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RESUMEN

Uno de los principales agentes etioldgicos de la caries dental es el Streptococcus mutans
y tienen una alta capacidad de adaptacion. El uso de antimicrobianos, ademas de generar
posibles efectos secundarios, puede fomentar la aparicion de resistencia, por lo que es
esencial investigar tratamientos alternativos. Objetivo: Determinar la efectividad
antimicrobiana del extracto acuoso de tocosh (EAT) al 50%, 75% y 100% al comparar
con clorhexidina (CHX) al 0.12% vy cloruro de cetilpiridinio (CPC) en relacion con s.
mutans cepa ATCC 25175. Materiales y métodos: Se emple6 un EAT, el medio Agar
Mitis Salivarius y una cepa de S. mutans adquirida del laboratorio de Microbiologia
GENLAB en Lima. La cepa fue sometida a pruebas en cuatro grupos: tres EAT a
concentraciones de 50%, 75% y 100%, y un grupo control con CHX al 0.12% y CPC
(PERIOAID), con el fin de analizar la susceptibilidad bacteriana a través de la formacion
de halos de inhibicion. Resultados: EI S. mutans a las 24 horas presenta sensibilidad al
EAT en concentracion de 50% (8.06 + 0.25), la concentracion de 75% (8.25 + 0.45), la
concentracion de 100% (8.75 £ 0.45) y en el grupo control PERIOAID (10.75 + 0.45).
A las 72 horas es sensible al EAT en concentracion de 50% (9 + 0), la concentracion de
75% (9.06 * 0.25), la concentracion de 100% (9.81 + 0.40) y en el grupo control
PERIOAID (12.18 + 0.65). siete dias muestra sensibilidad al EAT en concentracion de
50% (9.18 + 0.40), la concentracion de 75% (9.25 + 0.45), la concentracion de 100%
(10.25 = 0.45) y en el grupo control de PERIOAID (13 + 0.73). Conclusion: EI EAT
presenta efecto antibacteriano en concentraciones de 50%, 75% y 100% en relacion con
s. mutans cepa ATCC 25175, la mayor efectividad antibacteriana lo presento la
concentracion al 100% acercandose mas al grupo control PERIOAID.

Palabras clave: streptococcus mutans, Solanum tuberosum, in vitro, efecto

antibacteriano
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ABSTRACT

One of the main etiological agents of dental caries is Streptococcus mutans and they have
a high capacity for adaptation. The use of antimicrobials, in addition to generating
possible side effects, can encourage the emergence of resistance, so it is essential to
investigate alternative treatments. Objective: To determine the antimicrobial effect of
50%, 75% and 100% aqueous extract of tocosh (EAT) compared to 0.12% chlorhexidine
(CHX) and cetylpyridinium chloride (CPC) against S. mutans strain ATCC 25175.
Materials and methods: An EAT, Mitis Salivarius Agar medium and a S. mutans strain
acquired from the GENLAB Microbiology laboratory in Lima were used. The strain was
tested in four groups: three EAT at concentrations of 50%, 75% and 100%, and a control
group with 0.12% CHX and CPC (PERIOAID), in order to analyze bacterial
susceptibility through the formation of inhibition halos. Results: At 24 hours, S. mutans
was sensitive to EAT at 50% concentration (8.06 £ 0.25), 75% concentration (8.25 +
0.45), 100% concentration (8.75 + 0.45) and in the PERIOAID control group (10.75 %
0.45). At 72 hours, it was sensitive to EAT at 50% concentration (9 £ 0), 75%
concentration (9.06 + 0.25), 100% concentration (9.81 + 0.40) and in the PERIOAID
control group (12.18 £ 0.65). seven days shows sensitivity to EAT at 50% concentration
(9.18 = 0.40), 75% concentration (9.25 + 0.45), 100% concentration (10.25 + 0.45) and
in the PERIOAID control group (13 + 0.73). Conclusion: EAT presents an antibacterial
effect in percentages of 50%, 75% and 100% against S. mutans strain ATCC 25175, with
the greatest antibacterial effectiveness being the 100% concentration which is the one

closest to the PERIOAID control group.

Keywords: streptococcus mutans, Solanum tuberosum, in vitro, antibacterial effect
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INTRODUCCION

Existen investigaciones que demuestran que, desde épocas remotas, la humanidad a
recurrido a las plantas con prop6sitos terapéuticos, tanto para prevenir como para tratar
enfermedades, y estas ofrecen una amplia variedad de usos. La cavidad oral posee una
microflora muy amplia y variada, donde el Streptococcus del tipo Mutans (S. mutans) uno

de los principales causantes de caries dental.

En tiempos recientes, se han desarrollado protocolos dirigidos al control de la placa
bacteriana, los cuales incluyen sugerencias para optimizar la higiene oral, reducir el consumo
de carbohidratos y azlcares en la dieta, y utilizar productos quimicos como la clorhexidina
(CHX) al 0.12% y el Cloruro de Cetilpiridinio (CCP), que ayudan a disminuir la prevalencia

de la caries dental.

Peru es una nacion rica en biodiversidad y con condiciones climéticas ideales para el cultivo
de diversas especies vegetales. Entre ellas se encuentra el tocosh, un alimento obtenido a
partir de la papa fermentada, que posee caracteristicas probioticas y actia como un
antibidtico natural debido a su alto contenido de penicilina. A diferencia de los productos
quimicos sintéticos, el tocosh no presenta efectos secundarios conocidos. Por esta razon,
surge esta investigacion, con el objetivo de identificar un producto accesible para todos y

ayudar en la prevencion de la caries dental.
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CAPITULO 1: EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La cavidad oral presenta una microbiota diversa y extensa, y entre los microorganismos mas
comunes se encuentran Streptococcus sp., Lactobacillus sp. y Actinomyces sp., los cuales
estan asociados a como inicia y desarrolla la caries dental. De estos, El Streptococcus mutans
es el agente principal causante, a causa de sus propiedades fisiologicas especificas. (1)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) desarrollo una estrategia enfocada en la
medicina tradicional con el objetivo de impulsar investigaciones en este ambito y brindar a
los paises una alternativa adicional. El objetivo es promover el bienestar y la salud de la
poblacion, minimizando al mismo tiempo los riesgos asociados con su uso. El Per( lleva a
cabo esta estrategia, aprovechando la variedad de su biodiversidad. (2)

El PerG siendo un pais con abundantes reservas naturales y ecosistema excepcionales, lo que
favorece la produccion de diversas plantas. Un producto es el tocosh, un alimento elaborado
a partir de la papa fermentada, que, aunque no es ampliamente consumido, posee
propiedades probidticas y contiene cantidades de penicilina, lo que le confiere un efecto
antibidtico natural. (3)

El término "Tocosh™ proviene del vocablo quechua tocosh, cuyo significado es "fermentado”
y "arrugado”, ya que resulta de la fermentacion de la papa. Este producto tiene diversos usos
segun las tradiciones locales, y se emplea en el tratamiento de problemas respiratorios,
curacion de heridas, en el postparto, ademas de sus propiedades probioticas vy
antibacterianas. Todo esto lo convierte en una opcién de bajo costo. (4)

Al usar antibioticos sintéticos estos pueden tener efectos secundarios y, ademas, generar

resistencia a los medicamentos y de tener un mayor costo. En cambio, el Solanum tuberosum
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(papa) no presenta efectos secundarios reportados. Al contrario, ofrece numerosas ventajas
para la salud, siendo una fuente de ferritina, vitamina C, riboflavina, rica, en alfa-tocoferol,
asi como agliconas de flavona, glutatién y quercetina, entre otros compuestos. (5)

El tocosh en extracto acuoso e hidroalcohdlico contiene una composicion rica en
fitoquimica, que incluye compuestos alcaloides, fendlicos, flavonoides, cumarinas y
aminoacidos. El tocosh atribuye su propiedad antimicrobiana a los productos generados por
los hongos y las bacterias lacticas durante su proceso de fermentacién. (6)

Los compuestos fendlicos presentes en la papa muestran diversas actividades
antimicrobianas, ya que distintos compuestos tienen efectos distintos sobre varios
microorganismos. Estos compuestos tienen un amplio rango de actividad debido a su
capacidad para eliminar radicales libres, lo que les permite actuar como antimicrobianos
naturales, siendo Utiles para la salud. (7)

Los profesionales de la salud deben conocer y estar familiarizados con la medicina
tradicional, ya que constituye una opcidn no solo méas accesible econémicamente, sino
también mas confiable. Debido a la gran disponibilidad de recursos naturales, se propone la
posibilidad de industrializar estos productos, lo que facilitaria la creacién de nuevas
alternativas terapéuticas. (8)

La CHX al 0.12% es un agente antiséptico de amplio espectro con efecto bactericida,
ampliamente empleado en odontologia por su efectividad contra bacterias Gram positivas y
negativas, ademas de microorganismos anaerobios, aerobios, y hongos presentes en la
cavidad oral. (9)

El antiséptico CPC es un compuesto derivado de un amonio cuaternario monocationico cuya
naturaleza cationica, le permite actuar sobre la pared y membrana celular de los
microorganismos, desplazando los cationes de esta forma altera la bicapa lipidica, lo que

resulta en la eliminacion de los microorganismos. (10)
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1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1 Problema general

¢ Cudl es del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% al comparar con CHX al 0.12% y CPC
en relacion con Streptococcus mutans (estudio in vitro) Lima -2023?

1.2.2  Problemas Especificos

> ¢Cual es la efectividad antimicrobiana del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% al
comparar con CHX al 0.12% y CPC en cultivos de Streptococcus mutans a las 24 horas?
> ¢Cual es la efectividad antimicrobiana del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% al
comparar con CHX al 0.12% y CPC en cultivos de Streptococcus mutans a las 72 horas?

> ¢Cudl es la efectividad antimicrobiana del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% al

comparar con CHX al 0.12% y CPC en cultivos de Streptococcus mutans al 7mo. dia?
1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 Objetivo General

Determinar la efectividad antimicrobiana del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% al
comparar con CHX al 0.12% y CPC en relacion con Streptococcus mutans (estudio in vitro)
Lima - Per( 2023.

1.3.2 Objetivos Especificos

> Determinar la efectividad antimicrobiana del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% al
comparar con la CHX al 0.12% y el CPC en relacién con Streptococcus mutans a las 24
horas.

> Determinar la efectividad antimicrobiana del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% al
comparar con CHX al 0.12% y CPC en relacion con Streptococcus mutans a las 72 horas.
> Determinar la efectividad antimicrobiana del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% al

comparar con CHX al 0.12% y CPC en relacion con Streptococcus mutans al 7mo. dia.
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1.4 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

1.4.1 Teorica

El estudio analiza la accién antimicrobiana del extracto de tocosh en contraste con la CHX
al 0.12% y el CPC contra Streptococcus mutans, ofreciendo la posibilidad de un tratamiento
natural para las infecciones. Esto proporciona conocimientos tedricos sobre los beneficios
del tocosh, lo que podria mejorar la salud del paciente al aprovechar los recursos naturales
disponibles.

1.4.2 Metodologica

Esta investigacion proporcionara una base para futuros estudios relacionados con este tema,
proporcionando evidencia sobre la relevancia de la medicina tradicional, especialmente en
un contexto donde la resistencia a los antibidticos es cada vez mas comun. Ademas, dado
que los farmacos convencionales pueden generar efectos adversos, se resalta la importancia
de investigar méas a fondo los principios activos del tocosh, que ha mostrado propiedades
antibacterianas, sin causar reacciones adversas.

1.43 Practica

Los hallazgos de esta investigacion ayudaran a optimizar la atencion en salud a través de la
medicina tradicional. Al disponer de informacion fundamental sobre las propiedades
antibidticas del tocosh, se podra fomentar su uso en la poblacion como una alternativa para
futuras investigaciones, ayudando asi en la intervencion y tratamiento de diversas

enfermedades.
1.5 LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

151 Temporal:

Se llevd a cabo durante el periodo comprendido entre agosto de 2022 y diciembre de 2023.
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15.2 Espacial:
La investigacion fue llevada a cabo en el &rea de Microbiologia de la Universidad Norbert

Wiener.

1.5.3  Recursos:
Los costos asociados a la ejecucion del proyecto seran asumidos integramente por

responsabilidad del investigador.

CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

Villanueva Y., et al, (2019) Perd. En este estudio se analizo la accién antioxidante y
antimicrobiano del tocosh y del suero de tocosh en el tiempo de fermentacién”, con dos tipos
de tocosh: uno elaborado en el laboratorio y otro artesanalmente. Se evalud el efecto
antioxidante utilizando el método DPPH+, determinandose la actividad antimicrobiana a
través de porcentajes de inhibicion, empleando discos impregnados con 20ug con ampicilina
para Escherichia coli y 1ug en oxacilina para Staphylococcus aureus. Se determiné la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la actividad antibacteriana del extracto de tocosh
frente a S. aureusy E. coli en dilucion en caldo. Los resultados mostraron que E. coli presento
resistencia al suero de tocosh, siendo intermedio en el suero artesanal y sensible al procesado
en laboratorio, lo que indica que el tocosh procesado en el laboratorio tiene un mayor grado
de inhibicién. Por otro lado, S. aureus mostré mayor sensibilidad a los dos tipos de tocosh,
lo que sugiere que los extractos de tocosh tienen mas accion antibacteriana que el suero. En
la CMI del extracto de tocosh frente a E. coli fue del 25%, mientras que para S. aureus fue
de 0.78%. En conclusion, el tocosh presenta una accion inhibitoria mas pronunciado sobre

S. aureus sobre E. coli. (11)
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Enciso S., et al, (2020) Peru. Este estudio evalu6 la actividad antibacteriana in vitro de 4
concentraciones del extracto hidroalcoholico de Solanum tuberosum ‘tocosh' (HET) contra
Streptococcus mutans ATCC 25175TM". Se tratd de una investigacion prospectiva y
experimental. Sometiéndose a estrés hidrico al tocosh fermentado en la que obtuvo un
extracto hidroalcoholico en cuatro diferentes concentraciones: 100%, 75%, 50% y 25%.
Cultivando la cepa de S. mutans mediante la técnica de hisopado en agar infusion de corazon
y cerebro. La actividad antibacteriana del HET se midié mediante el método de difusién en
disco de Kirby-Bauer, y comparandose con la CHX al 0.12%. Los resultados mostraron
efectos altos en la inhibicion lograndose con HET al 100%, y reduciéndose gradualmente la
actividad antibacteriana en los grupos con concentraciones de HET al 25%, 50% y 75%. El
andlisis inferencial entre grupos p= 0.001. En la prueba Post Hoc encontrd ssignificancia
entre los grupos, no habiendo diferencias significativas entre HET al 50% y la clorhexidina
al 0.12% (p > 0.05). Se concluyé que HET al 100% mostré la mayor efectividad
antibacteriana, incluso superior a la clorhexidina al 0.12%, con una diferencia
estadisticamente significativa. Ademas, indicaron que casi todas las concentraciones de HET

evaluadas se evidencio un efecto 6ptimo contra S. mutans. (12)

Varas R. L. (2020). Peru. Este estudio evalué el impacto del secado a una temperatura por
conveccion en la actividad antifungica del tocosh y el contenido total de penicilina, derivado
de las papas (Solanum tuberosum) Huayro y Yungay. La penicilina mediante
espectrofotometria fue cuantificada, mientras que la actividad antifingica se evalud
mediante el medio de agar con cloranfenicol y glucosa. Indicaron que el contenido total de
penicilina en su estado fresco es de 6.94 ug/ml en la variedad Huayro y de 7.47 pug/ml para

la papa Yungay. Al incrementar la temperatura de secado, el contenido de penicilina
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disminuy6 en ambas variedades. La variedad de papa Huayro, su contenido de penicilina
disminuy6 de 13.811 ug/ml a 12.59 pg/ml al ser secada a 35 °C y 55 °C, respectivamente.
En la papa Yungay, la disminucién fue de 14.408 ug/ml a 13.009 pg/ml bajo las mismas
condiciones de temperatura. Concluyé que, tanto en su estado fresco como seco, la papa
Huayro mostraron menor concentracion de penicilina total al compararse con la papa
Yungay. Ademas, se observé que la capacidad antifingica del tocosh no se vio alterada en

el secado en ninguna de los dos tipos de papa. (13)

Reyes V. J., et al (2022) Peru. Este estudio investigo las caracteristicas fisicoquimicas al
incorporar cultivos iniciadores aislados del tocosh producido en condiciones controladas,
utilizandose bacterias liofilizadas, extraidas del tocosh tradicional, en cultivos iniciadores en
fermentar la papa Hualash, con el objetivo de producir tocosh bajo dos condiciones
controladas en el laboratorio. La primera condicion correspondi6 al proceso tradicional,
mientras que la segunda fue el proceso desodorizado, con un, dos y tres gramos, de starter
por kilo de papa. Reduciendo el tiempo de fermentacién a veinte dias en el tocosh tradicional
con dos g de starter y en el tocosh desodorizado con un g de starter, obteniendo 7.719 +
0.010 log ufc g! de bacterias lacticas. Los resultados mostraron que ambos tipos de tocosh
presentaron caracteristicas fisicoquimicas similares a las del tocosh tradicional elaborado
durante 30 dias. Concluyeron que al producir tocosh en el laboratorio, con un tiempo de

corta fermentacion, proporciona un alimento funcional y seguro. (14)

Mayta F., et al. (2020) Peru. Este estudio evalué el efecto antibacteriano y citotoxica de un
dentifrico reciente experimentado a base de Solanum tuberosum ‘Tocosh™ en 3T3 y DU145.
Para la evaluacion de su citotoxicidad, se emplearon cultivos celulares 3T3 'y DU145, y se

determind la viabilidad celular mediante el ensayo MTT mediante un medio que contenia
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suero fetal bovino al 10%. Luego, se evalud la absorbancia con un lector de microplacas y
cristales de formazan se disolvieron en isopropanol frio acidificado, siendo luego
cuantificados con un lector de ELISA. Se utiliz6 el método de Kirby-Bauer para evaluar el
efecto antibacteriano por medio de los halos de inhibicion, con el fin de medir la actividad
contra las cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans y Streptococcus mitis
comparandola con CHX. EI ETE tuvo 19,6 + 2,2 mm mientras que la CHX tuvo 20,2 £ 0,8 mm,
por lo que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,728). Por el
contrario, al comparar la actividad antimicrobiana del ETE frente a las cepas de S. mutans, el
ETE tuvo 13,7 + 2,8 mm mientras que la clorhexidina tuvo 18,0 £ 0,8 mm. Finalmente, al
comparar la actividad antimicrobiana del ETE frente a las cepas de S. mitis, el ETE tuvo 16,5 +
1,3 mm mientras que la CHX tuvo 18,2 + 0,6 mm. Este hallazgo sugiere que el nuevo dentifrico
ecologico a base de tocosh es una opcidn viable para combatir infecciones bacterianas sin

afectar la viabilidad celular. (15)

Paz S. V. (2021). Pera. Este estudio evalu6 in vitro el efecto antimicrobiano del extracto
acuoso de tocosh (EAT) en Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Fue un estudio
experimental, transversal y comparativo, en el que se utilizd una hoja de recoleccion de
informacién para registrar la medida de los halos de inhibicion en las distintas
concentraciones. Se prepararon tres diluciones del EAT con concentraciones al 25%, 50% y
100%, y se evaluaron en dos cepas bacterianas: Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
cada bacteria con su correspondiente grupo control: sulfametoxazol + trimetoprim para E.
coli y oxacilina para S. aureus. Con el fin de analizar los promedios y la desviacién estandar
de los halos de inhibicion, se emplearon métodos estadisticos descriptivos e inferenciales.
Los resultados indicaron que el EAT en concentraciones de 25%, 50% y 100% no presentd
efecto antimicrobiano in vitro, ya que no se observé ningln halo de inhibicién. En

comparacion, el sulfametoxazol + trimetoprim gener6é un halo de inhibicion de 29.9 mm
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contra E. coli, mientras que la oxacilina mostré un halo de 17.7 mm contra S. aureus. En
conclusién, el EAT no exhibi6 actividad antimicrobiana in vitro contra Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, lo que sugiere que su efecto antimicrobiano es nulo en las

concentraciones evaluadas (16).

COAQUIRA M. S. (2019). Peru. Este estudio comparo la actividad antibacteriana de tres
marcas de Tocosh (Solanum tuberosum) contra Staphylococcus aureus, utilizando extractos
etandlicos obtenidos mediante el método de extraccion por Soxhlet. La actividad
antimicrobiana se evalu6 utilizando el método de Kirby-Bauer, que se clasificaron como
altamente sensible(AS) de 30-35 mm, sensible(S) de 20-30 mm, sensibilidad intermedia(Sl)
a 15-20 mm y menor a 15 mm Resistente ®. El extracto etandlico (Ex-E) de Tocosh de la
muestra 1 resulto AS en los extractos de 80%, 90% y 100%.; S a los extractos de 12.5%,
25%, 50%, 60% y 70%. El Ex-E de la muestra 2 resulto AS al extracto de 100%, S a los
extractos en 50%, 60%, 70%, 80% y 90%; Sl al extracto de 25% y R al extracto de 12.5%.
El Ex-E de la muestra 3 resulto AS al extracto al 100%, S a los extractos de 25%, 50%, 60%,
70%, 80% y 90%; Sl a al extracto de 12.5%. En conclusion, la muestra uno presento efecto
mayor antibacteriano contra Staphylococcus aureus, destacandose por su alta sensibilidad a
las concentraciones del extracto al 80%, 90% y 100%. Las muestras 2 y 3 también

presentaron efectos antibacterianos, pero con una menor intensidad. (19)

VELASCO J. R. (2020). Peru. Este estudio sobre la toxicidad aguda y subaguda de la
harina de tocosh (TF) proporciona informacion importante sobre la seguridad de este
producto. En la toxicidad aguda se suministré TF por via oral a ratones en dosis Unicas de
2000 mg/kg y 5000 mg/kg de peso corporal (BW), registrandose, el peso, mortalidad y los

signos clinicos durante 14 dias posteriores a la ingesta de TF. Se encontrd que la dosis letal
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media (DL50) de TF se encuentra mayor a 2000 mg/kg BW, pero menor a 5000 mg/kg BW,
indicando que TF tiene una alta seguridad frente a toxicidad aguda. No se observaron
sintomas de muerte ni efectos toxicos importantes durante el tratamiento. En la Toxicidad
subaguda se suministré TF a ratas una vez al dia durante 28 dias a una dosis de 1000 mg/kg
BW. Observandose los comportamientos de los animales, mortalidad, variaciones de peso,
y se realizaron analisis histologicos y de los pardmetros hematologicos y bioquimicos. Se
encontrd nivel sin efectos adversos observados (NOAEL), se determind que hasta 1000
mg/kg BW no se observaron efectos adversos significativos. Los Efectos en los 6rganos se
encontraron diferencias estadisticas en el peso corporal y en los pesos relativos de los
organos (estdbmago y cerebro), pero estas no fueron significativas para la salud general de
los animales. En conclusién, la TF resalta su alta seguridad como medicina tradicional
peruana. Este estudio contribuye a respaldar el uso de la harina de tocosh como una opcion
segura dentro de la medicina tradicional, con un margen de seguridad significativo en las

dosis probadas. (20)

2.2 BASES TEORICAS

BIOFILM.

El biofilm es una pelicula delgada de bacterias que se adhiere a las superficies dentales,
formando una matriz compleja que protege a las bacterias contra los agentes antibacterianos.
Esta matriz estd compuesta por polimeros extracelulares que las bacterias producen y que
les sirven como una especie de "escudo™ para resistir el ataque del sistema inmunologico y
de los antibioticos. El grosor del biofilm es de alrededor de 1 a 2 micrometros, y es
fundamental para el desarrollo de enfermedades orales, debido a la produccion de acidos

dafan el esmalte dental, o pueden causar inflamacion e infeccién en las encias. (21)
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STREPTOCOCCUS MUTANS.

Es una bacteria mas relevante en la formacion de caries dental debido a su naturaleza
cariogénica. Se trata de un coco Gram positivo con una estructura en cadena, es negativo
para catalasa y oxidasa, y tiene la capacidad de fermentar azucares y generar acido lactico.
Esto reduce el pH del entorno de 7 a 4.2, favoreciendo la desmineralizacion del esmalte
dental y contribuyendo al desarrollo de caries (22). Los principales factores relacionados con
la caries incluyen la produccion de dextranasa, acidogenicidad, aciduricidad, acidofilicidad,

sintesis de glucanos y fructanos (23).

MEDIOS DE CULTIVO.

Son nutrientes que favorecen el desarrollo de microorganismos. EI S. mutans crece de forma
adecuada en medios que contienen sangre, suero o carbohidratos, ya que estos ofrecen los
nutrientes indispensables para su desarrollo. La temperatura ideal para su crecimiento es de
35-37°C, que coincide en la temperatura del cuerpo humano, especialmente en la cavidad
bucal. También se favorece el crecimiento en un ambiente con diéxido de carbono al 5-7%,
lo que es caracteristico de bacterias que habitan en cavidades humanas y animales. Las
colonias de S. mutans en los medios s6lidos presentan un aspecto rugoso, opaco y blanco, lo

que las distingue de otras bacterias. (24)

CLORHEXIDINA.

Es un antiséptico de amplio espectro utilizado principalmente en el cuidado de la salud bucal.
Tiene accidn contra microorganismos Gram positivas y negativas, anaerobios facultativos,
aerobios y levaduras, lo que lo convierte en un antiséptico eficaz frente a una amplia gama
de microorganismos en la cavidad oral. Dependiendo de la concentracion, la clorhexidina

puede ser bacteriostatica o bactericida. Sin embargo, se debe tener en cuenta El uso
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prolongado de clorhexidina puede provocar efectos secundarios, como manchas dentales o

alteraciones en el sabor, por lo que su uso debe ser controlado y supervisado (25).

CLORURO DE CETILPIRIDINIO (CPC).

El CPC pertenece a los compuestos de amonio cuaternario siendo un antiséptico oral. Su
mecanismo de accion se basa en su capacidad para adherirse a los tejidos orales gracias a
su carga positiva, lo que le permite actuar como un inhibidor de la formacion de placa
bacteriana, reduciéndola al 35%. Aunque su eficacia es buena, se elimina rapidamente de
las superficies bucales, liberandose a una velocidad mayor que la clorhexidina. Al 0.05%
es la concentracién mas comdnmente empleada en cremas dentales y enjuagues bucales

(26).

MEDICINA TRADICIONAL.

Se trata de un conjunto de conocimientos que mediante la experiencia se adquiere con el
uso de recursos naturales dentro de una cultura, para el mantenimiento de la salud. La OMS
reconoce la medicina tradicional como parte integral de los sistemas de salud, subrayando

su importancia, aunque a menudo subestimada, en los servicios de atencion sanitaria (27).

EXTRACTOS DE PLANTAS.

Son el producto mas diluido, adecuados para plantas o frutos, que contiene compuestos
activos con diversas propiedades. Debido a la sensibilidad de estos compuestos al calor,
pueden descomponerse durante el proceso de extraccidén. Los extractos se obtienen al
mezclar un material sélido triturado con un liquido disolvente, permitiendo la transferencia

de sus componentes y formando una solucién compuesta (28).

SOLANUM TUBEROSUM.
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La papa es un tubérculo que ha sido cultivado en la region andina durante mas de 7.000 afios.
investigaciones recientes sefialan que su origen se encuentra en la zona norte del lago
Titicaca, al sur de Per(. Actualmente, la subespecie Solanum tuberosum ocupa el cuarto
lugar ebtre los cultivos més importantes del mundo, después del maiz, trigo y arroz, y se
produce en mas de 130 paises (29). Dentro de la clasificacion taxondémica, la papa se
encuentraen el reino Plantae, divisién Angiospermae, clase Magnoliopsida, orden Solanales,

familia Solanaceae, género Solanum L. y especie tuberosum L. (30).

TOCOSH.

El Tocosh se obtiene a partir de la fermentacion de la papa mediante la accion de bacterias.
Para su elaboracion, la variedad, mas utilizada es la hualash. Su nombre proviene de un
término que hace referencia a un proceso de "arrugamiento™ y "fermentacion”. Las
comunidades campesinas lo preparan empleando papas amargas, las cuales, tras fermentar,
desarrollan un sabor distintivo, y se consume directamente (31, 17, 18).

El tocosh se produce a traves de un proceso de fermentacion, en el que los tubérculos se
sumergen en un pozo de agua, cubiertos con pasto seco y ubicados cerca de una corriente
de agua, durante aproximadamente 6 meses. A lo largo de este periodo se fermenta y
descompone, la papa reduce su tamafio, aunque su cubierta permanece intacta, lo que
genera un olor caracteristico, casi desagradable. Debido a sus propiedades curativas, el
tocosh se emplea para tratar problemas en los bronquios, el sistema digestivo y los huesos.
Ademas, contiene penicilina (un antibiético), lo que lo convierte en un potente
antimicrobiano en su forma natural, y se cree que fortalece el sistema inmunoldgico (32,

17, 18).
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2.3 FORMULACION DE HIPOTESIS
2.3.1  Hipdtesis general

> Hi: El extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% tiene el mismo efecto antimicrobiano que

laCHX al 0.12% y el CPC contra el Streptococcus mutans.

> Ho: El extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% no tiene el mismo efecto antimicrobiano

que laCHX al 0.12% y el CPC contra el Streptococcus mutans.

2.3.2 Hipotesis especificas

> Hil: El efecto antimicrobiano del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% es menor al
de la CHX al 0.12% y el CPC en cultivos de Streptococcus mutans a las 24 horas.

» HO1: El efecto antimicrobiano del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% no es menor
al de laCHX al 0.12% y el CPC en cultivos de Streptococcus mutans a las 24 horas.

> Hi2: El efecto antimicrobiano del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% es igual al de
la CHX al 0.12% y el CPC en cultivos de Streptococcus mutans a las 72 horas.

> HO02: El efecto antimicrobiano del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% no es igual
al de laCHX al 0.12% y el CPC en cultivos de Streptococcus mutans a las 72 horas.

> Hi3: El efecto antimicrobiano del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% es mayor que
el de laCHX al 0.12% y el CPC en cultivos de Streptococcus mutans al séptimo dia.

> HO3: El efecto antimicrobiano del extracto de tocosh al 50%, 75% y 100% no es mayor

al de laCHX al 0.12% y el CPC en cultivos de Streptococo mutans al séptimo dia.
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CAPITULO 3: METODOLOGIA
3.1 METODO DE LA INVESTIGACION

Se trata de un estudio experimental en el que se manipula la variable independiente para

observar su impacto en la variable dependiente.
3.2 ENFOQUE DE LA INVESTIGACION

Es un estudio de enfoque cuantitativo, ya que se centra en la recopilacién y analisis de

datos numéricos.
3.3 TIPO DE INVESTIGACION

Es un estudio prospectivo, ya que los datos se recopilaron conforme a la ocurrencia de los
eventos. Ademas, es un estudio longitudinal, ya que la variable de interés se midio en tres

momentos distintos, lo que permitié observar los cambios a lo largo del tiempo.

3.4 DISENO DE INVESTIGACION

El enfoque de esta investigacion es experimental y se llevé a cabo en un entorno in vitro.

3.5 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO
e Poblacion: Al ser un estudio experimental la poblacion esta conformada por el conjunto

de placas que contienen las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

e Muestra: La muestra consistid en 8 repeticiones por grupo, lo que asegura el 95% de

confianza y un rango de error adecuado para la evaluacion, como muestra la férmula:

n=2(Za+Zp)+S
dz

n=2(1.96+0.84)2x2.141992
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3.038:

n=2(7.85) x4.588
9.232

n=15.702+4.588
9.232

n=72.0448
9.232

n=7.8036

n= Ndmero de muestras por grupo.

Za. = El valor Z se refiere al nivel de riesgo deseado.

Zp = El valor Z esté relacionado con el poder deseado, en funcion del riesgo seleccionado.
S2 = La varianza de la variable cuantitativa corresponde a la dispersion de los datos en el
grupo de control de referencia.

D = umbral méas pequefio de cambio significativo entre los grupos o condiciones en el

estudio.

e Muestreo: Unidades generadoras de colonias de Streptococcus mutans como resultado

del efecto antimicrobiano del EAT.

Criterios de inclusion:
e Placas Petri en agar mitis salivarius del microorganismo de prueba: S. mutans y del

EAT 50%, 75% y 100%.

e Antiséptico oral indicado como la Clorhexidina 0.12%, y Cloruro de cetilpiridinio
al 0.5% (PERIOAID).

e Placas Petri en condiciones 0ptimas y dentro de los pardmetros permitidos.
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Criterios de exclusion:
e Placa Petri quebradas o en condiciones defectuosas al abrir el empaque.
e Placas Petri con cultivos alterados por contaminacién, encontrandose fuera del
parametro aceptable.

e Antisépticos orales en distintas concentraciones.
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3.6 Variables y operacionalizacion

INDEPENDIENTE

Con efecto o sin efecto

Variables Definicién operacional Dimensiones Indicadores Escala de | Escala
medicién valorativa
Extracto de tocosh EAT en concentraciones | EAT al 50%, 75% Yy | EAT concentraciones de 50%, 75%y | Cualitativa | Extracto de
del 50%, 75% y 100%. 100%. 100% Nominal tocosh,  al

50%, 75% vy
100%

0.12%y CPC
COVARIABLES

través de los halos de

inhibicién.

inhibitorio

¢ Sensibilidad nula (-): menor a 8mm
e Sensible (+): 8mm - 13mm

e Muy sensible (++): 14mm - 20mm

e Sumamente sensible (+++): mayor a
20mm

Cuantitativa
de razén.

Efecto antimicrobiano del | Se evidencia el efecto a | Diametros de los | Escala de Duraffourd 0-50 mm
EAT con través de los halos de | halos inhibitorios e Sensibilidad nula (-): menor a 8mm
Streptococcus inhibicion. e Sensible (+): 8mm - 13mm
Mutans e Muy sensible (++): 14mm - 20mm Cuantitativa
e Sumamente sensible (+++): mayor a
DEPENDIENTE 20mm Ordinal
Control en CHX al | El efecto se evidencia a | Diametro del halo | Escala de Duraffourd CHX al

0.12% y CPP
0.5%

0-50 mm

Fuente: Elaboracion propia
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3.7 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.7.1  Técnica
Para el estudio, se utilizd la técnica de observacion mediante una ficha de registro de

laboratorio.

3.7.2  Descripcién de instrumentos
Se utiliza una ficha de laboratorio para documentar las medidas de los halos de inhibicion

en las diferentes concentraciones de tocosh y en el grupo de control.

3.7.3 Procedimiento para aplicar los instrumentos.

Se solicité autorizacion al laboratorio de Microbiologia de la Universidad Norbert Wiener
para obtener el extracto acuoso de tocosh y cultivar la cepa en sus instalaciones. Ademas, la
cepa de Streptococcus mutans fue adquirida en el laboratorio GENLAB.

Se adquirié "Tocosh" pulverizado en el mercado central Gran Mariscal de Ayacucho,
ubicado en el distrito de La Victoria, el cual presenta un aroma distinto y un gusto amargo.
Para obtener el compuesto activo, se realiz6 un proceso de extraccion con agua comenzando
con el pesaje de 40 g de tocosh en polvo, el cual se colocé sobre un papel filtro e introdujo
en el extractor del equipo Soxhlet. La extraccion se efectud utilizando 250 mL de agua
destilada a 100 °C durante 4 horas. Posteriormente, el extracto se filtr6 utilizando doble papel
filtro Whatman N° 41, lo que permiti6 obtener un extracto mas purificado (33).

El extracto obtenido se almacen6 en frascos de color ambar previamente esterilizados, los
cuales se mantuvieron refrigerados hasta el momento de preparar concentraciones de 50%,
75% y 100%, disueltas en agua destilada (34).

Con el extracto de tocosh se prepararon los discos de sensibilidad, de cada concentracion se
tomaron 2 ml, distribuyéndose en tres recipientes estériles. Los discos de sensibilidad de 6
mm de diametro se sumergieron en los viales durante 20 a 30 minutos. Después de este

tiempo, los discos se colocaron en los cultivos correspondientes (35).
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Se compro de manera particular en el laboratorio GENLAB la cepa de Streptococcus mutans
y se activé segun las indicaciones proporcionadas por dicho laboratorio. Para la siembra, se
sumergio un hisopo estéril en el tubo de cultivo de la bacteria. Posteriormente, se realizo la
siembra en placas Petri con Agar Mitis Salivarius, aplicando con un hisopo sobre toda la
superficie uniforme, cada placa se giré 10 veces para asegurar una distribucion homogénea
(35).

El efecto inhibitorio se analiz6 empleando tres concentraciones del extracto de Solanum
tuberosum al 50%, 75% y 100%. Ademas, se incluyé un grupo de control con CHX al 0.12%
y CPC al 0.5% (PERIOAID). Utilizando una pinza estéril, se ubicaron los discos
impregnados con los extractos de tocosh, CHX y CPC, garantizando una separacion de 25
mm entre ellos, en la parte superior de las placas inoculadas con Streptococcus mutans. Se
incubaron las placas a 36°C, y luego, se evaluaron los halos de inhibicién a las 24 horas, 72
horas y a los 7 dias, registrando el didmetro en milimetros. La medida se realiz6
posicionando una regla en la parte posterior de la placa, anotando los resultados en la ficha
de observacién del laboratorio (35). Finalmente, con la escala de Duraffourd se evalud la
sensibilidad antimicrobiana de los porcentajes de EAT y el grupo control segln las medidas

de los halos de inhibicion (1).
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3.7.4 Validacién

La validez del instrumento ha sido comprobada y empleada en el estudio experimental de

Gamboa M. L (1). Por lo que se esta usando el mismo instrumento de recoleccion.

3.7.5 Confiabilidad
Se fundamenta en la implementacion de los procedimientos definidos por el laboratorio de

la Universidad Norbert Wiener.

3.8 PLAN DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

La recopilacion, el registro y la organizacion de los datos se realizaron utilizando el software
Excel 2023, y luego analizados utilizando el software SPSS version 27. Para evaluar el efecto
antimicrobiano, se compararon con los antisépticos CHX al 0.12% y CPC. Los halos de
inhibicion, expresados numéricamente, fueron organizados en variables cuantitativas y
analizados mediante promedios y medidas de dispersion. Para verificar la normalidad de los
datos, se aplico la prueba de Shapiro-Wilk, y para evaluar las diferencias entre los grupos se
utiliz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y la correccion Bonferroni, basada en los

rangos.
3.9 ASPECTOS ETICOS

Se cumplié con los procedimientos de bioseguridad conforme a los protocolos establecidos
por el laboratorio. Para la realizacion del estudio, se obtuvo la aprobacion previa del Comité
de Etica de la Universidad Norbert Wiener. Asimismo, se gestion6 la autorizacion para
utilizar el laboratorio de Microbiologia y la validacién de la pureza y viabilidad de las cepas

de Streptococcus mutans.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4.1 RESULTADOS

Este estudio in vitro tuvo como propdsito principal evaluar la actividad antimicrobiana del
EAT en concentraciones del 50%, 75% y 100%, en comparacion con la CHX al 0.12% vy el
CPC. Esta actividad fue evaluada frente a las cepas ATCC 25175 de Streptococcus mutans.
La susceptibilidad antibidtica se analizé mediante halos de inhibicion, comparandola con la
escala de Duraffourd. (tabla 1).

Después del primer dia se observd que el Streptococcus mutans es sensible al extracto acuoso
de tocosh en concentracion de 50% (8.06 + 0.25), en la concentracion de 75% (8.25 + 0.45),
en la concentracion de 100% (8.75 + 0.45) y en el grupo control de clorhexidina al 0.12% y
CCP 0.5% (PERIOAID) (10.75 + 0.45). Al tercer dia se observo que el Streptococcus mutans
es sensible al EAT en concentracion de 50% (9 + 0), en la concentracién de 75% (9.06 +
0.25), en la concentracién de 100% (9.81 + 0.40) y en el grupo control de CHX al 0.12% y
CCP 0.5% (PERIOAID) (12.18 £ 0.65). En el séptimo dia se observé que el Streptococcus
mutans es sensible al EAT en concentracion de 50% (9.18 + 0.40), en la concentracion de
75% (9.25 £ 0.45), en la concentracion de 100% (10.25 + 0.45) y en el grupo control de
CHX al 0.12% y CCP 0.5% (PERIOAID) (13 + 0.73) (tabla 2).

Se verifico si los datos de las muestras presentaban distribucion normal mediante la prueba
de Shapiro-Wilk, cuyo p-value fue inferior a 0,05 (con un 95% de confiabilidad) (tabla 3),
lo que indica que las muestras no siguen una distribucién normal. Tomando en cuenta los
resultados de la prueba de normalidad, se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis, que evidencid

una diferencia significativa en el analisis estadistico (p<0.05) (tabla 4) (gréfico 1).
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Los niveles de significancia han sido modificados aplicando la correccién Bonferroni para
comparaciones multiples donde se compara mediante parejas de las distintas
concentraciones y el grupo control, se observa que las comparaciones:

Al primer dia existen 4 grupos (50% - 100%), (50% - CLORHEX), (75% - CLORHEX),
(100% - CLORHEX) donde existe diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) (tabla
5). Al tercer dia se observd 5 grupos (50% - 100%), (50 % - CLORHEX), (75% - 100%),
(75% - CLORHEX), (100% - CLORHEX) donde existe diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) (tabla 5). A los 7 dias se observo 5 grupos (50% - 100%), (50 % -
CLORHEX), (75% - 100%), (75% - CLORHEX), (100% - CLORHEX) donde existe

diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) (tabla 5).

Tabla 1. Valores descriptivos del halo inhibitorio EAT en concentraciones del 50%, 75%
y 100% y CHX al 0.12% con CPC (PERIOAID) frente a la cepa ATCC 25175 de
Streptococcus mutans.

Grupos Promedio de medicion del halo en mm ESCALA DE
SENSIBILIDA
D DE
1dia 3 dias 7 dias DURAFFOURD
EAT 50% 8.06 mm 9 mm 9.19 mm +
EAT 75% 8.25 mm 9.06 mm 9.25 mm +
EAT 100% 8.75 mm 9.81 mm 10.31 mm +

CHX 0.12% CON CPC
0.5% (PERIOAID)

10.75 mm 12.19 mm 13 mm +

Fuente: elaboracion propia

Sensibilidad nula (-): menor a 8mm, Sensible (+): 8mm - 13mm, Muy sensible (++):
14mm - 20mm, Sumamente sensible (+++): mayor a 20mm. EAT: extracto acuoso de
tocosh. CHX: clorhexidina. CPC: cloruro de cetilpiridinio

Interpretacion: Se observd actividad antimicrobiana del EAT segun la escala de
Duraffourd, con un aumento en el promedio del halo inhibitorio conforme incrementaba la
concentracion. El halo inhibitorio méas grande lo presento el EAT al 100%, con una medida
que oscilé entre 8.75 mm y 10.31 mm, acercandose al tamafio observado en el grupo

control.
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Tabla 2. Medias y desviacion estandar de cada grupo

Diametro de los halos (mm)

Grupo 1dia 3dias 7 dias 95% de confianza
1 dia 3 dias 7 dias

Media Media Media LI LS LI LS LI LS
+/-DE +/-DE +/-DE

EAT 50 % 806+ 910 9.18 + 7,93 8,20 9,00 9,00 8,97 9,40
0.25 0.40

EAT 75 % 825+ 9.06 £ 9.25+ 8,01 8,49 8,93 9,20 9,01 9,49
0.45 0.25 0.45

EAT 100 % 8.75+ 9.81+ 10.25+ 8,51 8,99 9,60 10,03 10,01 10,49
0.45 0.40 0.45

CHX al 10.75+ 12.18+ 13+ 10,51 10,99 11,84 12,54 12,61 13,39

0.12%y 0.45 0.65 0.73

CPC0.5%

(PERIOAID)

EAT: extracto acuoso de tocosh, DE: desviacién estandar LS: limite superior LI: limite

inferior.

Fuente: elaboracién propia

Interpretacion: Se observd un incremento en el didmetro del halo de inhibicion alos 3y 7

dias, conforme aumentaba la concentracion del EAT, aunque sin superar al grupo control.

Los valores mas altos de la media se registraron a los 7 dias, con el grupo control alcanzando

13 mm. En comparacion, el EAT al 50%, 75% y 100% presentaron medias de inhibicion de

9.18 mm, 9.25 mm y 10.25 mm, respectivamente.

Tabla 3. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

TIEMPO Shapiro-Wilk

SUSTANCIA Estadistico gl Sig.

TIEMPO1D |TOCOSH50% 273 16 ,000
TOCOSH75% ,546 16 ,000
TOCOSH100% 546 16 ,000
CLORHEX 546 16 ,000

TIEMPO 3D |TOCOSH50% 273 16 ,000
TOCOSH75% ,484 16 ,000
TOCOSH100% ,546 16 ,000
CLORHEX 7194 16 ,002

TIEMPO 7D | TOCOSH50% ,484 16 ,000
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TOCOSH75% ,546 16 ,000
TOCOSH100% ,546 16 ,000
CLORHEX ,736 16 ,000
Fuente: elaboracion propia

Interpretacion: Los analisis realizados con la prueba de Shapiro-Wilk mostraron
valores inferiores a 0,05 (con un nivel de confianza de 95%). Esto permitio aceptar la
hipétesis nula, lo que indica que las muestras analizadas no siguen una distribucion
normal. Por lo tanto, se emplearon pruebas no paramétricas para las comparaciones

correspondientes.

Tabla 4. Resumen de prueba Kruskal-Wallis del efecto antimicrobiano del EAT en un tiempo
de 24 horas, 72 horas y 7 dias

Tiempo 24 horas 72 horas 7 dias
N total 64 64 64
Sig. asintética (prueba 0,000 0,000 0,000

bilateral)

Fuente: elaboracion propia

Interpretacion: Se observa diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, al

menos uno de los tiempos tiene un efecto antimicrobiano distinto en cada periodo evaluado.

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

11,00 1300 1400 *
1300 —
1200
10,00
1200 *
11,00
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TEMPO7D

100
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-
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Gréfico 1. Evaluacion del efecto antimicrobiano del extracto de tocosh en concentraciones del
50%, 75% y 100% en comparacion con la clorhexidina al 0.12% y el cloruro de cetilpiridinio

con el streptococo mutans a las 24 horas, 72 horas y 7 dias.



Tabla 5. Comparacion del efecto antimicrobiano del EAT al 50%, 75%, 100% y la CHX al
0.12% y el CPC en parejas en un tiempo de 24 horas, 72 horas y 7 dias.

24 horas 72 horas 7 dias
Sustancia Sig. Sig. Sig.
TOCOSH50%-TOCOSH75% 0,461 0,827 0,827
TOCOSH50%-TOCOSH100% 0,007 0,001 0,001
TOCOSHS50%-CLORHEX 0,000 0,000 0,000
TOCOSH75%-TOCOSH100% 0,049 0,002 0,002
TOCOSH75%-CLORHEX 0,000 0,000 0,000
TOCOSH100%-CLORHEX 0,000 0,003 0,003

Fuente: elaboracién propia

Interpretacion: El efecto antimicrobiano a las 24 horas, 72 horas y 7 dias en la comparacion
de sustancias de TOCOSH (50% - 100%), (75% - 100%), (TOCOSH50% - CLORHEX),
(TOCOSH75% - CLORHEX), (TOCOSH100% - CLORHEX) presentaron diferencia
estadisticamente significativa. Los valores de significancia fueron ajustados utilizando la

correccion de Bonferroni para las pruebas maltiples.

4.2. DISCUSION DE RESULTADOS

Los antibidticos sintéticos no solo son costosos y pueden generar efectos secundarios, sino
gue también tienen el potencial de inducir resistencia a los farmacos. Por esta razén, es
crucial avanzar en el desarrollo de antibi6ticos naturales. El objetivo de esta investigacion
fue demostrar que el extracto acuoso de Tocosh tiene efecto antibacteriano contra las cepas
ATCC 25175 de Streptococcus mutans. Para lo cual se adquirio papa Fermentada en forma
de “Tocosh” pulverizada en el mercado central gran mariscal de Ayacucho del distrito de la
victoria. Se realizd la extraccion acuosa utilizando la técnica de Soxhlet, y el extracto
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obtenido se almacend en frascos de vidrio color &mbar, los cuales fueron refrigerados. Tras
reactivar la cepa ATCC 25175 de Streptococcus mutans, se procedio a evaluar el efecto
antibacteriano del EAT en tres concentraciones: 50%, 75% y 100%.

El resultado obtenido indicd que la cepa de Streptococcus mutans es sensible a las
concentraciones de 50%, 75% y 100%. Al medir los halos de inhibicion al primer dia, los
promedios fueron de 8,06 mm para el 50%, 8,25 mm para el 75% y 8,75 mm para el 100%.
Al comparar estos resultados con los parametros de la escala de Duraffourd, se observé que
existe sensibilidad antimicrobiana, aunque no alcanzé el nivel de inhibicion de la CHX al
0,12% ni del CPC al 0,5% (PERIOAID), que mostraron un halo de 10,75 mm. Por su parte
en el estudio de Paz S. V. (16). En las concentraciones de 25%, 50% y 100% del EAT, no
se observaron halos de inhibicion frente a Escherichia coli (0 mm) en un periodo de 24 a 48
horas. En contraste, en el grupo control tratado con el antibiético Sulfametoxazol +
trimetoprim (25 pg), se formaron halos de inhibicion, con un didmetro promedio de 29,9 mm
en las 22 placas observadas. De manera similar, en las concentraciones de 25%, 50% y 100%
del EAT, no se detect6 formacion de halos de inhibicién contra Staphylococcus aureus (0
mm) dentro del mismo rango temporal. En el grupo control con el antibidtico Oxacilina (1
ug), se observaron halos de inhibicién, con un didmetro promedio de 17,7 mm en las 22
placas. Donde a diferencia del estudio realizado en ese caso el EAT no se evidencio el efecto
antimicrobiano mostrando un halo de inhibicién de 0 mm, pudiendo ser debido a que en el
estudio donde realizaron usaron 10 gr en 150 ml, en comparacién con el estudio que se
realizd con 40 gr en 250 ml, siendo este un factor que pudiera intervenir en la actividad
antimicrobiana.

Las mediciones de los halos a los 3 dias mostraron un promedio de 8.06 mm para la
concentracion al 50%, 8.25 mm para la concentracion al 75% y 8.75 mm para la

concentracion al 100%. Al comparar estos resultados con los parametros de la escala de
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Duraffourd, se observé que el extracto present6 sensibilidad antimicrobiana, aunque no
alcanzd los niveles de inhibicion observados con la CHX al 0.12% y el CPC 0.5%
(PERIOAID), que mostraron un halo promedio de 10.75 mm. Al comparar la actividad
antimicrobiana en el estudio Mayta F., et al. (15) el extracto etandlico de tocosh (ETE) frente a
las cepas de S. aureus, el ETE tuvo 19,6 + 2,2 mm mientras que la clorhexidina tuvo 20,2 + 0,8
mm, por lo que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,728). Por el
contrario, al comparar la actividad antimicrobiana del ETE frente a las cepas de S. mutans, el
ETE tuvo 13,7 £ 2,8 mm mientras que la clorhexidina tuvo 18,0 £ 0,8 mm encontrandose
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,001). Finalmente, al comparar la actividad
antimicrobiana del ETE frente a las cepas de S. mitis, el ETE tuvo 16,5 + 1,3 mm mientras que
la clorhexidina tuvo 18,2 + 0,6 mm, por lo que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,988). concluyendo que el TEE tiene actividad antimicrobiana contra cepas
de S. mutans, S. mitis y S. aureus, demostrando que este recurso natural tiene un potencial uso
terapéutico en odontologia. Se demostrd en este estudio la actividad antimicrobiana
mostrando una diferencia de los halos de inhibicion debido a que realizaron un EXE y
también la influencia del tipo de papa en la fermentacién de la obtencién de tocosh,
mostrando una variacion en el tamafio de los halos con el extracto acuoso realizado en el

estudio, pero de igual manera demostrando el efecto antimicrobiano del extracto de tocosh.

A los 7 dias, los halos de inhibicion mostraron un promedio de 9,19 mm para la
concentracion al 50%, 9,25 mm para el 75% y 10,31 mm para el 100%. Al comparar estos
resultados con los parametros establecidos en la escala de Duraffourd, se observo
sensibilidad antimicrobiana. Sin embargo, la CHX al 0,12% y el CPC al 0,5% (PERIOAID)
presentaron un halo promedio de 10,75 mm; entonces podemos decir que si se podria utilizar
en un tratamiento frente a streptococcus mutans. asi también se observé que la
susceptibilidad antibidtica realizada en el estudio de Enciso S., et al, (12) el efecto inhibitorio
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medio més alto se obtuvo con HET al 100% (33,1 £ 2,2 mm), con una reduccién gradual en
los otros grupos de HET al 75%, 50% y 25% (29,7 £ 1,3 mm, 26,6 £ 2,0y 20,1 + 1,8 mm,
respectivamente). Todos los grupos presentaron una distribucion normal con p > 0,05. El
HET al 100% resulté ser el tratamiento méas efectivo, ya que generd el mayor promedio de
halos de inhibicién; donde la diferencia de los halos de inhibicién puede ser debido a que
realizaron un HET y esto puede influenciar en los principios activos asi como el efecto
antimicrobiano, pero llegando al mismo resultado que la concentracion al 100 % muestra un
halo de inhibicion mas alto y mas cercano a la CHX y CCP (PERIOAID), demostrando que
todas las concentraciones tienen efecto antimicrobiano siendo la concentracion de 100% con

mayor efecto antimicrobiano.

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

e Los halos de inhibicion del EAT al primer dia tuvo en promedio de 8.06 mm a 8.75
mm demostraron que el streptococcus mutans es sensible ante todas las
concentraciones del EAT, pero es menor al del grupo control de la CHX 0.12% y
CPC 0.05% (PERIOAID).
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El efecto antimicrobiano visto en la medicion de los halos de inhibicion del EAT a
los 3 dias tuvo un promedio de 9mm a 9.81mm, demostrando que la sensibilidad del
streptococcus mutans a las tres concentraciones, pero aun siendo inferior al grupo

control.

A los 7 dias la medida de los halos de inhibicion tuvo un promedio de 9.19mm a
10.31mm observandose asi el efecto antimicrobiano del EAT de las 3

concentraciones.

La mayor efectividad antibacteriana la obtuvo extracto acuoso de tocosh al 100%,
siendo la concentracidn que mas se acerca al grupo control de clorhexidina de 0,12%
y CCP 0.5% (PERIOAID) siendo estadisticamente significativa.

5.2 RECOMENDACIONES

Se sugiere llevar a cabo estudios en vivo para evaluar el efecto antimicrobiano del
tocosh, comparando su extracto acuoso con otros enjuagues bucales cominmente

utilizados en la higiene dental.

Se recomienda la realizacion de otras investigaciones en relacion a este tipo para
que brinden mayor informacion sobre la eficacia del extracto acuoso de tocosh con
diferentes variedades de papas y en los distintos porcentajes y con distintas.

Bacterias.

Se recomienda realizar investigaciones adicionales y explorar la combinacion del

extracto con otras sustancias naturales que podrian potenciar su efecto

antibacteriano.
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ANEXOS

Anexo 1: Instrumento

ANEXO N° 01: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

L1 DETERMINACTION DEL EFECTO ANTIBACTERIAND

suscaptibilidad da = mutans frente al extracto acuoso de solanwm tuberosum

Eszcala de

Dharaffourd

(mm)

Concentraciones

Control

GO%

750

100%

Clorhexiding 0.12% Clorurg

de cetil piridinio 0.5%

HALC 1

HALC 2

HALC 3

HALD 4

HALOS

HALO &

HALC 7

HALC &

HALC 9

HALG 10

HALD 11

HALD 12

HALD 13

Promedio

Instrumento validado y utilizado en el estudio experimental de Gamboa M. L (1).
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Anexo N° 2: Matriz de consistencia

Titulo: “EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO DE TOCOSH AL 50 %, 75% y 100 % COMPARADO CON LA

CLORHEXIDINA AL 0.12% Y EL CLORURO DE CETILPIRIDINIO FRENTE AL STREPTOCOCUS MUTANS (ESTUDIO IN

VITRO) LIMA - 2023~

Formulacion del problema Objetivos Hipotesis Variables Disefio
metodoldgico
Problema general Objetivo general Hipdtesis general Extracto de Método de la

(Cual es la efectividad
antimicrobiana del extracto de
tocosh al 50%, 75% y 100% al
comparar con clorhexidina al 0.12%
y cloruro de cetilpiridinio en
relacién con Streptococcus mutans
(estudio in vitro) lima -2023?

Problemas especificos

> ¢Cudl es la efectividad
antimicrobiana del extracto de
tocosh al 50%, 75% y 100% al
comparar con clorhexidina al 0.12%
y cloruro de cetilpiridinio en
cultivos de Streptococcus mutans a
las 24 horas?

> ¢Cudl es la efectividad
antimicrobiana del extracto de
tocosh al 50%, 75% y 100% al
comparar con clorhexidina al

Determinar efecto antimicrobiano
del extracto de tocosh al 50%, 75% y
100% comparado con la
clorhexidina al 0.12% y el cloruro de
cetilpiridinio frente al Streptococcus
mutans (estudio in vitro) lima - PerQ
2023.

Objetivos especificos

> Determinar el efecto
antimicrobiano del extracto de
tocosh al 50%, 75% y 100%
comparado con la clorhexidina al
0.12% y el cloruro de cetilpiridinio
frente al Streptococcus mutans al
primer dia.

> Determinar el efecto
antimicrobiano del extracto de
tocosh al 50%, 75% y 100%
comparado con la clorhexidina al
0.12% y el cloruro de cetilpiridinio

> Hi: El extracto de tocosh al 50%,
75% vy 100% tienen un efecto
antimicrobiano  similar a la
clorhexidina al 0.12% vy el cloruro de
cetilpiridinio frente al Streptococcus
mutans

> Ho: El extracto de tocosh al 50%,
75% y 100% no tiene un efecto
antimicrobiano  similar  a la
clorhexidina al 0.12% vy el cloruro de
cetilpiridinio frente al Streptococcus
mutans

Hipotesis especificas

> Hil: El efecto antimicrobiano del
extracto de tocosh al 50%, 75% vy
100% es menor a la clorhexidina al
0.12% y el cloruro de cetilpiridinio en
cultivos de Streptococcus mutans al
primer dia

tocosh
V.
independiente

Efecto
antimicrobiano
del extracto de
tocosh en
Streptococcus
Mutans

V.
dependiente

Control  con
clorhexidina al
012% vy el
cloruro  cetil
peridinio

covariables

investigacion
tipo
experimental

Enfoque de la
investigacion
Cuantitativo

Tipo de
investigacion
Prospectivo,
longitudinal

Disefio de
investigacion
disefio
experimental
ya que es un
estudio in vitro
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0.12% y cloruro de cetilpiridinio en
cultivos de Streptococcus mutans a
las 72 horas?

> (Cual es la efectividad
antimicrobiana del extracto de
tocosh al 50%, 75% y 100% al
comparar con la clorhexidina al
0.12% vy el cloruro de cetilpiridinio
en cultivos de Streptococcus mutans
al 7mo. dia?

frente al Streptococcus mutans al
tercer dia.

> Determinar el efecto
antimicrobiano del extracto de
tocosh al 50%, 75% y 100%
comparado con la clorhexidina al
0.12% y el cloruro de cetilpiridinio
frente al Streptococcus mutans al
séptimo dia.

> HO1: El efecto antimicrobiano del
extracto de tocosh al 50%, 75% y
100% no es menor a la clorhexidina al
0.12% y el cloruro de cetilpiridinio en
cultivos de Streptococcus mutans al
primer dia.

> Hi2: El efecto antimicrobiano del
extracto de tocosh al 50%, 75% y
100% es igual a la clorhexidina al
0.12% v el cloruro de cetilpiridinio en
cultivos de Streptococcus mutans al
tercer dia

» HO02: El efecto antimicrobiano del
extracto de tocosh al 50%, 75% y
100% no es igual a la clorhexidina al
0.12% v el cloruro de cetilpiridinio en
cultivos de Streptococcus mutans al
tercer dia.

> Hi3: El efecto antimicrobiano del
extracto de tocosh al 50%, 75% y
100% es mayor a la clorhexidina al
0.12% vy el cloruro de cetilpiridinio en
cultivos de Streptococcus mutans al
séptimo dia.

» HO03: El efecto antimicrobiano del
extracto de tocosh al 50%, 75% vy
100% no es mayor a la clorhexidina al
0.12% vy el cloruro de cetilpiridinio en
cultivos de Streptococcus mutans al
séptimo dia.

Poblacion: al
ser un estudio
experimental
la poblacion
son el
conjunto de
placas con las
cepas de
Streptococcus
mutans ATCC
25175

Muestra: La
muestra estuvo
conformada
por 8
repeticiones
para cada
grupo que
garantiza un
nivel de
confianza del
95%.
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Anexo 3: Aprobacion del Comité de Etica

C C COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA PARA LA

Universidad INVESTIGACION
Norbert Wiener

CONSTANCIA DE EXONERACION DE REVISION
Lima, 26 de junio de 2023.

Investigador(a)
Julio Manuel Yaya Santos
Exp. N°: 0647-2023

De mi consideracién:

Es grato expresarle mi cordial saludo y a la vez informarle que el Comité Institucional de
Etica para la investigacién de la Universidad Privada Norbert Wiener (CIEI-UPNW)
acuerda la Exoneracién de revision del siguiente protocolo de estudio:

e Protocolo titulado: “EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO DE
TOCOSH AL 50 %, 75% y 100 % COMPARADO CON LA
CLORHEXIDINA AL 0.12% Y EL CLORURO DE CETILPIRIDINIO
FRENTE AL STREPTOCOCQO MUTANS (ESTUDIO IN VITRO) LIMA -
2023”. Version 01 con fecha 15/05/2023.

El cual tiene como investigador principal al Sr(a) Julio Manuel Yaya Santos.
Es cuanto informo a usted para su conocimiento y fines pertinentes.

Atentamente,

Yenny Marisol Bellido Fuentes
Presidenta del CIEI- UPNW

Avenida Arequipa 440

Universidad Privada Norbert Wiener

Teléfono: 706-5355 anexo 3286-3287 Cel. 981000698
Correo:comite.etica@uwieneredu.pe
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Anexo 4: carta de presentacion al laboratorio y material didactico de la universidad

Norbert Wiener.

St

Universidad
Norbert Wiener

Lima, 14 de noviembre de 2023

Carta N*0124-11-2023- EAP-ODON-UPNW

Lic. Lizeth Pares Quisepe

Jefe de Laboratorios y Material Diddctico
Universidad Norbert Wiener

Lima

Presente. -

De mi consideracion,

Recibe un cordial saludo. La presente es para solicitar el ingreso del bachiller en Odontologia,
Julio Manuel Yaya Santos, a los Laboratorios de Ciencias de la Salud al Bachiller, con la
finalidad de realizar su recoleccién de datos para desarrollar su trabajo de investigacidn
titulado: “EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO DE TOCOSH AL 50 %, 75 %
Y 100 % COMPARADO CON LA CLORHEXIDINA AL 0.12 % Y EL CLORURO DE
CETILPIRIDINIO FRENTE AL STREPTOCOCO MUTANS (ESTUDIO IN VITRO) LIMA

-2023”, por lo que le agradeceré su gentil atencidn al presente.

Sin otro en particular, me despido.

Atentamente,
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Anexo 5: certificado de la cepa de bacteria streptococcus mutans

B

Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:

Product Name: Streptococcus mutans Quality Control Technologist: Kalina E George
Catalog Number: 0266 Release Date: 2023/02/01

Lot Number: 266-36**

Reference Number: ATCC® 25175™*
Passage from Reference: 3
Expiration Date: 2024/12/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Two colony types; small, circular, dome shaped, entire edge, white and the other is SBAP
small, circular and translucent.

Microscopic Features: Method:

Small gram positive cocci to ovoid cells occurring singly, in pairs and predominately in  Gram Stain (1)
chains

ID System: MALDI-TOF (1)
See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Results

Qlw\a o S Lz e

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number display:
on this certificate is the actual base lot number.

o the enclosed product insert for instructions, intended use a

efe

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

L3

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025.

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

ATCC Li d (*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks
fo‘ng,e ) ATCC. Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.

ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Anexo 6: certificado del agar mitis salivarius

. . ®
Liofilchem

Certificate of Analysis page1of 1
Product Batch P date
Mitis Salivarius Agar 050922503 2026.05.05
Ref. 611020 - 621020 - 6110205
Physical quality control Specification Results
Expected pH-value (25°C) 7.0+£0.2 7.0
Appearance of powder Free-flowing, homogeneous Conforms
Colour of powder Light blue-beige Conforms
Appearance of prepared medium Clear to very slightly opalescent Conforms
Colour of prepared medium Deep blue Conforms
Microbiological Performance
Tested according to CLSI M22-A3, EN I1SO 11133
Reference media: Tryptic Soy Agar
Productivity, Method of I: Quantitative
Inoculum: 50-100 CFU
Control strains Incubation Expected Specification Results
Streptococcus mitis Aerobic with 5% CO; Pr>0.5 Good growth, blue colonies Conforms
ATCC® 6249 18-44 h, 35+ 2°C
Streptococcus salivarius Aerobic with 5% CO, Pr>0.5 Good growth, blue colonies Conforms
ATCC® 13419 18-44 h, 35+ 2°C
Streptococcus pyogenes Aerobic with 5% CO, Pr>0.5 Good growth, blue colonies Conforms
ATCC® 19615 18-44 h, 35+ 2°C
Enterococcus faecalis Aerobic, 18-44 h Pr>0.5 Good growth, blue-black colonies Conforms
ATCC® 29212 35x2°C
Selectivity, Method of control: Qualitative
Inoculum: 104-10¢ CFU
Control strains Incubati Specification Resull
Staphylococcus aureus Aerobic, 18-44 h Inhibition Conforms
ATCC® 25923 3542°C
Escherichia coli ATCC® Aerobic, 18-44 h Inhibition Conforms
25922 35+2°C
Batch Release
Approved
Date 16.05.2022 Signature Quality Control

The results reported were obtained at the time of release.

(This document has been
established electronically and
is valid without signature)

©Liofilchem® s.r.l. Via Scozia - Zona Industriale 64026, Roseto degli Abruzzi (TE) Italy - Tel +39 0858930745 - Fax +39 0858930330

CoA Ref. 611020 — 621020 — 6110205 Rev. 2 of 06.09.2016
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Anexo 7: certificado de discos de sensibilidad

. o ®
Liofilchem
Certificate of Analysis Page 1 of 1

Product Batch Expiration date
Blank disc 061622078 2027.06.15
Ref. 9999 - 9999/2

Treatment date 19.07.2022

Irradiation dose (kGy) 12.5

Treatment certificate N° | 20223579
Batch Release
Approved
Date 28.07.2022 Signature Quality Control

The results reported were obtained at the time of release.

This document has been
established electronically and
is valid without signature

©Liofilchem® s.r.1. Via Scozia - Zona Industriale 64026, Roseto degli Abruzzi (TE) Italy - Tel +39 0858930745 - Fax +39 0858930330

CoA Ref 9999 —9999/2 Rev.5 of 05.07.2021
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SERVICES IN PERFECTION

Liofilchem s.r.l.

Loc. Ta Piane Vomano

Trav. Via Grecia

64026 Roseto degli Abruzzi (TE
Italien

CERTIFICATE OF IRRADIATION

Delivery note no.: 20223579 Delivery date: 19.07.2022 Page 1 of 1
Dnom Dmin Dmax Boxes

PCN PCN date  Product no. Lot no. [kGy] kGy] [kGy] qty
Customer order no.: 2022-DDTC-0011750
202211308 21.07.2022 LM9999 061622078 12,5 - 30,0 14,2 23,7 1
202211133  19.07.2022 LM9999 061622078 12,5 - 30,0 14,1 23,6 1
Product treatment by use of E-Beam in accordance with EN I1SO 13485 including ISO 11137.
Dose measurement performed by Mediscan. Dosimeter calibration is traceable to standards (NPL).
Kremsminster, 21.07.2022
Place, Issuing date Norbert Géfgely (Shift Supervisor)

Mediscan GmbH & Co KG

Bad Haller StraRe 34

4550 Kremsmunster = AUSTRIA www.mediscan.at A memberof greinerbioone

T .30 e caen A
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Anexo 8: fotos

tocosh en polvo

Papel filtro whartman n° 41
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Equipo soxhlet

Colocacion de extracto acuoso en botella color ambar
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Agar mitis salivarius
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cepa de bacteria streptococcus mutans

Discos de sensibilidad en blanco
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Siembra de bacterias

Preparacion de los discos de sensibilidad con cada grupo.
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Colocacion de los discos de sensibilidad

Colocacion en incubadora
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Observacion a las 24 horas

L

Observacion a los 3 dias
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Observacion a los 7 dias

pag. 43



pag. 44



Reporte de similitud

® 12% de similitud general

Principales fuentes encontradas en las siguientes bases de datos:

» 10% Base de datos de Internet » 2% Base de datos de publicaciones
 Base de datos de Crossref » Base de datos de contenido publicado de
Crossref

» 8% Base de datos de trabajos entregados

FUENTES PRINCIPALES

Las fuentes con el mayor nimero de coincidencias dentro de la entrega. Las fuentes superpuestas no se
mostraran.

repositorio.uwiener.edu.pe

4%
Internet
hdl.handle.net <1%
Internet
cybertesis.unmsm.edu.pe o
<1%
Internet
repositorio.upads.edu.pe o
<1%
Internet
revistas.ucv.edu.pe o
<1%
Internet
Universidad Andina Nestor Caceres Velasquez on 2022-11-10 <1%
Submitted works °
pesquisa.bvsalud.org <1%
Internet
Universidad Andina del Cusco on 2019-04-08 <1%
(o]

Submitted works

Descripcion general de fuentes


https://repositorio.uwiener.edu.pe/xmlui/bitstream/handle/20.500.13053/6109/T061_45935199_S.pdf?sequence=1
https://hdl.handle.net/20.500.12692/25731
https://cybertesis.unmsm.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12672/15995/Velasco_chj.pdf?isAllowed=y&sequence=3
http://repositorio.upads.edu.pe/handle/UPADS/81?show=full
https://revistas.ucv.edu.pe/index.php/ucvscientiabiomedica/article/view/2118
https://pesquisa.bvsalud.org/gim/?lang=en&q=au%3A%22Mamani+Curazi%2C+Belden+Ivan%22
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