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6. RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar la efectividad antibacteriana del aceite
esencial de Cymbopogon citratus, sobre Streptococcus. mutans ATCC 25175. Tuvo un
disefio experimental, analitico, prospectivo y transversal. Se desarrollé concentraciones
al 25%, 50% y 75% del aceite esencial, Cymbopogon citratus. La cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175, se reactivo en caldo de Tioglicolato, se ejecutd mediante 10
repeticiones por concentracion, utilizando diluciones preparadas del aceite 0.8 ml, de la
dilucion del inéculo 0.2 ml del cultivo, luego se tomé 0.1 mL de cada tubo y que se
esparcio en las placas de Agar Mueller Hinton con la ayuda del asa Driglasky para obtener
unidades formadoras de colonias (UFC). Se uso como control positivo de digluconato de
clorhexidina al 0.12%, como control negativo con suspension estandar de Streptococcus
mutans y se utilizé un contador de colonias de cuentas viables. Para el plan de analisis se
construyeron tablas de frecuencia, valores absolutos, promedio, desviacion estandar,
ANOVA y prueba de Duncan. Los resultados encontraron que las tres concentraciones de
aceites esenciales presentan diferencia estadistica con el grupo control, al 50%, 75% se
obtuvo un valor de promedio 0, al 25% tuvo 0.5y el grupo de control un valor de 17.9000.
La prueba ANOVA mostrd que hay una diferencia altamente significativa (p < 0.001)
entre los promedios UFC, de los diferentes grupos de tratamiento. Se concluye que la
clorhexidina al 0.12% y el aceite esencial Cymbopogon citratus al 50%, 75% y 25%,

poseen similar efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Palabras clave: Aceites esenciales, antibacterianos, Cymbopogon (hierba luisa),

clorhexidina, efectividad, Streptococcus mutans.
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7. ABSTRACT

The objective of this investigation was to determine the antibacterial efficacy of the
essential oil of Cymbopogon citratus, on Streptococcus. mutans ATCC 25175. It had an
experimental, analytical, prospective and transversal design. 25%, 50% and 75% of the
essential oil, Cymbopogon citratus, was considered significantly. The strain of
Streptococcus mutans ATCC 25175, was reactivated in Thioglycolate broth, was
executed by 10 repetitions per concentration, using prepared dilutions of the oil 0.8 ml,
of the inoculum dilution 0.2 ml of the culture, then 0.1 ml of each tube and that It was
spread on the Mueller Hinton Agar plates with the help of the Driglasky handle to obtain
colony forming units (CFU). It is used as a positive control of 0.12% chlorhexidine
digluconate, as a negative control with standard Streptococcus mutans suspension and a
viable count colony counter is detected. For the analysis plan, tables of frequency,
absolute values, average, standard deviation, ANOVA and Duncan test were constructed.
The results found that the three concentrations of essential oils differentiated with the
control group, at 50%, 75% were obtained an average value of 0, at 25% it had 0.5 and
the control group a value of 17,9000. The ANOVA test found that there is a highly
significant difference (p <0.001) between the UFC averages, of the different treatment
groups. It is concluded that 0.12% chlorhexidine and 50%, 75% and 25% Cymbopogon
citratus essential oil have a similar antibacterial effect on Streptococcus mutans ATCC
25175.

Keywords: Essential oils, antibacterials, Lemongrass (lemon verbena), chlorhexidine,

critical, Streptococcus mutans.
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l. Introduccion

La caries dental relacionado con la enfermedad periodontal, son aquellas enfermedades
que provocan infeccion, de origen bacteriano mas frecuente en los seres humanos, siendo
la caries dental la enfermedad de mas prevalencia a nivel mundial y en nuestro pais. Se
describe como una fase de desmineralizacion y remineralizacion, producto del
metabolismo bacteriano sobre la estructura dental que puede causar una ausencia de
minerales y no siempre existird una presencia de una cavidad. Esta enfermedad es
multifactorial y entre ellos que influye es el factor bacteriano.! La familia de los
microorganismos de los Streptococcus mutans, por ser colonizadores primarios producen
desmineralizacion para acidificar y cambia el pH del biofilm, para dar origen a la
microflora patogenia que induce una cavitacion cariosa.’

El presente estudio tuvo por objetivo evaluar la efectividad antibacteriana del aceite
esencial de Cymbopogon citratus, también conocida hierba luisa, sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175. Comprendida por una poblacion de placas petri de la cepa
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Hoy en dia se estd destacando el uso de la planta porque dominan por sus grandes
propiedades medicinales debido a que contienen una potencia farmacoldgica terapéutica.
Entre las plantas que han presentado propiedades antibacterianas aplicables a la
odontologia, tenemos el Cymbopogon citratus (hierba luisa), en el Perl existe variedad
de plantas que poseen dichas propiedades antibacterianas, es por ello que al tener estos
principios activos también es utilizado como medicina en muchos lugares del mundo,
siempre va depender de su medio cultivo de esta planta y segun las estaciones del afio que

puede variar su gran efecto antibacteriano.



Existen diversos estudios que han evaluado que sus propiedades quimicas son aplicables
al area médica, pero hay pocos estudios que evallen la efectividad antibacteriana del
Cymbopogon citratus sobre Streptococcus mutans, dado que se cuenta con los recursos

humanos, materiales para llevar a cabo un estudio de este tipo y resulta viable ejecutarlo.

Esta investigacion puede servir de base para la realizacion de investigacion de nivel
aplicativo en la elaboracion de productos antisépticos orales, tales como: colutorios, geles

y pastas; por ello puede colaborar para la inspeccion de microorganismo orales.

En el presente estudio se traza la siguiente pregunta ;Cuél fue la efectividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de Cymbopogon citratus sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175? Su objetivo principal, se determiné la efectividad antibacteriana
in vitro del aceite esencial Cymbopogon citratus sobre Streptococcus mutans ATCC
25175. En su metodologia, el disefio es prospectivo, transversal, analitico y experimental.
Sus resultados indican que la prueba ANOVA mostré que hay una diferencia altamente
significativa (p < 0.001) entre los promedios UFC, de los diferentes grupos de
tratamiento. Se concluye que la Clorhexidina al 0.12% y el aceite esencial Cymbopogon
citratus al 50%, 75% y 25%, poseen similar efecto antibacteriano sobre S. mutans ATCC

25175.

I1. Revisién de Literatura:

2.1. Antecedentes:

Aguilar E. et al.? (Perd, 2018) en su trabajo denominado actividad antibacteriana

frente a Streptococcus mutans de aceites esenciales de cinco plantas alto andinas, tuvo



como objetivo conocer su actividad de estos cinco aceites esenciales frente Streptococcus
mutans, para el estudio se utilizé las cinco plantas frente Streptococcus mutans (ATCC

35668), enfocandonos que en las plantas como Cymbopogon citratus y Piper elongatum
(eucalyptol) en sus concentraciones al 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 75% y 100%;
para su actividad antibacteriana se determind por el método de difusion de disco en agar
luego se procedio a inocular en placas petri en agar mueller- milton, asi mismo con discos
de papel se empararon del aceite esencial, se coloco en las placas de modo superficial
para sus controles, positivo con clorhexidina al 0,12% y negativo con tween 20, todo fue
incubado en anaerobiosis durante 48 horas. En conclusion, se mostrd que el Cymbopogon
citratus al 15% y 20 % y el Piper elongatum (eucalyptol) al 20% mostraron una potente

actividad antibacteriano.

Carhuas R.2 (Per(, 2017) en su trabajo denominado efecto antimicrobiano del
Origanum vulgare, Menta piperita, Cymbopogon citratus sobre el Sreptococcus
mutans y Lactobacillus acidophilus en el hospital militar central. Tuvo como objetivo
evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Menta piperita, Origanum vulgare
y Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus
acidophilus. Para la obtencion del aceite se realizé por el método de arrastre por vapor
de agua. Después para la activacion de la cepa bacteriana y la elaboracion del in6culo con
una turbidez de Mc Farland, para su dispersion se realizd en 72 cajas Petri con su medio
cultivo de Dextrosa Sabouraud, todo se llevd a una temperatura de 37°c después se
procedio a su localizacion de discos estériles infiltrados de los distintos aceites para
finalmente calcular los halos de inhibicién interviniendo con una regla pie de rey.

Respecto con sus resultados el Origanum vulgare con un valor (20,02 £ 5,09 mm) de



formacion de halo de inhibicién, Menta piperita con un valor (12,19t 0,86 mm) y
Cymbopogon citratrus con un valor (20,94 + 2,11 mm).

Para su analisis se utilizo la prueba no paramétrica kruskal-Walis. También no se encontrd
diferencias estadisticas significativas en sus tres grupos. En conclusion, el aceite esencial
del Cymbopogon citratus presento mayor efecto en halos de inhibicion sobre

Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus en correlacion con otras plantas.

Cerna V. * (Per(, 2016) en su trabajo denominado efecto antibacteriano in vitro del
aceite esencial de Cymbopogon citratus frente a Streptococcus mutans ATCC 25175,
con el propdsito de evaluar la efectividad antibacteriana del aceite esencial de
Cymbopogon citratus frente al Streptococcus mutans ATCC 25175, para este estudio
experimental se preparo el aceite esencial de las hojas recolectadas luego se prepararon
en concentraciones al 5%, 2.5%, 1.25%, 0.625%, 0.312%, 0.078% y 0.039%; para el
estudio microbioldgico para valorar su efecto antibacteriano, se tuvo en cuenta para la
determinacidn de la concentracion minima inhibitoria y en la concentracién bactericida.
En conclusion, sus resultados indicaron que el aceite Cymbopogon citratus, posee efecto

antibacteriano tanto en (CMI) y (CMB) al 1.25%.

Fazeelath B. et al.® (India, 2015) en su trabajo denominado a eficacia antimicrobiana
de aceites esenciales en Streptococcus mutans, tuvieron como objetivo de evaluar la
actividad antibacteriana del Cymbopogon citratus (hierba luisa) y Thymus vulgaris
(tomillo), en el Streptococcus mutans, en los aceites esenciales se utilizaron a las
concentraciones a 50ul, 100ul y 200pl, se prepar6 el cultivo en caldo de cepa bacteriana
en comparacion de estdndar de Mac Farland 4-6 y 05, para analizar su actividad

antibacteriana en difusion de discos, en papel de filtro cargados de cada aceite esencial y



luego se coloco dentro de cada placa superficial sobre Streptococcus mutans. Se concluyé
que mostro ser efectivo Thymus vulgaris (tomillo) en concentracién al 200ul como agente
antibacteriano con un didmetro de inhibicidén de 28mm y mientras que en el Cymbopogon

citratus (hierba luisa) con un didmetro 23mm al 200pl.

De Franca M. et al.® (Brasil, 2012) en su trabajo denominado efecto antimicrobiano
del aceite esencial de Cymbopogon citratus sobre bacterias formadoras de biofilm
dentario, tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Cymbopogon citratus en bacterias formadoras de biopeliculas dentales: Streptococcus
mutans (ATCC 25175), Streptococcus salivarius (ATCC7073) y Streptococcus oralis
(ATCC1055). Para su actividad antibacteriana se procedio para el analisis microbioldgico
para su CMI en las técnicas microdilucion, utilizando caldo de infusion de corazon y
cerebro muy concentrado, en su dilucion del aceite se utilizd las concentraciones a 8%,
4,% 2%, 1, % 0.5%, 0.25%, 0.125% y 0.0625%, para el enfrentamiento a Streptococcus
mutans. En conclusion, el Cymbopogon citratus tuvo una gran efectividad antibacteriana
al 0,0625% frente a Streptococcus mutans, mientras que Streptococcus salivarius y

Streptococcus oralis al 0,25%.

Maravi G.” (Per(, 2012) en su trabajo denominado efecto antibacteriano y antiflingico
del aceite esencial Menta Piperita, Origanum vulgare y Cymbopogon citratus sobre
Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus y Candida albicans, tuvo como
objetivo determinar su efecto antibacteriano y antifungico de cada planta sobre las
bacterias. Para analisis microbiolégico se emple6 el método de difusion en agar con disco,
impregnados de cada sustancia de Menta Piperita al 50%, Origanun vulagre al 100 %,

Cymbopogon citratus al 100% y 90%, sobre Streptococcus mutans. Se incubaron a 37%



por un periodo de 24 horas. En este estudio se concluyo6 que, en ciertas comparaciones, el
aceite Cymbopogon citratus al 100% y 90% y el Origanum vulgare al 100% tiene
efectividad antibacteriana y antifungica, excepto Menta piperita al 50% fue menor.

Borja F.2 (Peri, 2007) en su trabajo denominado actividad antibacteriana y
concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de Cymbopogon citratus, frente
al Streptococcus mutans, in vitro, tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana
de este aceite esencial a través del método difusidn en agar a las 24 y 48 horas, su CMI
en micro dilucion frente a Streptococcus mutans. Para este tipo de estudio se obtuvo el
aceite esencial desde en las concentraciones a 80puL / mL, 160uL / mL, y para el ensayo
microbioldgico se procedidé que en su concentracién minima inhibitoria; y actividad
antibacteriana que se aplicé la técnica de agar mueller- hinton, frente en Streptococcus
mutans. En conclusién, a una concentracion de 160uL/ mL tiene mayor efectividad,
mientras que de 80uL / mL. Se encontré la CMI que fue al 0.4% frente al Streptococcus

mutans.

2.2. Bases teoricas:

2.2.1. Cymbopogon Citratus:

Taxonomia:

Reino: Plantae

Familia: Poaceae (Gramineas)

Tribu: Andropogoneae

Geénero: Cymbopogon

Especie: Cymbopogon citratus

En su familia:

Las poaceas son un conjunto de plantas herbaceas, insuficientemente lefiosas, que

pertenece a las poales de las monocotileddneas. Son el cuarto modelo ejemplar de familia



con superior en abundancia de grandes especies después de las orquideas y leguminosas.®
Son tan importantes en lo econémico del mundo entero, porque son consideradas del buen
consumo por ser parte de la alimentacidn habitual de los seres humanos, las gramineas en
sus especies y géneros; de forma directa se encuentran los granos de cereales, en sus
derivados como aceites y harinas; de forma indirecta las carne, leche, huevos que procede
de aves y de ganado que se alimentan de granos o pastos.

Son una atrayente familia, no solo por el aspecto econdmico descrito anteriormente, sino
por su trascendencia bioldgica.®

En su habito de crecimiento, son hierbas, por su tiempo de su ciclo de vida son perennes
o anuales.®

Su tallo cilindrico, llamado cafias, los nudos son mas abultado, de ellos nace las yemas y
hojas. Hay tallos subterraneos, aéreos; en su hoja esta compuesta de ligula, vainay limbo.
El macollo es la grandeza estructural de la totalidad de las especies de gramineas. En su
inflorescencia es mejor conocido como espiguilla y consta en un pequefio tamafio de una
espiga de un aspecto por una o mas flores. También tiene una inflorescencia secundaria
que a su vez encuentra agrupadas de tipo racimoso.

En lo fitoquimico, se hallaron los flavonoides en algunos géneros. °

En su tribu:

Los andropogoneae son planta de la familia poaceae, provienen de la misma familia
también son anuales o perennes con hojas finas relativamente, en su inflorescencia tienen
paniculos que estan sostenidos a espatas, los racimos estan formados por una sésil,
pediculada y espiguillas florales. 1

En su género:

Cymbopogon, es un conjunto de plantas de la familia de las poaceae, dar fruto de las

regiones tropicales y célidas de Asia. En Per( es conocida como hierba luisa.'



En su etimologia, su nombre deriva del griego kumbe = (barco) y pogon = (barba).

En su inflorescencia como un conjunto de racimos aplanado, corto, espiguillas pareadas,
con dos flosculos, sin aristas, espiguillas sésiles lanceoladas, la inferior aplanada, la
superior navicular, carinada hacia el apice, espiguillas pediceladas semejantes a las
sésiles, flosculo inferior ausente y superior estaminado.!

En su cultivo se utiliza como hierba en Asia, propiamente en Tailandia, en lo particular
tiene un sabor y aroma semejante al de limén, su tallo es dificil de tomar, sin embargo,
puede molerse finamente nutriendo el aceite aromatico porque su principal constituyente
del aceite es el Citral. !

Se utiliza mas frecuentemente en los paises africanos como infusiones de té. En el interior
de sus especies, el Cymbopogon flexuosus, llamado como Cochin Pasto de malabar, es de
origen de Camboya, India y Tailandia, el Cymbopogon citratus, es de Malasia, los dos
son utilizados, pero en su perfil de Cymbopogon citratus es mas empleado hacia la cocina,
como medicinal y en perfumes en Tailandia. !*

El Cymbpogon winterianus y Cymbopogon nardus es similar a las que han descrito
anteriormente, en su altura es de 2m, sus tallos en base de color rojo. Estas especies son
utilizadas para la elaboracién de aceite de citronela, aquello se emplea para cosas que se
usa en casa como aromaterapia, jabon e insecticidas. Este principio quimico activo como
citronelol, geraniol, la citronella son antisépticos y como culinario el “té de limon”, en
Perti como infusion. *

Quimicamente, sus partes aéreos de dicha planta incluyen un aceite esencial en el que han
establecido el citral, geranial, limoneno, mirceno, mentol, betacadineno, los
monoterpenos alcanfor, canfeno y humuleno. En sus hojas se ha localizado los

triterpenos, cimbopogenol, el beta- sitosterol, cimbopogona y cimbopogonol. 1



En su farmacologia, sefiala una actividad antibidtica frente al Bacillus subtilis
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa; antimicotica hacia
Candida albicans y antimutagénica. *

Especies:

Cymbopogon citratus, (citratus, aroma de limén) son tallos muy ramificados de 1 a 2 m
de alto, es una hierba firme y macizo; con ramas muy olorosas, sus hojas estiradas y con
racimos un poco bifurcados, llevando en la bifurcacion una espiga estimada sin arista, la
espiga sésil. Racimos de 1 a 1,5 cm de largo, la espiga sésil linea lanceolada de 4 a 5 cm
de largo que va descendiendo hasta acabar en punta y en la zona baja el dorso concavo.
Para la cantidad de aceite esencial va depender de las estaciones del afio y meses, esto se
debe que en los meses donde exista calor almacenara mas aceite, a diferencia que en los
meses que sean humedas disminuye su productividad. Por lo tanto, es una de causas
principales por varios factores ambientales (climaticos y nutricionales) el cual afecta para
la produccion de sus principios activos.

En su composicién quimica, incluye el componente principal es el Citral, el cual es muy
conocido como dimetil y octadienal, es un aldehido que se halla en medio de un 70 a 85
0. 11

Sus principios activos se prevalecen los siguientes: linalol, citronelal, limoneno, geraniol,
nerol, farnesol, citronelol y mirceno.

Dentro de sus actividades farmacoldgicas tenemos sus propiedades como antiasmatico,
antimicotico, antibacteriano, antihipertensivo y antiespasmadico.

Los aceites esenciales son combinaciones de principio organico cuyo que corresponde al
conjunto de terpenoides y flenilpropano, que se hallan de las plantas, flores, hojas y frutos.

En la superioridad de ellas muestra un agradable aroma en sus resultados de naturaleza



complicada. Para su obtencion de sus aceites se utiliza destilacion y dependera del tipo
de método, y de la limitacion del vegetal y como arrastre con vapor de agua.!

Cymbopogon ambiguus, (ambiguus dudoso) planta herbacea perenne australiana,
miembro del grupo Poaceae. Tiene hojas grises azuladas, en su cultivo en suelo y se

necesita cantidad corta de agua, crece a una altura de 1,8m. !

Cymbopogon flexuosus, (flexuosus, flexible) planta herbacea perenne natural de la India
y Tailandia, es miembro del grupo Poaceae, posee el aceite esencial de citronela, se utiliza

como medicinal en desarreglo de tratamiento de microbios, de tension arterial y hongos.!

Cymbopogon martini, la palmarosa es una planta herbacea, hierba perenne naturalmente
del sur y sudeste de Asia, en su aceite posee el geraniol, es para uso méedico y domeéstico.
Un antihelmintico, repelente para los mosquitos y antifangico. Por su olor es muy

evaluado, muy parecido a las rosas por ello se usa en cosméticos y jabones.*?

Cymbopogon nardus, conocida como yerba de mora. Es relativo de Costa malabar y
Ceilan, naturalizada en otros lugares como Africa y América. Tiene particularidad
parecida al Cymbopogon citratus, también contiene el aceite esencial de citronela. Su
descripcién hojas con angostas y mechones, con racimos de 8-10mm de longitud y son

reducidas de 15 — 30 cm. En sus propiedades es carminativo y rubefaciente. 13

2.2.2. Streptococcus Mutans:
Es un coco grampositivo, bacteria anaerdbica facultativa que logra emplear oxigeno para
su desarrollo, sin embargo, si no esta expuesta igualmente puede sobrevivir, 41
Su hébitat principal es en la boca humano, donde las colonias se fijan cerca en la
superficie dentaria expuesta. 14 1°
En su medio cultivo, favorablemente estas variedades de estreptococos bucales pueden

reducirse en diferentes espacios utilizando medios selectivos como el Agar Mitis
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Salivarius (MS). Este agar MS ha sido cambiado con el fin de ser mas selectivo en su
aislamiento complementando tanta bacitracina (Agar MSB), sulfonamida (Agar MC), aun
sacarosa (MS40S) o polimixina. 14

Sus caracteristicas principales microbiolégicas:

- Segun su forma: En su medio acido son cocobacilo y medio alcalino son coco.

- En su cultivo: Son altos, convexos, pulvinadas y mucoides de 0,5 en 1mm de
diametro y opacos. 14 1°

- A inicio de la sacarosa por la accion de dos enzimas producen polisacéridos
extracelulares: la fructosiltransferasa y la glucosiltransferasa. 167

La maés usual de su grupo, considerado por excelencia el microorganismo caridégeno, se

aisla el 70-90% en la poblacién desdentado, tiene la posibilidad de colonizar las

superficies duras, sobre todo a partir de placas supragingivales, saliva y radiculares. %
Factores de cariogenicidad:

- Composicion de polisacaridos intracelulares.

- Composicion de polisacaridos extracelulares de tipo glucano insoluble, soluble y
fructanos.

- Actividad de polisacaridos intracelulares por glucogeno fosforilasa, extracelulares
que se disuelven por fructanasas y dextranasas.

- Inicio de aumento a pH 5, de poco efecto post — pH, poder acidégeno, acidéfilo y
acidarico

- Una capacidad adhesiva por las proteinas parietales que facilitan su adhesion.

- Elaboracion de bacteriocinas con tarea sobre otras bacterias grampositivas. 6 17
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Streptococcus sobrinus:

Es menos comun que la especie anterior en la cavidad bucal, se presentan con el 10- 30%
de las personas no desdentadas y no susceptibles a la caries. Tienen tipos de
glucosiltransferasas y proteinas parietales, estas proteinas interceden la union a la pelicula
adquirida a glucanos previamente atraidos y retenerlos, ya que no parece adherirse al
contrario del Streptococcus mutans, pero es similar en fendmenos agregativos y
coagregativos. Igual tiene un papel importante en la caries, pero se diferencia en ciertos

factores de cariogenicidad. ¢ 17
Streptococcus cricetus:

Menos frecuente en la cavidad bucal, sus elementos de virulencia son semejantes a los

Streptococcus mutans, su significacion patogena esta por debajo. 617
Streptococcus rattus:

No tiene importancia patégena es desconocida, su elemento de virulencia es semejante a

Streptococcus mutans, carece de existencia en la cavidad oral humana. 1617

El metabolismo de la sacarosa es un disacarido de glucosa mas fructosa, el hidrato de
carbono en cantidad grande consume el hombre, por el cual con facilidad sirve las
bacterias orales y en especial los estreptococos el movimiento de alimentos por la cavidad
oral dispone azucares a las bacterias, que estas fermentan, proporcionando energia,
separando restos metabdlicos de forma acidos organicos como reserva para polisacéridos

extra o intracelulares.t® 1
2.2.3. Caries Dental:

Enfermedad dental transmisible que se esparce en un papel primordial, para que ocurra

una infeccion se necesita la invasion de un patdgeno, por ello hay dos factores que
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propone de transmision donde el microorganismo Streptococcus mutans, colonilla

estructura dental otro que forma lesiones en seguida de la erupcion dental. '

De las enfermedades infecciosas que perjudica a los seres humanos, es la caries dental
como un curso activo de desmineralizacion y remineralizacién, da resultado de la
transformacion bacteriana sobre la estructura dental, durante el transcurso del tiempo

puede provocar dafio de minerales y no obstante se producira una evidente cavidad. '

La caries, asi como la carencia de los dientes principio por ella, es el comienzo de
consecuencia funcionales existira la reduccion de la capacidad masticatoria que trae a
consecuencia una inadecuada digestion de alimentos, problemas estéticos, y recordar que

es una enfermedad cara por sus tratamientos y del personal especializado. '

En su etiologia existe un grafico clasico vigente, es la trilogia de Keyes, modificada por
Newbrum, con ello son necesarios para sus tres factores manteniendo en el tiempo: un
microbiota caridgena, un sustrato adecuado y un hospedador susceptible; dado por la dieta
y es fuente de energia hacia los microorganismos. Hay factores exdgenos que cambian su
estabilidad de la cavidad bucal, del modo que contribuyen de sustratos que proviene de
la dieta que forma &cidos organicos que se transforma a desmineralizacion la cual es
beneficiada por los elementos de neutralizadores y remineralizadores del hospedador.
Esta condicion favorece el crecimiento que tiene la posibilidad de producir porcién de

acidos, de aumentar al pH acido e incluso, generando a un pH mas bajo. '
Microbiologia de la caries:

- Caries del esmalte, los estreptococos del grupo mutans liberan una funcion
importante en su inicio de la desmineralizacién y no siempre se aisla en la zona de

lesiones, también puede desarrollarse en zonas sanas. EI Actinomyces naeslundi es
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muy importante, a diferencia que los lactobacilos son méas prevalentes después de la
formacion de la lesion. Y

- Caries de superficie radicular, aumenta segin con la edad de las personas, su
principio de proceso esta asociado con signos clinicos como una retraccién gingival
se expone el cemento que es muy susceptible al &cido de la placa. Hay una reduccion
asociada entre el comienzo de la caries radicular y estreptococos del grupo mutans y
Lactobacillus spp. *’

- Caries en dentina, su ocupacién microbiana se debe a la intensidad de una lesién de
esmalte o cemento. Esta condicionada a la concentracién de &cidos, sino por la
condicidn que es estrecho y permite un grande crecimiento de bacterias anaerobias
estrictas y facultativas. En lesiones cerradas es menos compleja dentro del género de
estreptococos del grupo mutans y en lesiones abiertas es mas compleja del género

Lactobacillus junto Actinomyces spp. 1/

Determinantes bacterianos de cariogenecidad:

Los microorganismos que estan presentes en el suceso del principio y desarrollo de la
caries: estreptococos del grupo mutans, Lactobacillus spp. y Actinomyces spp.; son los
mas importantes de la bacteria caridgenas, posibilidad de transportar aztcares con otros
microorganismos de la placa, también de transformar facilmente estos azucares en
acidos, capacidad de proveer funciones y que va depender de un ambiente extremo como

un pH bajo. '

a. Lactobacillus spp.: son acidégenas y aciduricas son muy acidoéfilas, su desarrollo es
mas profunda del esmalte y de la dentina frente en el proceso de la carioso. '
b. Actinomyces spp.: especialmente naeslundii sobresalen en la placa superficie

proximales y en la zona de la raiz del diente humano.
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Factores metabolicos de cariogenicidad de los estreptococos del grupo mutans:

Poder acidogeno. Elabora acidos.

- Poder aciddfilo, tolerable a los &cidos.

- Poder acidurico, contintan &cidos a pH acido.

- Consiguen el pH critico para la desmineralizacién del esmalte.

- Actla muy deprisa en su metabolismo de azucares a 4cidos lactico y otros acidos

organicos.’

2.2.4. Gluconato de clorhexidina:

Tiene un efecto bactericida en altas concentraciones y bacteriostatico en bajas. Posee una
sustantividad que le permite continuar accionando sobre el medio varias horas durante su

administracion. Es considerada como agente Gold standard. 8

En su forma de presentacion se encuentra principalmente en soluble a base de digluconato

en colutorios, en gel, sprays. 8

En su uso en su ambito odontoldgico sirve como coadyuvante en el tratamiento de las

enfermedades periodontales irrigacion y desinfeccion en los tratamientos endoddnticos. 8

Hay ciertos estudios que el uso de este colutorio puede mejorar los parametros de las
enfermedades periodontales y de caries, para pacientes que tiene ciertas dificultades de

poder controlar el biofilm, con métodos habituales y riesgo de caries muy elevado.®

En definitiva, la clorhexidina es una herramienta de gran ayuda para las profesiones de la
salud oral y en su gran control de los biofilms, también para el tratamiento y prevencion
de las infecciones bucodentales, también es un refuerzo para reducir la gran medida de

algunas complicaciones que son dada en los tratamientos odontoldgicos.8
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Hipotesis:

El aceite esencial de Cymbopogon citratus tiene mayor efectividad antibacteriano que la

Clorhexidina al 0.12%, frente a cepas Streptococcus mutans ATCC 25175.

IV. Metodologia:

4.1. Disefio de a investigacion:

El disefio del proyecto de investigacion es prospectivo, longitudinal, analitico y

experimental.

Prospectivo: Es cuando la informacién va registrandose a la medida que va
ocurriendo el fenémeno o los hechos programados para observar.*®

Se planifico una ficha de recoleccion de datos, donde se registraba los valores de la
efectividad antibacteriana de Cymbopogon citratus sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Transversal: Se recolectan datos en un solo momento, en un tiempo Gnico.*°

Se midio la UFC (unidad formadora de colonias), en un solo periodo de tiempo de
todas las muestras.

Analitico: Explicay contestan el por qué o la causa de presentacion de determinando
fendmeno o comportamiento, se trata de explicar la relacion o asociacion entre
variables.*®

Se analizaron las variables del Cymbopogon citratus y Streptococcus mutans ATCC
25175.

Experimental: El investigador a manipulado variables, que se estiman

independientes. °
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Este estudio se manipul6 las concentraciones del aceite de Cymbopogon citratus

(hierba luisa) siendo la variable independiente.

4.2. Poblacion y Muestra:
a. Poblacioén:
Placas Petri con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
b. Criterios de seleccion:
- Criterios de inclusion
Placas inoculadas con cepas Streptococcus mutans ATCC 25175.
- Criterios de exclusion
Placas con colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175 no muy claras, o con

evidencia de contaminacion.

Tamarfio de Muestra:

- El tamafio de muestra para el presente estudio es:

(Zarz + Zg)? 2s?
(X1 - X2)2

Donde:
Zy /> = 1.96; coeficiente de confiabilidad para un a =0.05
Zg = 0.84; coeficiente de confiabilidad para un f = 0.20
S =0.8 (X1 - X2) valor asumido por no estar bien determinados

los parametros en estudios previos.
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Reemplazando obtenemos:
n = 10 repeticiones
Luego la muestra estuvo conformada por n = 10 repeticiones para cada grupo de

tratamiento.
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4.3. Definicién y operacionalizacidn de variables e indicadores:

COCO  grampositivo,
bacteria  anaerdbica
facultativa. 14

apto de inhibir el

crecimiento 0
suprimir el
Streptococcus
mutans.

Variable Definicion Definicion Indicador Valor final Tipo Escala de
Conceptual Operacional medicién
INDEPENDIENTE Aceite esencial de
Es una especie que |Sustancia Cymbopogon
. : . citratus
. . pertenece a la familia | antibacteriana  en .
Aceite esencial de . En concentracion y
Cvmbonogon Poaceae (Gramineas|base a Cymbopogon en expresion de:
y . Pog verdaderos). Es una|Citratus a diferentes Cualitativo Ordinal
Citratus i 25 %
de las plantas | concentraciones.
50%
comprobadas por sus
. 75%
propiedades
medicinales.!!
DEPENDIENTE Amplitud de una
sustancia natural o
Streptococcus L. .
quimica  reducida
.. mutans, es el )
Efectividad . . .| parcial 0
Antibacteriana sobre | T croorganismo mas let t
considerable en la| S0P amen € en En UFC En cuentas viables. | Cuantitativo. De razon
Streptococcus . laboratorio que es
caries dental. Es un
Mutans
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos:

4.4.1. Técnicas:

. Observacion microbioldgica.

4.4.2. Instrumento:

. Se utiliz6 un contador de colonias digital 0-9999.
- Marca PVG
- Codigo MG132
- Historial N° PVG0029

Para registrar los valores de las UFC, se utiliz6 una ficha de recoleccién de datos que

se describe el N°de ensayos y la efectividad antibacteriana. (Anexo 8)
4.4.3. Procedimientos:

- Docente encargado del curso de tesis, elabor6 una constancia indicando mi
condicién de ser alumna de la universidad, para poder realizar la ejecucion de la

investigacion. (Anexo 1)

- Se presentd una solicitud a la Dra. Soto Vasquez Marili Roxana, docente de la
catedra de farmacognosia del departamento académico de Farmacotecnia de la

Facultad de farmacia y bioquimica de la Universidad Nacional Trujillo. (Anexo 2)

- Se present6 una solicitud a la Dra. Mejia Delgado Elva Manuela, jefa de la seccion
de microbiologia de la facultad de Medicina de la Universidad Nacional Truijillo.

(Anexo 3)

- Profesional de Bioquimica, emitio constancia de haber colaborado en la ejecucion.

(Anexo 4)
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- Profesional de Microbiologia, emitié constancia de haber colaborado en la

ejecucion. (Anexo 5)

4.4.3.1 Obtencién de la muestra vegetal de Cymbopogon citratus:

- 04 kg de Cymbopogon citratus, fueron recolectadas, por la mafiana, del centro
poblado Molino Cajanleque, del distrito Chocope (85 m.s.n.m), provincia de
Ascope y regién La Libertad — Peru, durante el mes de abril del afio 2018.

4.4.3.2.1dentificacion taxonémica:

- Una muestra ejemplar de la planta se llevd al Herbarium Truxillense de la
Universidad Nacional de Trujillo para su identificacion y posterior verificacion
taxondmica. (Anexo 6)

4.4.3.3.0btencién del aceite esencial de Cymbopogon citratus:

- Preparacion de la muestra vegetal:

Seleccion: EIl ingrediente vegetal almacenado fue transportado a un laboratorio de
Farmacognosia en la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de
Trujillo, donde se excluyeron las sustancias extrafias presentes en cada muestra. 2
Lavado y desinfeccion: Despues se procedieron a limpiar los materiales vegetales con
agua destilada, continuando de la desinfeccion, empleando hipoclorito de sodio al 0.5 %.
Luego se realizaron un lavado con agua destilada estéril, con el fin de eliminar los
sobrantes de hipoclorito. 2

Secado: Las hojas de Cymbopogon citratus fueron colocadas sobre papel Kraft y
sometidas a secado a temperatura ambiente por 24 horas. Asimismo, las hojuelas frescas
de hierba luisa fueron fraccionadas en trozos pequefios para su determinacion de peso

para obtener valores constantes.?°
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- Extraccion de los aceites esenciales del Cymbopogon citratus:
La obtencion del aceite esencial para ambas muestras se realizé por el método de
“destilacion por arrastre de vapor de agua” (convencional) el cual permite un buen
rendimiento.
Las muestras fueron ubicadas por separado en un balén de fondo plano y que se expuso
a un torrente de vapor de agua muy caliente; de este modo se condujo la esencia que
después por funcién del refrigerante, fue condensada. Se aisl6 el destilado almacenando
en cuenta a sus propiedades de inmiscibilidad y diferencia de densidades entre el agua y
el aceite esencial, empleando una pera de separacién de vidrio, se deshidrat6 las
impurezas de agua en el aceite esencial con Na2SO4 anhidro, se filtrd, asegurandose en
un recipiente de vidrio color ambar (para obviar la alteracién por la luz) y bajo
enfriamiento a una temperatura de 4 °C. 2

- Obtencion de las diferentes concentraciones del aceite esencial:
Se tomd del aceite esencial puro (100%), en volimenes de 1, 2.5, 5.0, 7.5 mL y, se coloco
en una fiola de 12 mL. Después se completd a volumen de 12 mL con tween 80,
adquiriendo a concentraciones de 25, 50 y 75 % (v/v) correspondiente.
Luego, en cada frasco de color ambar, se colocé las concentraciones, para protegerlas de

la luz. Las diluciones se guardaron a 4 °C para el estudio microbiolégico.?

4.4.4.4. La obtencion del Streptococcus mutans ATCC 25175:
- Se con cepas estandar ATCC, (American Type Culture Collection) de unas especies
bacterianas implicadas en la caries dental: Streptococcus mutans ATCC 25175, serotipo

C. Obtenidas del laboratorio Genlab (Anexo 7)
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- Reactivacion frente a S. mutas ATCC 25175:

Para este estudio se empleardn un cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175, el cual fue reactivado en el laboratorio de la Seccion de Microbiologia de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo.

Para su reactivacion, se empleé un medio tioglicolato y agar soya tripticasa con 10% de
sangre de conejo, y asimismo fue incubada en microanaerobiosis por 24 horas a 37°C.
Posteriormente la cepa fue conservada en medio TSA — sangre incluso su empleo en el

presente estudio. 2

- Preparacion del inéculo:
Ya obtenidas las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, se sembré en tubos de
ensayo cerrados herméticamente incluyendo el centro de Agar sangre.
Se incubaron bajo condiciones de microanaerobiosis a 37°C, con el termino de conseguir
colonias jovenes, después de 24 horas, cada cepa Streptococcus mutans ATCC 25175, se
disolvid en caldo tioglicolato, hasta que se obtuvieron una turbidez similar al tubo n® 05
de la escala de Mac Farland. Ya volteados los tubos entre manos mediante 30 segundos,

se derivo al sembrado para racionar los microorganismos correctamente.

- Determinacion de la efectividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de
Cymbopogon Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se colocaron 0.8 ml de las diluciones del Cymbopogon Citratus al 25%, 50%, 75% en
tubos de ensayo, luego se le afiadié 0.2 ml del cultivo de Streptococcus mutans, se
utilizaron 2 controles como: control positivo con gluconato de clorhexidina al 0.12% vy
negativo con suspension estandar de Streptococcus mutans. Transcurrido del tiempo se

observo la presencia de turbidez o el tubo donde no hubo turbidez.?
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Posteriormente tomando 0,1 ml de cada tubo preparado anteriormente, se sembrd en
placas con Agar Muller Hinton - sangre, con ayuda del asa de Drigalsky, incubandolas

durante 24 horas a 37°C en jarra Gaspak en microanaerobiosis. 2!

- Lectura de los resultados:
Y con apoyo del contador de colonias se determinaron el nimero de UFC.

Utilizando la siguiente formula:

UFC: N4 xAxD
N: numero de colonias contadas en un cm2
A: area del circulo
D: dilucién
La efectividad antibacteriana se considerd cuando el resultado de UFC sea cero o aquello

en la que inhibid totalmente la formacion de los gérmenes. 2

4.5. Plan de analisis

Para analizar la informacion se construyeron tablas de frecuencias de una entrada con sus
valores absolutos, promedio y desviacion estandar.

Para determinar la “Efectividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de Cymbopogon
citratus frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, al 25%, 50%, 75% y Clorhexidina
al 0.12%, se empled el ANOVA de un disefio completamente al azar, luego una prueba
de comparaciones mudltiples utilizando Duncan. Ambas pruebas con un nivel de

significancia del 5%.
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4.6. Matriz de consistencia:

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES POBLACION | METODOLOGIA
¢Cual es la| Objetivo El aceite -Aceite Placas Petri | Tipo de
efectividad General: esencial  de | €sencial de investigacion:
antibacteria- | Determinar la ] Cymbopogon | ¢On cepas Cuantitativa.
na, in vitro, | efectividad Cymbopogon citratus. SHrentococeUs
del aceite | antibacteriana, | Citratus tiene P Nivel de
esencial  de | in .VItI’O, Qel mayor N mutans investigacion:
Cymbopogon | aceite esencial sfectividad -Efectividad licati
citratus de antibacteria- | ATCC 25175, | Explicativo

i i antibacteriano in vi -

(hierba luisa) C_ymbopogon na, in vitro, Disefio de
sobre crllt.ragus . que la sobre investigacion:
Streptococcus | ( Er a luisa) Clorhexidina Streptococcus Prospectivo
mutans sobre I 0.19% mutans. Transversal
ATCC Streptococcus | & 470, | ATCC 25175 Analitico
251757? mutans ATCC | frente a cepas Experimental.
25175 Streptococcus
mutans
ATCC 25175.
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4.7. Principios éticos:

El presente estudio de investigacion, se ha respetado los principios por el cédigo de

ética de la Universidad Catolica Los Angeles de Chimbote.

Microbidloga de la Facultad de Medicina, de la Universidad Nacional de Truijillo,
desechd el material contaminado con microorganismos, donde se autoclavan
posteriormente el material de vidrio, como placas o tubos que se lavan y se vuelven

a esterilizar.
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V. Resultados

5.1. Resultados

Tabla 1

Efecto antibacteriano del aceite esencial de Cymbopogon citratus, Clorhexidina
0.12% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Trujillo - 2018

. Desv. p

Grupo de tratamiento n UFC/ml Estandar (ANOVA)
Cymbopogon citratus

2506 10 0.5 0.53
Cymbopg%% citratus 10 0 0

0.0000

Cymbopogon citratus

7506 10 0 0
Clorhexidina 0.12% 10 0 0

Control (sin 10 17.9000 44.300

tratamiento)

Fuente: Datos proporcionados por el investigador.

En la tabla observamos que solo en los grupos del tratamiento Cymbopogon citratus al
25%, Control (sin tratamiento) hubo crecimiento de UFC. Segun el analisis de varianza,
se observa que hay diferencia altamente significativa (p < 0.001) entre los promedios de

UFC, de los diferentes grupos de tratamiento.
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Tabla 2

Comparacion de las UFC/ml segun grupo de tratamiento sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175. Trujillo - 2018

Subconjunto para o= 0.05

Grupos de Tratamiento n
1 2
Cymbopogon citratus
50% 10 0
Cymbopogon citratus
75% 10 0
Clorhexidina 0.12% 10 0
Cymbopogon citratus
2504 10 0.5
Control (sin tratamiento) 10 17.9000

Fuente: Datos proporcionados por el investigador.

*Prueba estadistica: DUNCAN

Segun la prueba de Duncan se observa que el grupo control negativo, se diferencia en
forma significativa con los demés grupos de tratamiento.Y los grupos de tratamiento al

25%, 50%, 75% Yy clorhexidina al 0.12% no difieren en forma significativa entre ellos.
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5.2.Andlisis de resultados

En la presente investigacion, de tipo experimental, in vitro, se evalud la efectividad
antibacteriana del aceite esencial Cymbopogon citratus (hierba luisa) a concentraciones
al 25%, 50% y 75% sobre Streptococcus mutans. Los resultados demostraron que
Streptococcus mutans, es susceptible a la accion del aceite esencial Cymbopogon citratus,
a medida que se aumenta la concentracion se obtiene mayor efecto, esto es debido a su
posesion explicada por diferentes estudios sobre Cymbopogon citratus (quienes
confirman que muestran efecto antibacteriano y que el Citral es el primordial componente
encargado del caracter antimicrobiano de la planta, cuya accion es incrementar la
absorcién de la membrana celular, donde inicia una posible interaccion hidrofobica con

la membrana).®

En nuestro estudio la planta Cymbopogon citratus (hierba luisa) fue cosechada en el
centro poblado Molino Cajanleque, que hoy en dia es considerada por tener ricas tierras
como la provision de alimentos del valle Chicama, y con una altitud de 85 m.s.n.m,
ubicado en el distrito de Chocope, con una poblacién 9.994 habitantes, provincia de

Ascope, al norte de Trujillo, en La Libertad, Peru.

Este resultado corresponde con los aciertos de distintos autores con Aguilar E?, Carhuas
R3, Cerna V4, Maravi G’y Borja F8, quienes han demostrado que el Cymbopogon citratus
tiene efectividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans, por ser el mismo pais que

fueron cultivadas.

Para la utilizacién de las técnicas de determinacién antibacteriana, Cerna V*, determind

un efecto antibacteriano, empleando para el desarrollo de la UFC, por el cual corresponde
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con nuestro estudio. Por lo contrario, Aguilar E?, Carhuas R®, De Franca M8, Maravi G/,
emplearon la técnica de difusion en agar de discos para encontrar halos de medicion para
su actividad antibacteriana. Fazeelath B® y Borja F8 encontraron efectividad

antimicrobiana utilizando la técnica microdilucion.

El método de unidad formadora de colonias, es una medida que indica para emplearse la
cuantificacion de los microorganismos en una muestra liquida o solida, también se

consideran como células viables. %

El método de halos de inhibicidon, es un antibiograma que indica en la zona alrededor de
un disco de antibi6tico, en el cual se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar

junto con el microrganismo.

Para este estudio se eligi6 UFC, por ser un método directo en el cual determina una
cantidad de muestras de microrganismos. A diferencia que el método de halos de
inhibicion puede ver una mala absorcion de los liquidos de tratamiento para determinar

un sensibilidad o resistencia bacteriana.

Asi mismo Cerna V*, también determind para el efecto antibacteriano, la inspeccion
visual del desarrollo de la UFC; a diferencia de nuestro estudio donde se utiliz6
instrumento un contador de colonias digital para una calibracién de lectura mas confiable.
Enfocandose con respecto para la extraccion del aceite esencial del Cymbopogon citratus,
donde se realizd el método destilacion por arrastre de vapor de agua, estudio que
coinciden con Aguilar E?, Carhuas R® Cerna V* Maravi G’, Borja F® que tiene por

objetivo de separar sustancias menos vaporosas y su funcion es extraer el aceite donde

30



entra en contacto con el calor, hace que cambie su composicién quimica, este método se

emplea con frecuencia para separar aceites esenciales de tejidos vegetales.

Este estudio también se evalud el efecto antibacteriano mediante la visualizacion de
turbidez en tubos de ensayos, este es una limitacion, por el cual Cerna V*, utilizO un
espectrofotébmetro (instrumento que mide la cantidad de intensidad de luz absorbida), es
mas probablemente que por la falta de equipos se pudo haber encontrado un efecto mas

deseable.

Para nuestro estudio como control positivo se utilizd el principio activo que es el
gluconato de clorhexidina al 0.12%, como antiséptico bucal del Perio Aid, siendo un
colutorio sinalcohol, existen estudios en el cual se evidencia que ciertos colutorios como
el Perio Aid sin alcohol, con alcohol y Lacer, en su efectividad obtuvieron resultados
similares a las siete horas siendo ligeramente mejores para las bacterias aerobias y
anaerobias, también solo el Perio Aid sin alcohol sus resultados a los cinco minutos son
significativamente mejores para ambos grupos bacterianos. El colutorio de clorhexidina
sin alcohol es eficaz como aquel que contenga alcohol para reducir los niveles de
Streptococcus mutans, y también es efectiva en el control de la placa bacteriana y la

reduccion de la inflamacion gingival.*
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VI.

Conclusiones

Se concluye que la Clorhexidina al 0.12%. y el aceite esencial de Cymbopogon
citratus (Hierba Luisa) al 50%, 75% y 25% posee similar efecto antibacteriano

sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Aspectos Complementarios

Se recomienda realizar estudios fitoquimicos del Cymbopogon citratus (hierba
luisa), a fondo para reconocer correctamente su estructura quimica y principios
activos, segun donde fueron cultivadas, ya que pueden obtener un gran efecto

antibacteriano.

Realizar estudios que sefialen concentraciones menores, para hallar su
concentracion minima inhibitoria, donde comparen su efecto antibacteriano del
Cymbopogon citratus (hierba luisa), sobre otros microorganismos de la cavidad

bucal.

Elaborar estudios, in vivo, para el desarrollo de dentifricos y enjuagatorios
bucales, que incluya el aceite de Cymbopogon citratus (hierba luisa); y realizando
comparacion con estudios de diferentes plantas medicinales, teniendo en cuenta

sobre bacterias familiarizadas que causan el desarrollo de la caries dental.
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Anexo 1

Constancia para la ejecucion de la tesis:
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Anexo 2

Solicitud: Bioquimica (Universidad Nacional de Trujillo)

“Ano del Dialogo y la Reconciliacion Nacional”

SOLICITO: Permiso para utilizar ambiente y equipos del laboratorio de Farmacognosia

en la facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNT.
Dra. Soto Vasquez, Marili Roxana

Docente de la Catedra de Farmacognosia del Departamento Académico de
Farmacotecnia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional

de Trujillo
SD.

Yo Lorella Paravecino Casas, alumna de Odontologia de la Universidad Catolica los

Angeles de Chimbote en la ciudad de Trujillo, ante Usted, me presento y expongo:

Que al encontrarme desarrollando mi proyecto de tesis: Efectividad antibacteriana in vitro
del aceite esencial Cymbopogon Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus Mutans
ATCC 25175, siendo necesario para usar un ambiente especializado y equipos del
laboratorio “Farmacognosia”, el cual usaré hasta el término del proyecto,
comprometiéndome a dejar en condiciones originales o si es que usted lo requiere dejar

el ambiente y equipo del laboratorio.
Por lo que espero se me brinde las facilidades necesarias en cuanto al permiso

correspondiente. Agradeciéndole su receptividad, quedo de Usted.

Atentamente:

Trujillo 13 de abril 2018.

Lorellg¥aravecino Casas

DNI 48061934
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Anexo 3

Solicitud: Microbidloga (Universidad Nacional de Trujillo)

“Afo del Dialogo y la Reconciliacion Nacional”
SOLICITO: Permiso para utilizar ambiente
y equipos del laboratorio “Luis Pasteur”
en la facultad de Medicina de la UNT.
Dra. Mejia Delgado, Elva Manuela

Jefe de la seccion de Microbiologia de la facultad de Medicina de la Universidad

Nacional de Trujillo
SD.

Yo Lorella Paravecino Casas, alumna de Odontologia de la Universidad Catolica los

Angeles de Chimbote en la ciudad de Trujillo, ante Usted, me presento y expongo:

Que al encontrarme desarrollando mi proyecto de tesis: Efectividad antibacteriana in vitro
del aceite esencial C'ymbopogon Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus Mutans
ATCC 25175, siendo necesario para usar un ambiente especializado y equipos del
laboratorio “Luis Pasteur”, el cual usaré hasta el término del proyecto,
comprometiéndome a dejar en condiciones originales o si es que usted lo requiere dejar

el ambiente y equipo del laboratorio.

Por lo que espero se me brinde las facilidades necesarias en cuanto al permiso

correspondiente. Agradeciéndole su receptividad, quedo de Usted.

Atentamente:
\ Trujillo 13 de abril 2018.
/% - Lorella Paravecino Casas
LOGLA ME!HCS
CULTAD DF MEDW 7 DNI 48061934
TR S ;

FOORDIN ACIGN |
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Anexo 4

Constancia: Bioquimica (Universidad Nacional Trujillo)

CONSTANCIA

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 codigo UNT 5727 y acreditada como Docente
Investigadora por CONCYTEC.

Dejo constancia de haber colaborado en la preparacion del aceite esencial al 25%, 50% y
75%, a base de la planta de Cymbopogon Citratus, en el laboratorio de Farmacognosia de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo a la alumna
LORELLA PARAVECINO CASAS, identificada con DNI 48061934, con domicilio
legal La Girardot N° 1949, Distrito La Esperanza, estudiante de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Catolica Los Angeles de Chimbote; en la ejecucion de la
tesis titulada: “Efectividad antibacteriana in vitro del aceite esencial Cymbopogon
Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus Mutans ATCC 25175,

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

Trujillo, 09 de junio del 2018.

XANA SOTO VASQUEZ
e Bestigadora de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
Laboratorio de Farmacognosia

Universidad Nacional de Trujillo
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Anexo 5

Constancia: Microbiologa (Univeridad Nacional Trujillo)

CONSTANCIA

Yo, ELVA MANUELA MEJIA DELGADO, jefe de la seccion de Microbiologia de la
facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo, con registro del CBP N’

3147.

Mediante la presente dejo constancia de haber colaborado con la alumna PARAVECINO
CASAS LORELLA, estudiante de la Facultad de Odontologia de la Universidad Los
Angeles de Chimbote con DNI 48061934 y domiciliada en la Girardot N° 1949, Distrito
La Esperanza, en la ejecucion de la parte microbiologica planificada en el proyecto de
investigacion titulada: “Efectividad antibacteriana in vitro del aceite esencial

Cymbopogon Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus Mutans ATCC 25175”.

Trujillo, 12 de junio del 2018,

(D2 >

Elva Manuela Mejia Delgado-

BFErOLOGIA
e

YL

~OORDINGE
Jefe de la seccion de Microbiologia de la Tacultad

de Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo.
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Anexo 6

Certificacion de Taxonomia

Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo
Facultad de Ciencias Bioldgicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Perd

Constancia N° 019 —2018- HUT

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

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

. Clase: Equisetopsida

. Subclase: Magnoliidae.

. Super Orden: Lilianae

. Orden: Poales

. Familia: Poaceae

. Género: Cymbopogon

. Especie: C. citratus (DC.) Stapf
. Nombre comun:  “hierba luisa”

Muestra alcanzada a este despacho por LORELLA LYZ PARAVECINO CASAS,
identificada con DNI: 48061934, con domicilio legal en Girardot 1949- La Esperanza-
Trujillo. Estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de
Odontologia de la Universidad Catélica los Angeles de Chimbote- Sede Truijillo, cuya
determinacién taxonoémica servira para la realizacion del Proyecto de Tesis:
“EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE
Cymbopogon citratus “HIERBA LUISA” SOBRE Streptococcus mutans ATCC
25175"

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que
hubiera lugar. -

E- mail: herbariumtruxillensehut@yahoo.com

44



Anexo 7

Boleta de compra de cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
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Anexo 8

Ficha de recoleccion de datos

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

ENSAYOS

EFECTIVIDAD ANTIBACTERIANA (UFC)

10.

Cymbopogon citratus
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Anexo 9
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Fuente: Datos proporcionados por el investigador.

Gréfico 1. Comparacion de las UFC/ml segun grupo de tratamiento sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175. Trujillo — 2018.
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Anexo 10

CUADRO DE RECOLECCION DE DATOS PARA LAS UFC:

Control de Aceite esencial de Control
Clorhexidina Cymbopogon Citratus  Streptococcus

ke al 0,12% Concentracion Mutans
Sin
MUESTRAS 23% S0% 5% tratamiento

1 0 1 0 0 235, 264
2.3 x 105

2 0 0 0 0 138, 297
1,3x10°

3 0 1 0 0 178,000
1,7 x 10°

4 0 0 0 0 25, 4000
2,5x10°

5 0 1 0 0 198, 703
1,9 x10°

6 0 0 0 0 146, 245
1,4 x 10°

7 0 1 0 0 135, 681
1,3x10°

8 0 0 0 0 214, 599
2,1x10°

9 0 1 0 0 136, 707
1,3x10°

10 0 0 0 0 150, 000

1,5x10°
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Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Anexo 11

Grupo de Tratamiento Estadistico gl Sig.
Cymbopogon Citratus 0.7827 10 0.0540
25%

Cymbopogon Citratus mediciones constantes

50%

Cymbopogon Citratus mediciones constantes

75%

Clorhexidina 0.12% mediciones constantes

Control (sin 0.8727 10 0.1074

tratamiento)
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Anexo 12

Evidencias Fotograficas

MICROBIOLOGA

BIOQUIMICA
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Obtencidn de la muestra vegetal
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EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE

Cymbopogon citratus (Hierba luisa)

Se recolecto solo 4 kg de hoja de Cymbopogon citratus (Hierba luisa)

Se envolvio las plantas en papel kraft y puestas en caja de cartén para

gue no afecte las estructuras de dicha planta.
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Las muestras vegetales fueron transportado al laboratorio de Farmacognosia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Truijillo, en

donde se elimind las sustancias extrafias presente en cada muestra.

Se procedié a separar las plantas, a someterse a lavar con agua potable, y con
hipoclorito de sodio (Clorox) para eliminar restos o sustancias extrafias y al final

dejar secas por una semana.
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Después que las hojas de hierba luisa fueron sometidas a secado a temperatura
ambiente por 24 horas. Asimismo, las hojuelas seran fraccionadas en trozos
pequenios.

£

Trozos de la planta, proceden a pesarse.

Luego en una olla se coloca los trozos para realizar el método

indicado para la extraccidn del aceite esencial.
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La obtencién del aceite esencial:

Para la muestra se realizé por el método de “destilacién por arrastre de vapor de

agua” (convencional).
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Se obtuvo 12mL del aceite esencial puro, donde se coloco en una probeta.

Luego se guardo en un frasco de vidrio color ambar (para evitar la

descomposicion por la luz) y bajo refrigeracién a una temperatura de 4 °C.
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Para su activacion del aceite esencial, se necesité del Tween 30.

Aceites esenciales de Cymbopogon citratus (hierba luisa) activados a sus

concentraciones: Al 25%, 50% y 75%
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Obtencion del Streptococcus mutans ATCC 25175

Bacteria sellada y obtenida del laboratorio microbioldgico

Preparacion de la cepa con Thioglicolato

Para control positivo con Gluconato de clorhexidina al 0,12%




PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LA EFECTIVIDAD
ANTIBACTERIANA
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PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LA EFECTIVIDAD
ANTIBACTERIANA
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Lectura de resultados:

Unidad formadora de colonias (UFC)

Contador de colonias digital:
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