABORACION DE EXTRACTOS HIDROETANOLICOS DE Mangifera
indica

DE LAS HOJAS DE Mangifera indic
o \;‘.: [P P |
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VERIFICACION DEL ESTADO DE FENOTIPO EL MATERIAL VEGETAL
(HOJAS VERDES, SIN DANO MICROBIOLOGICO O POR INSECTOS)

MUESTRA DE HOJA EN BUEN ESTADO Y HOJAS EN MAL ESTADO
QUE FUERON DESECHADAS
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LAVADO CON H20 POTABLE 2 VECES PARA ELIMINAR RESIDUOS Y
POLVO

LAVADO CON H20 DESTILADA 1 VEZ PARA ELIMINAR LAS SALES
DEL AGUA POTABLE
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SECADO A TEMPERATURA AMBIENTE Y CORTADO DE LA HOJA EN
PEQUENOS TROZOS

,77*/—_—-L
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PULVERIZADO

PESADO DEL PULVERIZADO
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AGREGADO DE ETANOL EN UN FRASCO JUNTO CON EL
PULVERIZADO
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PRIMER FILTRADO EN ALGODON Y GASA
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SECADO CON VENTILADOR

AGREGAMOS ETER DE PETROLEO PARA QUITAR LA CLOROFILA

I

79



AGREGAMOS DMSO INSTANTANEAMENTE Y PREPARAMOS LAS
CONCENTRACIONES AL 10%, 25% Y 50%

CONCENTRACIONES FINALES ROTULADAS, A:50%, B:25%, C:10% Y
D: CONTROL NEGATIVO
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ANEXO 13: EVIDENCIA FOTOGRAFICA DEL PROCESO DE
REACTIVACION DE LA CEPA STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175,
PREPARACION DE DISCOS, INCUBACION Y POSTERIOR LECTURA DE

LOS RESULTADOS

RETIRO DE ENVOLTURA DEL CULTIVO LIOFILIZADO DE
STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175
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SEMBRADO DEL CULTIVO LIOFILIZADO EN TUBO 5 ML DE CALDO
BRAIN HEART INFUSION(BHI)

INCUBACION POR 24-48HORAS EN CONDICIONES DE
MICROAEROFILIA
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SEMBRADO EN CALDO BRAIN HEART INFUSION (BHI) Y
CONSERVACION HASTA SU POSTERIOR EMPLEO

TOMA DE PUNTA DESECHABLE CON LA MICROPIPETA DIGITAL
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TOMA DE UNA ALICUOTA DE 100UL DE SIEMBRA Y DISTRIBUCION
CON HISOPO ESTERIL EN CADA PLACA CON AGAR MUELLER
HINTON

ROTULADO DE LAS PLACAS PETRI (10%, 25%, 50%, C+ Y C-)
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TOMA DE 50ul DE CADA CONCENTRACION DE EXTRACTO (10%,25%
Y 50%), Y DE CADA GRUPO CONTROL (C+Y C-)

PREPARACION DE CADA DISCO DE PAPEL FILTRO WHATMAN N°3
ESTERILES EMBEBIDOS CON 50ul DE CADA CONCENTRACION
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TOMA DE CADA DISCO PREPARADO CON UNA PINZA ESTERIL Y
COLOCADO POR PLACA DE MUELLER HINTON INOCULADAS CON
LA CEPA DE STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175
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RESULTADOS FINALES LUEGO DE 48 HORAS DE INCUBACION EN
MICROANAEROBIOSIS
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MEDICION DE LOS DIAMETROS (MM) DE LOS HALOS DE INHIBICION
UTILIZANDO LA REGLA MILIMETRADA VERNIER DIGITAL
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	2.2.11. Ecología microbiana y hospedadora
	La boca puede considerarse un ambiente ideal para el crecimiento de microorganismos, ya que es cálida, húmeda y tiene un flujo constante de nutrientes a través de la saliva y la ingesta de alimentos.24
	La ecología de la boca no solo implica interacciones entre microorganismos, ya que, el huésped desempeña un papel importante en el mantenimiento de un ecosistema uniforme, especialmente a través de la saliva.24
	La saliva es una solución compleja, rica en minerales y proteínas, que proporciona nutrientes a muchas especies bacterianas dentro de la boca al mismo tiempo que protege las superficies del huésped. La saliva tiene capacidades “tampón”; el tampón ácid...
	La saliva también contiene glicoproteínas las cuales se sabe que son antibacterianas, como la lisozima y la lactoperoxidasa. Estos compuestos actúan independientemente del sistema inmunitario del huésped y pueden destruir las bacterias invasoras sin d...
	2.2.12. Medios de cultivo para aislamiento y preservación
	Agar Sangre De Carnero:
	Crecen cepas α – hemolíticas (destruyen parcialmente eritrocitos), los β (destruyen en su totalidad eritrocitos y los γ (no destruyen eritrocitos).24
	Agar Mueller – Hilton:
	Este medio es comúnmente utilizado para hacer pruebas de sensibilidad antimicrobianas.24
	2.2.13. Técnica Microbiológica (Susceptibilidad Bacteriana)
	Difusión En Discos:
	Esta prueba está encargada de demostrar la resistencia o inhibición de los microorganismos ante un medicamento. Esta prueba se realiza colocando sobre una placa Petri el agar previamente ya inoculado con el microorganismo, luego se le colocará los dis...
	2.2.14. Medicamento Utilizado Para Control Positivo (Gluconato De Clorhexidina)
	Es un agente antimicrobiano utilizado mayormente en la cavidad oral, para enjuague bucal, para contrarrestar la gingivitis, es utilizado como antiséptico.25
	2.2.15. Extracto Hidroetanólico
	Es el resultado de una mezcla entre una materia prima y un vegetal, y puede darse por distintos procesos los cuales pueden ser percolación o maceración, en una disolución con un solvente (etanol, agua), seguido de un procedimiento físico.26
	2.2.16. Extractos de plantas
	Son hechas a base de material vegetal seco, los cuales se pueden realizar evaporando total o parcialmente. Estos se pueden dar en diferentes concentraciones: extractos fluidos, secos (son de consistencia seca los cuales son fáciles de pulverizar, y se...
	2.2.17.  Escala de sensibilidad según Duraffourd. 28
	4.3.  Definición y Operacionalización de variables e indicadores
	4.4.  Técnicas e instrumentos de recolección de datos
	TÉCNICA: Observación.
	INSTRUMENTO: Como instrumento técnico se utilizó la regla milimetrada Vernier Digital Marca Mitutoyo - Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm / 0-6", por estar calibrado y validado con ISO de calidad 17025. (Anexo 9)
	PROCEDIMIENTO
	Recolección de la muestra
	Se recolectó 1 Kg de las hojas de Mangifera indica del Jardín Botánico de la Universidad Nacional de Trujillo, del distrito de Trujillo, provincia de Trujillo región La Libertad.
	Identificación y determinación taxonómica de la especie
	Un ejemplar completo de la planta se llevó al Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo para  su identificación y determinación taxonómica.
	Preparación de la muestra vegetal
	Selección: Se seleccionó las hojas que estaban en buenas condiciones, que no tengan ataque de hongos, ni estén marchitadas o decoloradas.33
	Lavado: Se procedió a lavar las hojas con agua destilada, seguido de una desinfección, utilizando hipoclorito de sodio al 0.5 %. Posteriormente se realizó el enjuague  con  agua destilada estéril, esto fue para retirar los residuos de hipoclorito.33
	Secado: Las hojas fueron  colocadas en  papeles  Kraft, y se llevaron a secar a una estufa de circulación de aire por convección forzada (40 (C) por 48 horas.33
	Pulverización: Las hojas una vez secadas fueron pulverizadas con ayuda de un molino.33
	Tamizaje: Luego las hojas pulverizadas, fueron tamizadas a través del  tamiz N  0.75.33
	Almacenamiento: El polvo de las hojas fue guardado en frascos de vidrio de color ámbar de boca ancha.33
	Preparación del extracto hidroetanólico de las hojas  de Mangifera indica
	Se pesó por separado 150 g de polvo de hojas y luego se colocó en un recipiente de vidrio de boca ancha color ámbar. Posteriormente, se añadió  etanol-agua (7:3) 2 litros. Fueron bien mezclados, teniendo en cuenta que la mezcla debe ocupar como máximo...
	Transcurrido el tiempo de maceración, se  filtró el macerado usando una bomba de vacío, con papel de filtro Whatman N  1. Al líquido filtrado se le denominó extracto hidroetanólico.34
	A continuación, el extracto hidroetanólico se concentró  en un rotavapor  hasta obtener una masa siruposa. Esta se llevó a secar a la estufa a 40 ºC. Al producto resultante se le denominó extracto seco. A partir de este extracto, se preparó las concen...
	Reactivación de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.
	Para este estudio se utilizó cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus mutans ATCC   25175.  La reactivación se realizó sembrando el cultivo liofilizado en tubo con 5 mL  de Caldo Brain Heart Infusion  (BHI) o Cerebro Corazón Infusión, luego se ...
	Para evaluar pureza se sembró por estría en Agar TSYB e incubó a 37 C por 24 – 48 horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligió una colonia compatible con Streptococcus mutans para realizar la coloración gram. A partir de una coloni...
	Evaluación del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer
	La evaluación del efecto antibacteriano, se realizó mediante el método Kirby Bauer, de difusión en agar.37
	Para lo cual se procedió de la siguiente manera: 37
	Estandarización del inóculo de S. mutans ATCC 25175
	La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo BHI se sembró en Agar TSA, se incubó bajo condiciones de microanaerobiosis a 37oC durante 24 horas. Luego de 24 horas, se eligió de 3 a 4 colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175 se dilu...
	Inoculación de las placas
	Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inóculo (1.5 x108 ufc/ml), se tomó una alícuota de 100μl y se colocó en cada una de las placas con Agar Müeller Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la suspensión se distribuyó la ...
	Preparación de los discos con el extracto hidroetanólico de las hojas de Mangifera indica
	Se prepararon discos de papel filtro whatman número 3 estériles, los cuales fueron embebidos con 50 ul de cada una de las concentraciones de 10, 25%, y 50% del extracto hidroetanólico de Mangifera indica. Luego, con una pinza estéril, fue colocado un ...
	Se empleó como control positivo Gluconato de clorhexidina al 0.12% y como control negativo alcohol etanol 70  con los cuales se procedió del mismo modo para las concentraciones del extracto.37
	Incubación:
	Se incubaron las placas en posición invertida dentro de los 15 minutos posteriores a la aplicación de los discos, a 37 C durante 48 horas en microanaerobiosis utilizando jarra Gaspak y con el método de la vela.37
	Lectura de los resultados
	Después del tiempo de incubación 48 horas se examinó cada placa, se midió los diámetros (mm) de los halos de inhibición del crecimiento alrededor de cada disco. Para lo cual se utilizó regla milimetrada Vernier Digital, abarcando el diámetro del halo ...
	4.5.  Plan de análisis
	El análisis estadístico se realizó con el programa estadístico SPSS v. 25, y Microsoft Excel, considerando el procedimiento que a continuación se indica:
	Para la presente investigación, en el análisis de los datos se aplicó la estadística descriptiva e inferencial.
	La estadística descriptiva se utilizó para presentar medidas estadísticas como la media, desviación estándar, entre otros.
	La estadística inferencial, primero se aplicó la prueba de normalidad y posteriormente se aplicó el análisis de varianza (KRUSKAL WALLIS), (datos no normales) con su respectivo nivel de significancia 0.05 y para la comparación múltiple se utilizó el t...
	4.6.  Matriz de consistencia
	4.7.  Principios éticos
	Esta investigación se basó en el Código de Ética de la Universidad ULADECH. Se informó los resultados sin cambiar ningún dato encontrado en el estudio de investigación, asegurando la validez, fiabilidad y credibilidad en la aplicación del instrumento....
	Beneficencia y no maleficencia: Asegura el bienestar de las personas que participan en las investigaciones. La conducta del investigador responde a las siguientes reglas generales: no causar daño, disminuir los posibles efectos adversos y maximizar lo...
	Cuidado del medio ambiente y respeto a la biodiversidad: Asegura el respeto a la dignidad de los animales, el cuidado del medio ambiente y las plantas, por encima de los fines científicos; planificando acciones para disminuir los efectos adversos y to...
	Justicia: El investigador ejerce un juicio razonable, ponderable y tomar las precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos.
	Se reconoce que la equidad y la justicia otorgan a todas las personas
	que participan en la investigación derecho a acceder a sus resultados.38
	Integridad científica: La integridad del investigador resulta especialmente relevante cuando, en función de las normas deontológicas de su profesión, se evalúan y declaran daños, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar a quienes participan...
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