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5. Resumen

El objetivo de la investigacion fue comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial
de Citrus limon sobre cepas Streptococcus mutans ATCC 25175 y Streptococcus
sanguis ATCC 10556. La muestra estuvo constituida por cepas estandar de
Streptococcus mutans ATCC 25175 y Streptococcus sanguis ATCC 10556 utilizando
30 placas Petri reactivandolas en Caldo (BHI). Asi mismo se preparo el aceite esencial
en concentraciones de 75% y 100%. La evaluacion del efecto antibacteriano se realizé
en 10 repeticiones por concentracion, mediante el método Kirby-Bauer, utilizando
discos de papel filtro colocado en placas con contenido de Agar Mdeller Hinton
inoculadas con Streptococcus mutans ATCC 25175 y Streptococcus sanguis ATCC
10556, empleando como control positivo clorhexidina al 0.12% y control negativo
SSEF/TWEEN 80. Se realizo la medida de halos de inhibicion en cada disco dando
como resultado lo siguiente: para Streptococcus mutans ATCC 25175 el didmetro
promedio fue 17.4mm al 75%, 28.3mm al 100%, para clorhexidina al 0.12% fue
24.5mm y para SSEF/Tween 80 fue 0; en Streptococcus sanguis ATCC 10556 el
diametro promedio fue de 20mm al 75%, 30.8mm al 100%, para la clorhexidina al
0.12% fue 15.4mm y para SSEF/Tween 80 fue 0. La prueba ANOVA demostrd que
existe diferencia estadistica (p < 0.05) en las concentraciones, y con el test DUNCAN
encontramos que al 100% tiene mayor efecto en ambas. Se concluye que el aceite
antibacteriano al 100% tiene efecto sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 y
Streptococcus sanguis ATCC 10556, y esto sugiere un potencial uso terapéutico en la

prevencion de caries.

Palabras claves: Antibacteriano, clorhexidina, Streptococcus mutans.
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Abstract

The objective of the research was to compare the antibacterial effect of the essential
oil of Citrus limon on Streptococcus mutans ATCC 25175 and Streptococcus sanguis
ATCC 10556 strains. The sample consisted of standard strains of Streptococcus
mutans ATCC 25175 and Streptococcus sanguis ATCC 10556 using 30 Petri dishes
reactivated. in Caldo (BHI). Likewise, the essential oil was prepared in concentrations
of 75% and 100%. The evaluation of the antibacterial effect was carried out in 10
repetitions per concentration, by means of the Kirby-Bauer method, using filter paper
discs placed in plates with content of Mueller Hinton Agar inoculated with
Streptococcus mutans ATCC 25175 and Streptococcus sanguis ATCC 10556, using
as positive control 0.12% chlorhexidine and negative control SSEF / TWEEN 80. The
inhibition halos were measured in each disc, resulting in the following: for
Streptococcus mutans ATCC 25175 the average diameter was 17.4mm at 75%,
28.3mm at 100%, for 0.12% chlorhexidine it was 24.5mm and for SSEF / Tween 80 it
was 0; in Streptococcus sanguis ATCC 10556 the average diameter was 20mm at 75%,
30.8mm at 100%, for chlorhexidine at 0.12% it was 15.4mm and for SSEF / Tween 80
it was 0. The ANOVA test showed that there is a statistical difference (p < 0.05) in the
concentrations, and with the DUNCAN test we found that at 100% it has a greater
effect on both. It is concluded that the 100% antibacterial oil has an effect on
Streptococcus mutans ATCC 25175 and Streptococcus sanguis ATCC 10556, and this
suggests a potential therapeutic use in caries prevention.

Key words: Antibacterial, chlorhexidine, Streptococcus mutans.
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l. Introduccion

La caries dental es una enfermedad bucal, localizada y transmisible; originada por
diferentes factores. Asi mismo presenta diferentes mecanismos que propician variedad
de patologias. Actualmente, la OMS reporta a nivel mundial el indice de caries dental
es del 60% a 90% en escolares y casi el 100% de adultos, segin el Minsa, a nivel
nacional el indice de caries dental en la poblacion infantil es del 85%.*

El factor microbiano es de suma importancia para la formacién de la caries en la
cavidad oral, dentro de su etapa inicial encontraremos una conversion de bacterias
anaerdbicas facultativas Gram (+) y en su transcurso predominaran las bacterias
anaerdbicas estrictas Gram(+) y Gram(-); dentro de ellas los primeros colonizadores
son el Streptococcus mutans ATCC 25175 y Streptococcus sanguis ATCC 10556.2

El lim6n es un pequefio arbol se le atribuye distintas propiedades dentro de ellas
propiedades antibacterianas. Estrada E. en el 2017 determino que el aceite esencial del
limoén en concentraciones altas tiene un potencial efecto antibacteriano contra la cepa
de Streptococcus mutans (ATCC 25175), también algunos estudios como el de Da
Silva en el 2015 determind que el limén tiene un efecto antibacteriano frente a
Streptococcus aeurus, Por ello el objetivo del estudio fue de comparar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Citrus limon (Limon) al 75% y 100% sobre cepas
de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguis (ATCC 10556).
Este estudio fue de tipo Cuantitativo, disefio experimental, longitudinal, prospectivo y
analitico.®*

Se busco con este estudio explorar alternativas naturales con menos secuelas y a bajos
costos, ya que la cascara constituye una pérdida para la industria, por ello este estudio

ayudara a aprovechar este recurso y de esa manera incentivar la economia local.



En la investigacion se determin0 la existencia de una gran diferencia significativa en
las concentraciones utilizadas en cada bacteria, formando mayor halo al 100% con un
promedio de 28.3mm, al 75% con un promedio de 17.4mm contra Streptococcus
mutans ATCC 25175 y para Streptococcus sanguis ATCC 10556 formando mayor
halo al 100% con un promedio 30.8mm y al 75% con un promedio de 20mm. Se
concluyd que el aceite esencial citrus limon al 100% presenta mayor efectividad frente

a Streptococcus mutans ATCC 25175 y Streptococcus sanguis ATCC 10556.



Revision de la literatura

2.1. Antecedentes

Antecedentes internacionales

Espinel A.° (Ecuador, 2020). “Actividad antimicrobiana del aceite
esencial de tres especies de Citrus limon contra Escherichia coli y
Staphylococcus aureus”. El objetivo de la investigacion fue: Evaluar
la efectividad antibacteriana de los aceites esenciales del limon contra
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. El efecto antibacteriano se
determin® al extraer aceite esencial de las tres variedades de Citrus
limon, donde se compard con antibidticos comerciales. Se aplicé un
disefio Completamente al Azar DCA con arreglo factorial A (tres
especies de limén) x B (tres dosis de aceites esenciales) + 3 testigos
(total 12 tratamientos). La comparacion de medias se realizé mediante
el test de Tukey (p <0.05). EI resultado obtenido revela que C.
aurantifolia presenté un mejor control para S. aureus, (1x10 UFC),
mientras que C. lantifolia lo fue para E. coli (1x10 UFC). En
conclusién los aceites esenciales del limén poseen actividad

antibacteriana.

Argote F, et al.’ (Colombia, 2017). "Evaluacion de la capacidad
inhibitoria de aceites esenciales en Staphylococcus aureus y
Escherichia coli”. El estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto

antibacteriano de los siguientes aceites esenciales: eucalipto, limon y



mandarina frente a las cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia
coli. El efecto antibacteriano se determiné con la concentracion
minima inhibitoria CMI y bactericida CMB, con el método de micro
dilucion, con una emulsion estable la medida promedio de gota estuvo
entre 40 y 63 micras. La determinacion de la composicion se dio por
cromatografia de gases acoplado a masas, se realizo la medicion de la
densidad, indice de refraccion y acidez. Se obtuvo como resultado en
los aceites valores de densidad entre 0,858+0,002 y 0,920+0,003
g/cm3, indice de refraccion de 1,469+0,01 y 1,4595+0,0025, indice de
acidez entre 5,32+0,02 y 8,08+0,074; la composicion de limoén y
mandarina presentaron compuestos comunes como limoneno,
terpineno, octanal y mirceno; en eucalipto se destacaron eucaliptol
(1,8 cineol) y pineno. En conclusion, los mejores resultados de
inhibicion fueron para eucalipto, limén y mandarina frente a la
bacteria Gram positiva con una CMI y CMB de 6,8 pL/mL y para la
Gram negativa el aceite esencial de cascara de mandarina y eucalipto

con una CMI y CMB de 13,2 plL/mL.

Da Silva A.” (Bolivia, 2015), “Determinacién de la actividad
antibacteriana de tres variedades de limon (Citrus limén (L) Osbeck,
Citrus limon (L) Osbeck en combinacion con Citrus reticulata y
Citrus medica L) Frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli”,
se realizd un estudio cuyo objetivo fue determinar la actividad

antibacteriana de tres variedades de limon (citrus limon (L), Osbeck,



Citrus limon (L) Osbeck en combinacién con Citrus reticulata y
Citrus medica L) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli
donde se obtuvo el aceite esencial y le macerado de la hoja cascara y
de la semilla del limon. Se obtuvo como resultado frente a
Streptococcus aureus el aceite y el macerado de la hoja; por ende la
cascara si presenta actividad antibacteriana menos en la semilla, por
otro lado en la variedad Citrus limén (L) Osbeck en combinacion con
Citrus reticulata (L) existe un efecto antibacteriano en la cascara 'y en
el macerado frente a Escherichia coli no presenta actividad

antibacteriana.

Liu Y, et al.® (China, 2014), “Efecto del aceite de limdn citrico sobre
el crecimiento y la adhesion de Streptococcus mutans ATCC 251757,
teniendo como objetivo explotar nuevos agentes anticariégenos,
investigando los efectos del aceite de limon citrico (CLO), sobre el
crecimiento y la adherencia de las bacterias cariogénicas orales
primarias Streptococcus mutans ATCC 25175. Donde se exploré con
un ensayo de microdilucion el efecto inhibidor del crecimiento.
Analizaron la adherencia mediante recuentos de colonias en las
superficies respectivas y la tasa de inhibicion de la adherencia (AIR).
Se utilizé PCR en tiempo real para investigar los efectos de la CLO
en la transcripcion de los genes que codifican la glucosiltransferasa
(Gtf), gtfB, C y D. El método de Neson-Somogyi se usé para medir

los efectos de la CLO en la actividad de la Gtf. La concentracion



inhibitoria minima de CLO contra Streptococcus mutans ATCC
25175 fue de 4,5 mg/ ml. La CLO redujo efectivamente la adherencia
de Streptococcus mutans ATCC 25175 en la superficie de vidrio (el
AIR fue de 98.3 a 100%, P> 0.05) y la superficie del esmalte
recubierto de saliva (el AIR fue de 54.8 a 79.2%, P <0.05). La CLO
redujo efectivamente la actividad de Gtf y la transcripcion de gtfs de
una manera dependiente de la dosis (P <0.05). En conclusion, CLO
puede inhibir eficazmente el crecimiento y la adherencia a las
superficies de esmalte recubiertas de vidrio y saliva de Streptococcus
mutans ATCC 25175. También puede inhibir la transcripcion de gtfs,

asi como la actividad de la enzima Gtf.

Antecedentes Nacionales

Estrada E.° (Cusco, Per(, 2017). “Efectividad antibacteriana in vitro
del aceite esencial Citrus limon en diferentes concentraciones sobre el
Streptococcus mutans ATCC 25175”, su objetivo fue determinar el
efecto antibacteriano In Vitro del aceite esencial del limon en
diferentes concentraciones (50%,75% y 100%) sobre el Streptococcus
mutans ATCC 25175, para ello el método fue el empleo de Agar
Mueller Hinton como el medio de cultivo mediante la técnica de
difusion. La medicion de los halos de inhibicion fue entre 24, 48 y 72
horas en cuatro periodos de instalacion para poder determinar su
efecto antibacteriano para ello se utilizo la escala de Duraffourd. El

diametro de los halos de inhibicién fue de 6.50 mm al 50%, 13.57 mm



al 75%, 14.78 mm al 100% con el aceite esencial Citrus Limoén, Los
resultados obtenidos fueron que al 75% y 100% muestra su
efectividad antibacteriana, pero en la contraccion de 50% su efecto
antibacteriano es nulo frente al Streptococcus mutans
ATCC®25175TM que se realizd con la escala de Duraffourd en
cuatro periodos de instalacion. La medida de halos de inhibicion fue
de 6.50 mm al 50%, 13.57 mm al 75%, 14.78 mm al 100% para el
aceite esencial Citrus limon, donde se demostro que al 75% y 100%
presenta efectividad antibacteriana como sensible (+) y muy sensible
(++). Como resultado este estudio determind que el aceite esencial
Citrus limon a la concentracion del 50%, la efectividad antibacteriana
fue nula (-) frente al Streptococcus mutans ATCC®25175TM. En
conclusion bajo la evaluacion de los tres tiempos utilizando el aceite
esencial Citrus limon al 75%, se aprecia que hay un crecimiento

significativo del halo inhibitorio superior a lo observado al 100%.

Mendoza A, et al.1° (Cusco, Per(, 2016). “Efectos antibacteriano in
vitro de los aceites esenciales de: Foeniculum Vulgare (Hinojo),
Cimbopogon citrus (Hierba Luisa), Origanum vulgare (Orégano),
Citrus aurantifolia swingle (Limon) y Citrus sinesis (Naranja), frente
a Cepas estandarizadas de Streptococcus mutans ATCC 25175, el
objetivo que tiene es de evaluar el efecto antibacteriano de los aceites
esenciales de: Foeniculum Vulgare (Hinojo), Cimbopogon citrus

(Hierba Luisa), Origanum Vulgare (Orégano), Citrus aurantifolia



swingle (Limon) y Citrus sinesis (Naranja), con el del Gluconato de
Clorhexidina al 0.12% sobre cepas estandarizadas de Streptococcus
mutans ATCC 25175. Para realizar este estudio se utilizo el método
de destilacion por arrastre a vapor de agua y se obtuvo los aceites
esenciales de cada planta. Para larealizacion microbiologica se utilizo
los cinco aceites esenciales mencionados a una concentracion del 100
%; como medios de cultivos se emplearon Agar Mieller Hinton
enriquecido con 5% de sangre humana; éstos aceites fueron
comparados con un patron control que fue el Gluconato de
Clorhexidina al 0.12%. Se realiz0 tres repeticiones para cada tipo de
aceite esencial grupo utilizando placas de Agar Muller Hinton con el
método Kirby Bauer o método de difusion de discos donde se colocd
10 ul de cada aceite esencial y del patron control sobre las cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175. Para determinar la actividad
antibacteriana se midio el didmetro de los halos de inhibicion a las 24
horas. La medida de halos de inhibicion para el aceite esencial de
Cimbopogon citrus (Hierba Luisa) fue de 32.967 mm al 100 %, en el
caso de aceite esencial de Origanum vulgare (Orégano) fue un halo
de inhibicién 15.889 mm al 100 %, para el aceite esencial de
Foeniculum vulgare (Hinojo) fue un halo de inhibicion de 15 mm al
100 %, en el aceite esencial de Citrus sinesis (Naranja) fue un halo de
inhibicidn de 14.667 mm al 100 %, por otro lado el aceite de Citrus
aurantifolia swingle (Limon) tuvo un halo de inhibicion de 9.333 mm

al 100 %. Al realizar el estudio de ANOVA de POST HOC se aclar6



que hay disconformidad significativa en los didmetros de los halos de
inhibicidn, y en prueba de HSD de TUKEY se reconoce que el aceite
esencial fue el mas objetivo. El resultado obtenido fue que los aceites
esenciales de Cimbopogon citrus (Hierba Luisa), Origanum vulgare
(Orégano), Foeniculum vulgare (Hinojo) y Citrus sinesis (Naranja)
presentan mayor efectividad antibacteriana sobre las cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, mientras que el aceite esencial

Citrus aurantifolia swingle (Limon) su efecto antibacteriano es nula.

Antecedentes Locales

Alvares A (Trujillo, Perd, 2018). “Efecto antibacteriano del aceite
esencial de la céscara del Citrus latifolia tanaka “limon” sobre
Staphylococus aureus ATCC 13565 comparado con oxacilina: un
estudio in vitro”, su objetivo fue de analizar el efecto antibacteriano
del aceite esencial de la cascara del citrus latifolia tanaka " limon™ en
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 13565 en comparacion con la
oxacilina en concentracion de 1ug en un estudio in vitro; se colocaron
cuatro diluciones al 100%, 75%, 50% y 25%. Las cepas se cultivaron
en agar Muelle Hinton, en el la prueba de sensibilidad se realizo con
el método de kirby-Bauer. Como resultado se observa un halo
inhibitorio en todas las diluciones: al 25% se logra diferencia un halo
inhibitorio de 11.50 mm (DS 0.71+0.2 1C95%: de 10.99 a 12.01, entre
intervalos de 10 a 12 mm), al 50% 13.20 mm (DS 1.03+0.33 1C95%:
de 12.46 a 13.94, entre intervalos de 12 a 15 mm), al 75% 13.90 mm

(DS 0.74+0.23 1C95%: de 13.37 a 14.43, entre intervalos de 13 a 15



mm) y al 100% 16.00 mm (DS 1.33 +£0.42 1C95%: de 15.05 a 16.95,
entre intervalos de 14 a 18 mm); superando los valores inhibitorios del
CLSI (=13 mm) en concentraciones de 75% y 100%. La oxacilina
logro un halo inhibitorio de 26.60 mm (DS 0.52+0.16 1C95%: de
26.23 a 26.97, entre intervalos de 26 a 27mm). Con el tipo de analisis
estadistico ANOVA (0.000), con el tipo de test Tukey que indican el
estudio resulto altamente significativo y que a mayor sea el nivel de
concentracion del aceite esencial, mayor sera el efecto antibacteriano,
pero se a su vez no logro superar al efecto de la oxacilina. Logramos
concluir que el aceite esencial del Citrus latifolia tanaka “limon” es

antibacteriano pero tiene menos eficacia que la oxacilina.

Tan M.22 (Trujillo, Pert, 2015), “Efecto inhibitorio in vitro del
extracto etandlico de céascara de Citrus limon (limén) sobre
Staphylococcus aureus meticilino resistente”, su objetivo fue evaluar
el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de céscara de Citrus
limén (limon) sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente y de
esa manera se compara con la efectividad antimicrobiana de
vancomicina, para ello se realizd la preparacion de un extracto
utilizando la céascara de Citrus limon en cuatro medidas: 5%(50
mg/ml), 25%(250 mg/ml), 50%(500mg/ml) y 75%(750mg/ml). Para
la determinacion de la efectividad antimicrobiana de C. limon, se
expuso a S.aureus meticilino resistente a las cuatro concentraciones

del extracto etanolico, con el método de Kirby — Bauer (difusion en

10



disco), se comparo con el control vancomicina, obteniendo como
resultado que S.aureus meticilino resistente, arrojo sensibilidad a
cuatro concentraciones del extracto etandlico, al comparar los halos
de inhibicidn segun la escala de Duraffourd. Asi mismo, la efectividad
antibacteriana inhibitoria promedio de la vancomicina sobre S. aureus
meticilino resistente corresponde a la categoria sumamente sensible
para dar como finalizado este estudio se determinoé que la cascara de
Citrus limon (limon) si tiene efecto inhibitorio in vitro sobre
Staphylococcus  aureus  meticilino  resistente, pero  es

significativamente inferior al compararlo con vancomicina.

Quintana A.2 (Trujillo, Perd, 2014). “Efecto del aceite esencial de
Cymbopogon citratus y de Citrus limon en la sobrevivencia de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Su objetivo es de evaluar
efecto del aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” y
Citrus limon “limon” en la sobrevivencia de S. aureus y E. coli in
vitro”. Se utilizé el método de destilacion por arrastre con vapor de
agua para la extraccion de los aceites esenciales. Se determind la fase
logaritmica media de E. coli y S. aureus que fue de 6 y 10 horas
respectivamente. Para la determinacién de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) se utilizo el método de macrodilucion en caldo para
lo cual se uso caldo nutritivo mas Twen 80 al 0.5%, posteriormente se
agrego los aceites esenciales de C. citratus y C. limon; se inoculd 20

uL de la suspension bacteriana equivalente al tubo N° 0.5 del
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nefelometro de Mac Farland, 1.5x108 UFC/mL, y se incubo a 37°C
por 24 horas. Como resultado se obtuvo CMI de C. citratus frente a S.
aureus de 0.10 uL/mL, y la CMI de C. citratus frente a E. coli de 0.80
uL/mL. La CMI de C. limon frente a S. aureus de 0.80 uL/mL y la
CMI de C. limdn frente a E. coli de 1.80 uL/mL. En conclusion El
aceite esencial de C. citratus y C. limon tienen un efecto inhibitorio

en la sobrevivencia de S. aureus y E. coli.
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2.2 Marco Tebrico

2.2.1. Caries Dental

A nivel mundial, es la patologia oral con mayor prevalencia y una enfermedad
infecciosa que pasa por un proceso de desgaste del tejido duro del diente, causado
por el metabolismo bacteriano, provocando una pérdida neta de minerales y en
algunos casos dara como resultado la presencia de una cavidad. En la cavidad oral
existen numerosas especies de bacterias que debido a su funcion, interaccion y
propiedades forman parte del biofilm dental. Para la patogénesis de la caries dental
encontraremos varios microorganismos, dentro de ellos tenemos al Streptococcus
del grupo mutans ya que es de suma importancia como agente asociado a ella. 1*
Para la formacion de una lesion cariosa existen mdaltiples factores, pero
principalmente son: huésped (dientes y saliva), microflora (infecciones bacterianas)
y sustrato (dieta cariogénica); y tiempo. Es importante que sean favorables las
condiciones de cada uno de los factores para que se forme la lesion cariosa. °

La alimentacion cumple un papel muy importante para la aparicion de la caries
dental, principalmente en individuos de alto riesgo. ElI consumo elevado de
carbohidratos ferméntales, y la falta de utilizacion de fltor prevalece a la formacién
de caries dental. Sin embargo hay una intima relacion de la malnutricion proteico-
caldrica y la caries, el falta de vitaminas (A, D), calcio y fésforo estas provocarian
cambios en la formacion dentaria y retardo en la erupcion. En la malnutricién
proteico-caldrica existe con frecuencia en los paises de vias de desarrollo, se ha
revelado un descenso de Inmunoglobulina A en la saliva, lo que podria incrementar

la aparicion de caries dental. 16
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Existe una relacién muy intima entre la aparicion de caries dental y la ingesta de
azucares. Las caracteristicas de consistencia, textura y adhesion de los alimentos
con azlcar, y la manera de cdmo se ingiere, son mas importantes para la
determinacion de su capacidad cariogenica. Las causas que determinan la capacidad

cariogénica de los alimentos con azlcar son:

1. Solidez de los alimentos: tienden a ser mas cariogénicos los alimentos
adhesivos que los no retentivos. Por ejemplo, un refresco con azucar que fue
tomada de forma rapida tendra menor cariogenicidad que un chicle o dulce,
ya que no importd la cantidad de aztcares de cada uno.’

2. Tiempo de la deglucion: los alimentos azucarados que se consumen entre
las comidas tendran mayor cariogenicidad. Influye el mecanismo de
proteccién natural de la cavidad oral, para que funcione mucho mas durante
las comidas y se encargue de los desechos de los restos de alimentos;
compensando los acidos (capacidad buffer) que se hayan podido formar. Por
esta razon, el caso de comer alimentos cariogénicos antes de ir a dormir y
no higienizarse, la capacidad buffer no realizara su funcion, porque durante
las horas de suefio la cavidad oral estara en reposo.*’

3. La continuidad: EI consumo de sacarosa disminuye en poco tiempo el pH
del biofilm y esta va a facilitar la desmineralizacion del tejido duro del
diente y por lo tanto favorece en la formacion de la lesion cariosa, mientras

maés frecuente sea mas cariogénicos se vuelven. *’
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2.2.1.1. Microorganismos Cariogénicos

Existe variedades de bacterias en la boca, especialmente del género
Streptococcus y especie mutans, asociadas a la caries dental, con sus serotipos
sanguis, sobrinus y cricetus, c, e y f. Los estreptococos tienen forma de coco que
van creciendo en parejas, movimiento y formacion de esporas ausente, y
presencia de coloracion Gram positiva. El Streptococcus mutans ATCC 25175,
es el primer colonizador en el diente y de mayor aislamiento en lesiones cariosas
humanas. Cambia su forma, serd un coco o de apariencia alargada, por esa razén

es el nombre que tiene.'’

2.2.1.2. Factores de Virulencia

La virulencia de un organismo es su capacidad de dafio y su caracteristica
especifica es lo que lo hace ser patdgeno, por consiguiente causa una
enfermedad. En el caso del Streptococcus mutans ATCC 25175, con mayor

implicancia para la formacién de la caries dental son:

a) Acidogenicidad: Streptococcus mutans ATCC 25175 dispone los azucares
y de esa manera elabora el acido lactico, como resultado del metabolismo
final. Por lo tanto disminuye el pH y asi produce la desmineralizacion del
esmalte dental.t’

b) Aciduricidad: En pH bajo tiene como objetivo elaborar acido.®

¢) Acidofilicidad: Streptococcus mutans ATCC 25175 puede tolerar el

medio acido por consiguiente lejos de la célula se bombean protones.’
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d) Sintesis de fructanos y glucanos: A partir de la sacarosa es que se producen
el glucano y el fructano. El glucano que es insoluble se unira a la pieza
dentaria y sera utilizado de dep6sito de nutrientes.*’

e) Sintesis de glucdgeno (polisacaridos intracelulares): si durante un tiempo
no se consume azlcar, el glucogeno trabajara como un repuesto
sosteniendo asi la produccion de acido.’

f) Fabricacion de dextranasa: mueve las reservas de energia y regula la
actividad de las glucosiltranferasas moviendo de esta manera resultado

final de glucano.!’

2.2.2. Streptococcus mutans ATCC 25175

Cuando la lesion cariosa progresa, existe conversion de bacterias anaerdbicas
facultativas Gram (+), estas predominaran el inicio de la destruccion del tejido
dentario, a bacterias anaerdbicas estrictas Gram (+) y Gram (-) que destacan en
caries dental evolucionadas. Aun no se conoce los factores que definen esta
sucesion microbiota. La asociacion de bacterias con el desarrollo de la lesion
cariosa mencionamos: Streptococcus, son cocos anaerdbicos facultativos Gram
(+), forméandose en cortas cadenas de 4 a 6 cocos, su didmetro es de 0,5 a 0,8
um, formando parte de la flora microbiana siendo patégenos oportunistas para
la caries dental y la endocarditis infecciosa. En la boca, el de mayor estudio es
el Streptococcus mutans ATCC 25175, entre sus factores de patogenos destacan:
a. Es acidofilo, acidurico y acidogeno.

b. Sintetizacion de glucanos solubles e insolubles y fructanos.

c. Sintesis de glucogeno.
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d. Tiene potencial adhesivo debido a su proteina salival, facilitando se adhiera
a un area dura carente de glucano, con potencial coagregativa y agregativa
mediante una proteina receptora de glucano, glucosiltransferasa y mutano.

e. Elaboracion de bacteriocina con actividad en diferentes microorganismos.
La capacidad de Streptococcus mutans ATCC 25175 es de sintetizar
glucanos insolubles, a partir de la sacarosa de la dieta, a través de las

glucosiltransferasas, ayuda con la formacion de la biopelicula dental.®

La determinacién del Streptococcus mutans ATCC 25175 si participa al inicio
de la caries, es debido a varios estudios en animales para experimentar,
sobresaliendo el estudio de 1960 de Keyes y Fitzgerald, evidenciaron a esta
bacteria en caries experimental en hamsters, como un agente microbiano
criogénico. En 1994, Van Houte, sefiala que el Streptococcus mutans tiene una

mayor proporcion de flora cultivable.®

2.2.2.1. Adhesion de Streptococcus mutans ATCC 25175 y formacion inicial

de la caries dental

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 es de fenotipo homogéneo. Pero,
en recientes investigaciones se ha demostrado que existe un mayor nivel de
bioguimica, genética y heterogeneidad seroldgica. La heterogeneidad seroldgica
se encuentra a nivel de enzimas que son producidas por varias especies
de Streptococcus mutans. El procedimiento de valor para evaluar grupos de

varios tipos de Streptococus e inmunoldgicos, es la serotipificacion.*
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Se ha confirmado que la glucosiltransferasa del Streptococcus mutans,
desempefia un papel critico en el crecimiento de virulencia de la placa
dentobucal. La glucosiltransferasa se adsorbe, produciendo glucano en el
esmalte, favoreciendo a una matriz insoluble para que se forme placa y que

colonicen los microorganismos.*

2.2.2.2. Coagregacion

Streptococcus mutans ATCC 25175 tiene la aptitud de pegarse a superficies,
asegura adherirse con otros estreptococos y con bacterias de otras especies.
Muchas cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 se aglutinan (adherencia
homologa) por la adicion de dextranos de alto peso molecular. También se ha
reportado que ciertas cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 forman
agregados  con Nocardia, Neisseria  al igual  que  con
Candida albicans (adherencia heterologa). Existe complejidad en los procesos
e implican una variedad de componentes bacterianos y de factores externos
como la dieta especialmente el consumo de sacarosa que puede influir también
en la proporcion de las distintas especies bacterianas que constituyen la
pelicula, la cual es fermentada por Streptococcus mutans ATCC 25175 y C.

albicans, produciendo un entorno acidogénico favorable para ambos. *

2.2.3. Streptococcus Sanguis ATCC 10556

El Streptococcus sanguis ATCC 10556, pertenece a la familia de

Streptococcaceae de género Streptococcus, el nombre de la especie fue dada
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por White y Niven en 19441, a los estreptococos a-hemoliticos, aislados de la

sangre de pacientes con endocarditis subaguda®®

2.2.3.1 Taxonomia

Reino Bacteria
Filo Fermicutes
Clase Bacili
CuadroN°1
Orden Lactobacillales
Taxonomia
Familia Streptococcacea
Genero Streptococcus
Especie S. sanguis

El Streptococcus sanguis ATCC 10556 es uno de los primeros colonizadores en
la formacion de la placa dental y es cominmente encontrarla en pacientes con

endocarditis bacteriana.®

2.2.3.2. Morfologia y estructura

— Macroscopicamente: En medio de agar sangre las colonias formadoras
se observan cortas, de colores verdes grisaceos y traslicidos.

— Microscopicamente: Se observan cocos Gram (+) de diametro de 0,6
hasta 2 um, agrupadas en parejas largas y medianas. ElI gen de
Streptococcus sanguis ATCC 10556 es de ADN circular, constando de

2.388.435 ph.1
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2.2.3.3. Factores de virulencia:

Fimbrias y adhesinas: las bacterias se unen al biofilm dental a través de

estructuras proteicas.

Es competente con Streptococcus mutans ATCC 25175, inhibiéndola mediante

la produccion de peréxido de hidrogeno.®®

2.2.3.4. Fisiopatologia

Se ha encontrado més de 700 distintas bacterias, como el Streptococcus sanguis
ATCC 10556 encontrandose en la cara del diente y encia. Coloniza la boca entre
los 6 a12 meses de vida y pionero en adherirse a la superficie dentaria limpia.
El Streptococcus sanguis ATCC 10556 produce la enzima glucosiltransferasa,
responsable de la sintetizacidn del glucano por ello hidrolizara a la sacarosa

transfiriendo de restos de glucosa a polimeros de glucanos preexistente.*®

2.2.3.5. Aislacién del Streptococcus sanguis ATCC 10556

Se emplean muestras de la biopelicula dental de la cara vestibular del diente
anterior, previamente diluida en solucion salina al 0,9 %, se siembra 100 pL en
placas de agar mitis salivarius. Estas seran incubadas por 48 horas en un medio
anaerobico. Concluido el tiempo se observaran pequefias colonias bien
adheridas al agar, para lograr una lectura bien detallada se observara por

microscopia esteroscopica.®
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2.2.4. Citrus limon (Limon)

Procedente de lugares tropicales y subtropicales del archipiélago de Malayo y
en Asia; de ahi que se distribuyen a nivel mundial donde actualmente se

siembran citricos.?

Su centro de origen (C. limon. Burmann) es desconocido, pero su hipotesis

reside en la hibridacion de la lima con la sidra.°

« Descripcion botéanica: Arbol de tamafio mediano y espinoso. Sus
flores de color blanco a purpura y su parte central, rojo. Sus hojas son
ovaladas de bordes aserradas y con terminaciones en punta. Su fruto
maduro es de color amarillo, de forma ovalada y con 8 a 10
segmentos.?

o Distribucién: Proveniente de Asia de la parte Sur-Este. Cultivada en

toda la Amazonia.?°

2.2.4.1. Clasificaciéon Taxonomica:

En 1997 Mabberley determind una clasificacién de los principales citrus,
simplificando y aclarando el género, por lo cual estd aprobado por los

principales botéanicos.?

e Reino/Division: Plantae/Magnoliophyta
o Clase: Magnoliopsida
1. Subclase/Orden: Rosidae/Sapindales

e Familia; Rutaceae
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o Subfamilia/Tribu: Citroideae/Citreae

e Género: Citrus®

2.2.4.2. Composicion del Citrus limon (Limoén)

Quimicamente: Componentes de Citrus limon (limon). (Cuadro N°2).2

CITRUS LIMON

Cuadro N° 2 Terpeno

Limoneno

Sabineno

a Pineno, B pineno, p-cimeno, terpineno

2.2.4.3. Propiedades terapéuticas del limon

2.2.4.3.1. Fruto

e Problemas de la garganta: cada 4 horas se debe de realizar
gargaras utilizando el zumo de limén en un vaso con agua
agregandole una pequefia cantidad de sal.

e Sangrado nasal: Se coloca dos gotas de zumo de limén en
la cavidad nasal donde se encuentra el sangrando.

e Caracha: Se hierve el zumo de limén hasta que tenga una
consistencia espesa y oscura, luego aplicar con un el jugo

sobre la «caracha», previo a ello se debio de haber limpiado
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con agua y jabdn, se repite hasta que desaparezca una vez
diaria.

e Resfrios: La mitad de un limén se debe hervir para afiadirle
«Vic-vaporub»; después se cubre con una toalla para inhalar
el vapor por un lapso de 10 minutos.

e Heridas: Parala disminucion del dolor e inflamacion se debe
exprimir limones asados sobre la herida. EI zumo de limén
fresco es como un desinfectante cuando es aplicado sobre la
herida.?

I11.  Hipotesis

El aceite esencial de Citrus limon (Limon) al 100% tiene mayor
efecto antibacteriano que el de 75% sobre Streptococcus mutans

(ATCC 25175) y Streptococcus sanguis (ATCC 10556)
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IV. Metodologia.
4.1.Disefo de la investigacion.
Este trabajo de investigacion presentd un disefio:

e Experimental: El investigador intervino sobre una variable para

modificar un resultado, con fines de observar una relacion causal.?

e Longitudinal: Se realiz6 un seguimiento a los mismos sujetos de estudio
por un largo periodo de tiempo, esto permitié ver laevolucion

de caracteristicas y variables observadas.??

e Prospectivo: El inicio del estudio es anterior a los hechos estudiados,

los datos se recopilan a medida que se van obteniendo.??

e Analitico: porque se disefid para evaluar asociaciones entre resultados,

identificando las posibles causas del efecto.??

4.2. Poblacién y muestra
Poblacién

La poblacion estuvo constituida por cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175 y Streptococcus sanguis ATCC 10556
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Tamaro de Muestra
Para definir el tamafio de muestra en el presente estudio se utilizara la

siguiente férmula:

(Zarz + Zp)? 2s2
(X1 - X2)2

n=

Donde:

Z,;, = 1.96; valor de la distribucion normal para un o =0.05

Zg = 0.84; valor de la distribucion normal para un § = 0.20

S = 0.8 (X1 - X2) el cual es un valor asumido por no estar completa la
informacion sobre los pardmetros de la variable de interés en estudios

similares.

Luego Reemplazando obtenemos:
n = 10 repeticiones
Luego la muestra estuvo conformada por n = 10 repeticiones por 08 grupos, los

grupos experimentales seran: 6 grupos y 2 grupos control:

o Aceite 75% - Streptococcus mutans ATCC 25175

o Aceite 75% - Streptococcus sanguis ATCC 10556

o Aceite 100% - Streptococcus mutans ATCC 25175

o Aceite 100% - Streptococcus sanguis ATCC 10556

e Aceite 75% - Streptococcus mutans ATCC 25175 vs Streptococcus

sanguis ATCC 10556
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o Aceite 100% - Streptococcus mutans ATCC 25175 vs Streptococcus
sanguis ATCC 10556

o Clorhexidina 0.12% control positivo - Streptococcus mutans ATCC
25175

o Clorhexidina 0.12% control positivo - Streptococcus sanguis ATCC
10556

e SSEF/Tween 80 control negativo - Streptococcus mutans ATCC 25175

e SSEF/Tween 80 control negativo - Streptococcus sanguis ATCC 10556

Criterios inclusion y exclusion

Inclusion
e Se utilizo frutos en buen estado
e Medio de cultivo libre de contaminantes
o Cepa certificada como cultivo

Exclusion
e Se rechazo los frutos en mal estado
e Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 'y Streptococcus sanguis

ATCC 10556 gue no hayan sido correctamente refrigeradas antes de ser

activadas.
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4.3.Definicion y operacionalizacion de variables

Citrus limon

(limén)

componentes de
la céascara del
limén para

obtener el aceite

esencial.’

Variable Definicion Definiciones Indicadores Valores Tipos de Escala de
conceptual operacionales finales variables medicion
Efecto Accion de un | Se  determin6é | Didmetro del
antibacteriano | producto por medio de la | halo de
sobre antibacteriano medicion de | inhibicion mm
Streptococcus | contra halos de Cuantitativa | Razon
mutans. microorganismo | inhibicion
ATCC 25175 | s.X° mediante
método  Kirby-
Bauer
Efecto Accion de un | Se  determin6é | Didmetro del
antibacteriano | producto por medio de la | halo de
sobre antibacteriano medicion de | inhibicién Cuantitativa
Streptococcus | contra halos de mm Razén
sanguis microorganismo | inhibicién
ATCC 10556 | s.*° mediante
método  Kirby-
Bauer
Resultado  del | Se utiliz6 dos | Concentracio
proceso de | concentraciones | n del aceite
extraccion  del | de aceite | esencial
Aceite principio activo | esencial Citrus 75%
esencial de | de los | limon utilizada. 100% Cualitativa | Ordinal
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
4.4.1 Técnica: Observacion microbiologico
4.4.2 Instrumento: Cascara de limon
4.4.2.1. Protocolo para la obtencién del aceite esencial del limén

La especie de Citrus limon “limén”, se recolectd 25 kilos de limon en
Chalacala Alta S/N Piura Sullana Sullana, luego el fruto fue trasladado
a la ciudad de Trujillo para ser procesado en el laboratorio de la UNT.
Para una precisa identificacion del material botanico fue llevado al
Herbario Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo
bajo el Codigo N° 60467. (Ver Anexo N° 3)
4.4.2.2 Obtencion de los aceites esenciales

La obtencion de los aceites esenciales de Citrus limon “limén”, se
realizé por el método de “hidrodestilacion”.?? 23

Se seleccionaron los frutos en buenas condiciones y se desech6 aquellos
que estaban contaminados por hongos. Luego se lavaron con agua
potable y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.5%.
Posteriormente se enjuagd el fruto con agua destilada estéril, esto es

para retirar los residuos de hipoclorito. Luego se peld los limones y se

trabajo con las cascaras del fruto para extraer los aceites esenciales.?®

Posteriormente se armo el equipo de destilacion, sometiendo la muestra

a una corriente de vapor de agua sobrecalentada, arrastrando la esencia

que posteriormente por accion del refrigerante, sera condensada. El
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destilado se separ6 tomando en cuenta sus propiedades de
inmiscibilidad y diferencia de densidades entre el agua y el aceite
esencial, por el cual se utilizd una pera de separacion de vidrio,
deshidratandose las impurezas de agua en el aceite esencial con Na,SO4
anhidro. Finalmente se filtro, y se guard6 en un frasco de vidrio color
ambar (para evitar la descomposicion por la luz) y bajo refrigeracion a

una temperatura de 4°C.%

4.4.2.3 Preparacion de las diferentes concentraciones de los aceites

esenciales

Las concentraciones se prepararon segun el siguiente cuadro:

VVolumen Volumen | Volumen | Concentracion
de aceite de Tween final (%)
Cuadro 80
N°®3 7.5mL 2.5mL 10 mL 75
10 mL - 10 mL 100

Luego, se colocé cada una de las concentraciones en frascos de vidrio de
color ambar, para protegerlas de la luz, llevandolas posteriormente a

refrigeracion a 4°C, hasta la realizacion del analisis microbiol6gico.?>%
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4.4.2.4 Procedimientos y protocolos de experimentacion
Evaluacion del efecto antibacteriano del aceite esencial de Citrus
limon (Limon) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 y

Streptococcus sanguis ATCC 10556.%*

4.4.24.1 De la obtencion de Streptococcus mutans ATCC 25175 y

Streptococcus sanguis ATCC 10556

Las cepas liofilizadas de Streptococcus mutans ATCC 25175 y
Streptococcus sanguis ATCC 10556 fueron obtenidas directamente

del laboratorio Gen Lab. (Ver Anexo N° 3)

4.4.2.4.2. Reactivacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175y

Streptococcus sanguis ATCC 10556

Para este estudio se utilizd cultivo liofilizado de las cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 y Streptococcus sanguis
ATCC 10556, la reactivacion se realiz6 sembrando cada cepa
liofilizada en matraz con 50 ml de Caldo Brain Heart Infusion (BHI)
0 Cerebro Corazén Infusion, luego se incubd a 37°C por 24 — 48

horas en condiciones de microaerofilia.?*

Se verificd si tiene cultivo puro, para lo cual se sembro por estria en
Agar TSYB para Streptococcus mutans e incubaréa a 37°C por 24 —
48 horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligid

una colonia compatible con Streptococcus para realizar coloracion
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gram.?® A partir de una colonia se sembrd en caldo BHI y en Agar
Tripticasa Soya (TSA), y se conservo hasta su posterior empleo.?*

Para Streptococcus sanguis ATCC 10556 se verifico si se tiene
cultivo puro, para lo cual se sembrd por estria en agar Sangre e
incubara a 37°C por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia.
Posteriormente se eligié una colonia compatible con Streptococcus
para realizar coloracion gram.2® A partir de una colonia se sembré
en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA), y se conservé hasta

su posterior empleo.?*

4.4.2.4.3. Preparacion de las concentraciones del aceite esencial de Citrus
limon (Limon)
A partir del aceite esencial de Citrus limon (Limdn) se preparo las
concentraciones de 75% y 100%.%*
4.4.3. De la determinacion de la sensibilidad antimicrobiana
La evaluacion del efecto antibacteriano, se realiz6 mediante el método Kirby
Bauer, de difusion en agar.?
Para lo cual se procedio de la siguiente manera:
a) Estandarizacion del inéculo de Streptococcus mutans ATCC 25175y
Streptococcus sanguis ATCC 10556
La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 y Streptococcus sanguis
ATCC 10556 mantenidas en Caldo BHI se sembrd en Agar TSA, e
incubd bajo condiciones de microanaerobiosis a 37°C durante 24 horas.
Luego de 24 horas, de las placas con Streptococcus mutans ATCC 25175

se escogen 3 a 4 colonias y se diluyd en caldo BHI o solucion salina
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b)

fisioldgica estéril hasta obtener una turbidez semejante al tubo nimero
0.5 del Nefelémetro de Mac Farland (1.5 x 108 ufc/mL). Se procedio

de la misma manera para Streptococcus sanguis ATCC 10556.2°25

Inoculacion de las placas

Streptococcus mutans ATCC 25175

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inéculo
(1.5 x108 ufc/ml), se tomd una alicuota de 100ul y se colocd en cada una
de las placas con Agar Mueller Hinton, con un hisopo estéril sumergido
en la suspension, luego se distribuye la suspension bacteriana en tres
direcciones para asegurar una uniformidad del inéculo en la placa. Se
dejo secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para
que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido.®
Streptococcus sanguis ATCC 10556

Se procedi6 de la misma forma para Streptococcus mutans ATCC 25175

Preparacion de los discos con aceite esencial de Citrus limon (Limadn)
Se prepard discos de papel filtro whatman nimero 3 estériles, los cuales
fueron embebidos con 50 ul de cada una de las concentraciones de 75%
y 100% del aceite esencial de Citrus limon (Limon).2

Luego, con una pinza estéril, se coloco los discos sobre las placas de agar
Mdeller Hinton (AMHG) inoculadas con la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175 y en placas con agar Mueller Hinton inoculadas

con la cepa Streptococcus sanguis ATCC 10556.2°
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Se emple6 como control positivo Digluconato de clorhexidina al 0.12%
y como control negativo agua destilada estéril.

d) Incubacion:
Se incubd las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de los discos, a 37°C durante 24 y 48 horas en

micro anaerobios se utilizo jarra Gaspak y con el método de la vela.

4.4.4. Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion 24 a 48 horas se examino cada placa, se midieron
los didmetros (mm) de los halos de inhibicidn del crecimiento alrededor de cada
disco, para ello se utiliz6 regla milimetrada, abarcando el diametro del halo.?®

Se realizaran 10 repeticiones de cada ensayo.?®

4.4.5. Manejo de desechos
Al finalizar la investigacion, después de que las cajas han sido leidas van al
autoclave de material sucio, ahi se esteriliz6 a 121° C por 15 minutos a una

atmosfera de presion.

4.5. Plan de analisis.

Para analizar la informacion se construyd tablas de una entrada con sus valores
absolutos y con sus medias y desviaciones estandar ademas de graficos para
presentar los resultados de la investigacion.

Para comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial Citrus limon sobre las

cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 y Streptococcus sanguis ATCC 10556
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aplicamos la prueba ANOVA para demostrar si existe diferencia estadistica (p <
0.05) en las concentraciones; las pruebas estadisticas se haran teniendo en cuenta
un nivel de significancia del 5%.

Se conto con el apoyo de una hoja de célculo de Microsoft Excel y el programa

estadistico Minitab.
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4.6. Matriz de consistencia

Problema Objetivos Hipétesis Variables Poblacion y Muestra

¢(Cudl es el efecto | Objetivo General: Comparar, el efecto antibacteriano | El aceite esencial de | Efecto La poblacién  estuvo

antibacteriano del aceite | del aceite esencial de Citrus limon (Limén) al 75% y | Citrus limén (Limén) | antibacteriano conformada por cepas de

esencial de Citrus limon | 100% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC | al 100% tiene mayor | Aceite esencial | Streptococcus mutans
(Limén) al 75% y 100% | 25175y Streptococcus sanguis ATCC 10556 efecto antibacteriano | del Citrus limon | ATCC 25175 y cepas de
sobre cepas de que el de 75% sobre Streptococcus sanguis
Streptococcus mutans | Objetivos Especificos: Streptococcus mutans ATCC 10556

ATCC 25175 y | I Evaluar, el efecto antibacteriano del aceite esencial | (ATCC 25175) vy
La muestra estuvo

Streptococcus sanguis de Citrus limon (Limén) al 75% sobre cepas de | Streptococcus

conformada por n = 10
ATCC 10556  Trujillo Streptococcus mutans ATCC 25175 Trujillo 2018 sanguis (ATCC .

repeticiones por 08 grupos,
2018? I1. Evaluar, el efecto antibacteriano del aceite esencial | 10556)

los grupos experimentales

de Citrus limon (Limén) al 75% sobre cepas de )
seran: 6 grupos y 2 grupos

Streptococcus sanguis ATCC 10556 Trujillo 2018
control
I1. Evaluar, el efecto antibacteriano del aceite esencial

de Citrus limon (Limén) al 100% sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175 Trujillo 2018
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IV. Evaluar, el efecto antibacteriano del aceite esencial

VI.

de Citrus limon (Limon) al 100% sobre cepas de

Streptococcus sanguis ATCC 10556 Trujillo, 2018

. Comparar, el efecto antibacteriano del aceite

esencial de Citrus limon (Limén) al 75% y 100%
con el digluconato de clorhexidina al 0.12%, sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175 Trujillo, 2018

Comparar, el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Citrus limon (Limén) al 75% y 100%
con el digluconato de clorhexidina al 0.12%, sobre

Streptococcus sanguis ATCC 10556 Trujillo, 2018
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4.7. Principios éticos

b)

Este estudio se realiz6 con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 y
Streptococcus sanguis ATCC 10556 dentro de un laboratorio siguiendo el
protocolo del laboratorio de la Universidad Nacional de Trujillo y bajo los
principios éticos de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote

ULADECH como:

Justicia: Esta investigacion procede con juicio razonable y también tiene
cautela necesaria para demostrar que las capacidades y conocimientos
garanticen préacticas justas. Este estudio fue in vitro por ende las
concentraciones utilizadas aun no se sabe si en un futuro estudio con personas

pueda producir algin efecto adverso ya que se trabajo en laboratorio.?’

Integridad cientifica:

El investigador sebe regirse bajo la integridad y rectitud de la actividad
cientifica en funcion de las normas deodontologicas de nuestra profesion, se
evallan y declaran dafios, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar
a quienes participen en la investigacion. Es una investigacion in vitro, se utilizé
porcentajes estandares, no fue usado en personas, por lo tanto no puedo afirmar
que pueda ser efectivo en ellas, Los resultados son precisos y cientificamente
comprobados. No existen conflictos de intereses financieros ni personales que

puedan influir inapropiadamente en el desarrollo de esta investigacion.?’
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¢) Cuidado del medio ambiente y la diversidad:
Al finalizar la investigacion, se procedio a eliminar los desechos que se han
producido durante el estudio. Después de que las cajas fueran leidas van al
autoclave de material sucio, ahi se esterilizé a 121° C por 15 minutos a una
atmosfera de presion.?’
Se siguio el protocolo bajo el reglamento del laboratorio de Microbiologia de

la Facultad de Biologia de la UNT.?
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V. Resultados
5.1.Resultados

Tabla 1

Efecto antibacteriano del aceite esencial de Citrus limon (Limén) al 75% y 100%, control

positivo y control negativo sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Grupo de tratamiento n Promedio  Desv. Estandar p*
Aceite esencial de Citrus limon al 75% 10 17.4 0.516
Aceite esencial de Citrus limon al

10 28.3 1.494 0.0000
100%
Clorhexidina 0.12% 10 24.5 0.707
SSEF/Tween 80 10 0 0

p*: prueba ANOVA
Nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Interpretacion:

La concentracion que mayor halo promedio registra es el obtenido con la
concentracion al 100% de aceite de Citrus limon (28.3 mm), superando inclusive al
obtenido con Clorhexidina 0.12% (24.5 mm).

El andlisis de varianza de los tratamientos muestra que existen diferencias muy
altamente significativas entre los efectos antibacterianos de los tratamientos (p <

0.001)
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Tabla 2

Efecto antibacteriano del aceite esencial de Citrus limon (Limon) al 75% y 100%, control

positivo y control negativo sobre Streptococcus sanguis ATCC 10556. ULADECH sede

Trujillo — 2018

Grupo de tratamiento n Promedio Desv. Estandar p*
Aceite esencial de Citrus limon al

10 20 1.563
75%
Aceite esencial de Citrus limon al

10 30.8 2.098 0.0000
100%
Clorhexidina 0.12% 10 15.4 0.516
SSEF/Tween 80 10 0 0

p*: prueba ANOVA
Nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Interpretacion:

La concentracion que mayor halo promedio registra es el obtenido con la
concentracion al 100% de aceite de Citrus limon (30.8 mm), le sigue el obtenido por
la concentracion al 75% (20.0 mm) superando ambos al obtenido con Clorhexidina
0.12% (15.4 mm).

Tabla 2, el analisis de varianza de los tratamientos muestra que existen diferencias
muy altamente significativas entre los efectos antibacterianos de los tratamientos (p <

0.001)
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Tabla 3

Comparacion del Efecto antibacteriano del aceite esencial de Citrus limon (Limon) al 75% y

100%, control positivo y control negativo sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Subconjunto para a= 0.05

Grupos de Tratamiento n
1 2 3 4
SSEF/Tween 80 10 0
_ 17.4
Aceite esencial de Citrus 10
limon al 75%
Clorhexidina 0.12% 10 24.5
Aceite esencial de Citrus
10 28.3

limon al 100%

Nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Interpretacion:

La prueba de comparaciones multiples de Duncan muestra que el efecto antibacteriano
del aceite esencial de Citrus limon 100% es mejor inclusive al obtenido con
Clorhexidina 0.12%, y le sigue el efecto antibacteriano obtenido con aceite de Citrus
75%.

Grafico N°1
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Gréfico N° 1 Efecto antibacteriano de dos concentraciones y los controles positivo y
negativo del aceite esencial Citrus limon sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175

304

25

204

Media de Halos de inhibicion (mm)
%

T | I
7o% 100% Clorhexiding 0.12% SSEFMTween 80
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Tabla 4

Comparacion del Efecto antibacteriano del aceite esencial de Citrus limon (Limén) al

75% y 100%, control positivo y control negativo sobre Streptococcus sanguis ATCC

10556.

Grupos de Subconjunto para o= 0.05

n
Tratamiento 1 2 3 4
SSEF/Tween 80 10 0
Clorhexidina 0.12% 10 15.4
5% 10 20
100% 10 30.8

Nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Interpretacion:

La prueba de comparaciones multiples de Duncan muestra que el efecto antibacteriano
del aceite esencial de Citrus limon 100% es mayor a todos los tratamientos, le sigue el
efecto antibacteriano obtenido con aceite de Citrus limon 75% que supera inclusive al

obtenido con Clorhexidina 0.12%.
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Grafico N°2

Gréfico N° 2 Efecto antibacteriano de dos concentraciones y los controles positivo y
negativo del aceite esencial Citrus limon sobre cepas de Streptococcus sanguis

ATCC 10556
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5.2 Andlisis de resultados

En la presente investigacion de tipo experimental, in vitro, se comparo el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Citrus limon (Limon) al 75% y 100% sobre
cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguis (ATCC
10556). Los resultados demostraron que existe una gran diferencia significativa
en las concentraciones utilizadas para cada bacteria, se concluyod que es mas
susceptible a la concentracion al 100% donde se obtiene mayor halo de inhibicion
que el de 75% y la clorhexidina al 0.12%. Esto se debe a que el aceite esencial de
Citrus limén, penetran las membranas bacterianas y de esa manera interrumpe las
propiedades funcionales de esta, interactia con organelos del citoplasma de la
célula de la bacteria y va a interferir en el metabolismo de esta. La caracteristica
importante del aceite esencial es la hidrofobicidad, que permitira separar los
lipidos de la membrana celular y de esa manera hacerlas permeables. La union del
aceite esencial de Citrus limon con la membrana celular microbiana permite la
inhibicién del crecimiento de algunas bacterias Gram positivas que son mas
susceptibles que las gram negativas que son mas resistentes debido a que posee
una pared celular exterior hidrofilica, que previene la penetracion de compuestos
hidrofébicos.?

Por otro lado la naturaleza fendlica del aceite esencial también provoca una
respuesta antimicrobiana frente a bacterias patdgenas; los compuestos fendlicos
pueden alterar la permeabilidad celular microbiana, dafar las membranas
citoplasmaticas, interferir con la energia celular en el sistema de generacion de
ATP e interrumpir la fuerza motriz de protones, con la permeabilidad alterada de

la membrana citoplasmatica se puede provocar la muerte celular.' Aunque no hay
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antecedentes con la cepa Streptococcus sanguis ATCC 10556, encontramos otros
antecedentes como el de Liu Y, et al.2 que realiza su investigacion con la cepa de
Streptococcus mutans ATCC 25175, quien pertenece al mismo grupo, y
efectivamente el aceite esencial Citrus limon tiene efecto antibacteriano contra los

primeros colonizadores de la placa dental y caries dental.

Esto confirmaria el estudio realizado por Estrada E.° quien mostrd resultados
semejantes, utilizando el mismo método para la extraccion del aceite esencial y la
reactivacion de la cepa Steptococcus mutans ATCC 25175, trabajé con 3
concentraciones 50%, 75% y 100%, obteniendo como resultado que el 75% y
100% si presentaron efectividad antibacteriana ante la cepa Steptococcus mutans
ATCC 25175 al igual que el estudio realizado por Liu Y, et al.® quienes mostraron
el efecto antibacteriano del aceite de limén sobre el crecimiento y la adherencia
de las bacterias cariogénicas orales primarias siendo el principal Streptococcus
mutans ATCC 25175 uno de los primeros colonizadores para la formacion de la
caries dental, por el cual lograron inhibirla. En estos resultados nos damos cuenta

que el aceite esencial Citrus limon tiene una alta efectividad antibacteriana

Por otro lado confirmaria la investigacion por Argote F, et al.® quienes estudiaron
la efectividad antibacteriana del aceite esencial Citrus limon en bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Los resultados demostraron que los aceites esenciales
de eucalipto, cascara de limon y mandarina tienen capacidad inhibitoria para
dichas bacterias, al igual que los estudios de Quintana A.*3y Espinel A.°> quienes

confirmarian que efectivamente el aceite esencial Citrus limon tienen un efecto
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inhibitorio en la sobrevivencia de Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Por
otro lado Da Silva A.” quien utilizo no solo aceite esencial de la cascara, si no
también utilizé un macerado de la hoja y la semilla frente a las bacterias gram
positiva y gram negativa este estudio da como resultado el efecto antibacteriano
del aceite esencial de Citrus limon frente a las cepas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, pero en el macerado no se encontré ninguna efectividad

antibacteriana.

Es importante también conocer si actUa de la misma forma el aceite esencial Citrus
limon contra algunos medicamentos como lo hizo Alvares A.1* quien comparo la
efectividad antibacteriana del aceite esencial de la cascara del con oxacilina sobre
Staphylococus aureus ATCC 13565 utilizando concentraciones de 25%, 50%,
75% y 100% formando un mayor halo con 16mm en la concentracion del 100% y
la oxacilina un halo de inhibicién de 26.60mm, demostrando que el efecto del
aceite esencial de Citrus latifolia tanaka “limén” es antibacterian, pero tiene
menos efecto que la oxacilina, en el estudio que realizo Tan M.12 de igual manera
compar6 a la vancomicina con el extracto etandlico de cascara de Citrus limon
(limén) sobre Staphylococcus aureus, donde se determina que la cascara de Citrus
limon (limon) si tiene efecto inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus aureus
meticilino resistente, pero es significativamente inferior al compararlo con

vancomicina.
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VI.

Conclusiones

1.

El efecto antibacteriano del aceite esencial de Citrus limon
(Limon) 100% presentdé mayor efecto antibacteriano que el de
75% frente a sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175y Streptococcus sanguis ATCC 10556.

El aceite esencial de Citrus limon (Limén) al 75% presentd
efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC
25175.

El aceite esencial de Citrus limon (Limén) al 75% presentd
efecto antibacteriano sobre Streptococcus sanguis ATCC
10556.

El aceite esencial de Citrus limon (Limon) al 100% presentd
efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC
25175.

El aceite esencial de Citrus limon (Limon) al 100% presentd
efecto antibacteriano sobre Streptococcus sanguis ATCC
10556.

El aceite esencial de Citrus limon (Limén) al 100% comparado
con el digluconato de clorhexidina al 0.12% presenté mayor
efectividad antibacteriana, sobre Streptococcus mutans ATCC
25175.

El aceite esencial de Citrus limon (Limén) al 100% comparado

con el digluconato de clorhexidina al 0.12% presenté mayor
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efectividad antibacteriana, sobre Streptococcus sanguis ATCC

10556.

Aspectos complementarios

Se recomienda:

1. Desarrollar estudios del efecto antibacteriano del aceite esencial Citrus
limdn frente a otros tipos de bacterias referentes a odontologia.

2. Hacer estudios de comparacion del aceite esencial Citrus limon contra
farmacos de uso odontologico

3. Realizar estudios donde se evalle el efecto antibacteriano de aceites
esenciales contra la cepa de Streptococcus sanguis ATCC 10556, ya

gue no existen muchos estudios con esa bacteria.
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ANEXO N°1

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LIMONES PERUANOS

INSPECTORATE SERVICES PERUSAC

Direcdién: Jr. Pacto Andino 260-266, @
Urb Vila-Charrilos Uma,Peri

Teledono: 511 4229000 anexo 2300 EEEE R

PE-RB S S mavs de JuLT R

Cromatografia Liquida LC/MS-MS en
LIMON

Encargado por ¢ AGRO INDUSTRIAS MARP NORSUR SAC
Referencia Cliente ; Productor Codigo: LIMONES PERUANOS SRL;DIRECCION LEGAL:CALLE
M ADRE D E D1 OS 599

BELLAVISTA;MUESTREADOR:PRODUCTOR ; RESPONSABLE DE LA
MUESTRA:MARCOS PUICON ZAPATA; Localidad: TAMBOGRANDE-
PIURA; Predio: FUNDO LIMONES PERUANO; Cuartel: ASOCIACION;
Muestreado Por: -; Fecha Muestreo: -;

Muestreado Por g

Descripciéon Muestra ¢ LIMON - - - 1 KG

Fecha de Recepcion : 02/may/2017

Periodo de Analisis : 02/may/2017 05/may/2017

Método Analitico ¢ Modular multi method for determining pesticide residues by LC-MS/MS

content as well as substrates and soil (based on QUECHERS) ISP 901
2016-08

Parbmetro Resultado Unidad Limite de Cuantificacién
Imidacloprid 0.024 mg/kg 0.005 mg/kg
Procloraz 0.01 mo/kg 0.01 mg/kg
Jefe de Lab
Los resultados de este andlisis se refieren Gnicamente a las materias sometidas al andlisis. £ 7
Este resultado de andlisis no puede ser rep total o pare sin la sutorizacid g (
expresa de Inspectorate Services Peru S.A.C. 7 B Dete
No existe ninguna responsabilidad por parte de Inspectorate Services Peru S.A.C. en refacién e s
proporcionada respecto a los limites maximos permitidos. Om e o1
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ANEXO N°2

TAXONOMIA DE LA PLANTA Citrus limén

s UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO & e,

T : s %
7. HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) /5 o
///d“l.ﬂﬁ\\ FLORA PERUANA §HUT &

RETY

Familia: Rulaceae

Nombre Cientifico: Cirrus limon (L.) Osbeck

N. Vulgar:  “limonero”, “limén”. Det. Por: Herbario HUT
Hiibito: drbol de ca. 5 m de alto, flores blancas

Procedencin: ciudad de Sullana, distrito Chalacala Alta

Prov.: Sullana Region/Dpto.: Piura

Hibitat: terrenos arenosos-arcillosos

Altitud: 65 ms.n.m. Fecha: 21/08/2020

Colector: Romero Castillo, Yeimy Janny N°: s.n.

Tesista de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Odontologia,
Universidad Catélica los Angeles de Chimbote - Sede Trujillo

Tesis: "EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE Citrus Limon
(LIMON) Al 75% y 100% SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC 25175 Y
Streptococeus sanguis ATCC 10556 TRUJILLO, 2018”
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ANEXO N°3

FACTURAS DE LAS BACTERIAS STREPTOCOCCUS MUTANS Y

STREPTOCOCCUS SANGUIS
= - e— - —_ﬂ
Gen Lab del Pera S.A.C
i G entab i Capac Yopanaui 243 RUC N°:20501262260 | .
g _ L im Pard FACTURA :
| Tel ca
; de! Perih SAC 1:‘-"?30033?1:; :03-7501 ELECTRONICA a
| - mail : ventas; nlal ru.com
) £ Wb i v erabperscom F001-001689 |
: Page 1 of 1
! Fecha emision : 12/10/2018 Orden Compra: COTIZ-18-031478 "
( Fecha Vcto : 12/10/2018 Guia de Remision :
Cliente; UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE CHIMBOTE N° Pedido : 020718

Direccion: JR.TUMBES NRO, 247 CENTRO COMERCIAL Y FINANC
CHIMBOTE - SANTA - ANCASH - Peru
RUC : 20319956043 Tipo Movimiento : ANTICIPOS
Lugar de destino :

Lo —

| Codigo Descripcion Cant UM F:Jr:;:tio Dscto  Sub-Total
[ HOSBEB-A  KWIK-STIK Streptococcus mutans denved from ATCC® 25175 ™ 1  UND 309.74 0.00 309.74
TRESCIENTOS SESENTA Y CINCO CON 49/100 SOLES Anticipo 0.00
Op. Gravada S/ 309.74
IGV 18% 8575
Importe Total S/ 365.49

Representacion Impresa de la Factura Electronica
Consulte : http:licpe.genlabperu.com

| Observaciones de SUNAT :
La Factura numero FO01-001688. ha sido aceptada

Despues de Vencido el plazo de cancelacion, se recargara el interes legal correspondiente.
Sirvanse Realizar el Deposito Respectivo a las Siguientes Ctas Bancarias:
BCP Soles 193-1440607-0-84 BBVA Soles 0011-0138-0100024183-34

g~__ ..... il
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) Pard SAL {51-1) 203.7500, (51-1) 203-7501
Email : ventas@@genlabperu.com

G .
Renlaht e Copse v €[ RUC N2:20501262260
Lince « Lima « Paru
Ehid Cartol Tlchinia FACTURA
4 ELECTRONICA
' wosi wwgiiroicon | F001-001688

Page 1 of1
Fecha emision : 12/1072018 Orden Compra; COTIZ- 18031227
Fecha Vcto ; 12/10/2018 Gula de Remision :
Cliente: UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE CHIMBOTE N* Pedido : 020717

Direccion: JR. TUMBES NRO, 247 CENTRO COMERCIAL Y FINANG
CHIMBOTE - SANTA - ANCASH - Peru

RUC: 20318356043 Tipo Movimiento ; ANTICIPOS
Lugar de destino :
Cadigo Descripcion Cant UM FL':.C:O Dscto  Sub-Total
HO5687-A KWIK-STIK Streptococcus sanguinis denved from ATCC® 1 UND 309.75 0.00 306.75
10556™
TRESCIENTOS SESENTA Y CINCO CON 51/100 SOLES Anticipo R.00
Op. Gravada S/ 303.75
IGV 18% 3378

Importe Total S/ 38

Representacion Impresa de la Factura Electronica
Consulte : http://icpe.genlabperu.com

Observaciones de SUNAT :
La Factura numero FO01-001688, ha sido aceptada

Despues de Vencido el plazo de cancelacion, se recargard el interes legal correspondiente.
Sirvanse Realizar el Deposito Respectivo a las Sigulentes Ctas Bancarlas:
BCP Soles 193-1440607-0-84 BBVA Soles 0011-0139-0100024183-34
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ANEXO N°4

CONSTANCIA

Yo, Manuela Natividad Lujan Veldsgues Bidlogo - Macrohidloge docente de la Escucla
de Microbiclogia y Parmsitalogia. de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacionwd de Trugllo. con registro del CBP N° 2132

Madiante la peesente dejo constancia de haber colaborado ¢on la dunes ROMERO
CASTILLO YEIMY JANNY, estudiante de la Facultad de Odortologia de =
Universidad Los Anasles de Chimbote con DNI 47971103, en [a ¢jecucsdn de la parte
microbiolégica planteada en o proyecio de imvestigacion umlado: ~Efecto

antibacteriano del aceite esencial de “ Clrrus limon (Limon) a)
75% y 100% sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC

25175) y Streptococcus Sanguis (ATCC 10556)”.

Manueta Natividad Lusén Velisques
Decente de la Escuela de Macrobiologia v Parasitologia
Ureversidad Nacional de Trgillo.

Y
:""m ":qu“u
WALOwL OF ey
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ANEXO N° 5

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Trujile 29 de neviembre del 2018

CONSTANCIA DE COLABORACION

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de la Citedra de Farmacognosia
del Departamento Académico de Farmacotecnia de fa Facultad de Farmadia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujilio, con codigo UNT 5727 y
acreditada como Docente Investigadora por CONCYTEC con nimero de registro
REGINA: N* 1582,

Dejo constatar mi colaboracién con la alumna Romero Castillo Yeimy Janny en
las actividades de acondicionamiento de la muestra vegetal, preparacion del
aceite de limén y sus concentraciones de ensayo, en el laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de Ls Universidad
Nacional de Trujillo. Asimismo, Ias concentraciones de ensayo preparadas serdn
utilizadas para el desarrollo de la tesis titulada: “Efecto antibacteriano del
oeeiuesendaldtruslhén(lhn&n)alﬁ%ylooxsobnumsde
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Streptococcus sanguis (ATCC 10556).

Atentamente,

> L A SOTO VASQUEZ
Westigadora de ls Facultad de Farmacia y Bloguimica
Laboratorio de Farmacognosia

Universidad Nacional de Trujllo
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

ANEXO N°6

Aceite
Concentracion

Repeticiones

ACEITE ESENCIAL DE C+ C-
Citrus limon (Limon)
(mm) (mm) (mm)
75% 100%

10.
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ANEXO N° 7
RESULTADOS MICROBIOLOGICOS
Tamafo promedio de los halos de inhibicion (en mm) segin grupo de

tratamiento con la cepa Streptococcus mutans ATCC 25175. Trujillo, 2018

ACEITE ESENCIAL DE C+ C-
Concentracion Citrus (Limén)
(mm) (mm) (mm)
75% 100%
Repeticiones
11. 17 26 24 0
12. 18 28 25 0
13. 17 29 24 0
14, 17 26 24 0
15. 18 28 25 0
16. 18 28 24 0
17. 17 30 26 0
18. 17 30 24 0
19. 17 30 24 0
20. 18 28 25 0

C+= Gluconato de clorhexidina al 0.12%
C- = SSFE/Tween 80
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Tamafio promedio de los halos de inhibicion (en mm) segin grupo de

tratamiento con la cepa Streptococcus sanguis ATCC 10556. Trujillo, 2018

extractos
Concentracion | ACEITE ESENCIAL DE C+ C-
Citrus (Limon)
(mm) (mm) (mm)

Repeticiones 75% 100%
21. 20 30 15 0
22. 24 30 15 0
23. 20 28 15 0
24, 19 28 15 0
25. 20 30 16 0
26. 20 32 16 0
27. 18 30 15 0
28. 19 33 15 0
29. 20 34 16 0
30. 20 33 16 0

C+= Gluconato de clorhexidina al 0.12%

C- = SSFE/Tween 80
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ANEXO N° 8

Cuadro N° 4
Aceite esencial de | Aceite esencial de | Clorhexidin | SSEF/Twe
Citrus limén | Citrus limén | aal 0.12% en 80
ENSAYO | imonyal 75% | (limén) al 100%
(mm) (mm)
(mm) (mm)
S.mutans S.sanguis | S.mutans S.sanguis | S.mutan | S.sa | S.mut | S.
S ngui | ans sang
S uis
1 17 20 26 30 24 15 |0 0
2 18 24 28 30 25 15 0 0
15
3 17 20 29 28 24 0 0
15
4 17 19 26 28 24 16 0 0
5 18 20 28 30 25 16 |0 0
6 18 20 28 32 24 15 |0 0
7 17 18 30 30 26 15 |o 0
8 17 19 30 33 22 |16 10 o
16
9 17 20 30 34 24 0 0
10 18 20 28 33 25 0 0
Promedi | 17.4 20 28.3 30.8 245 15. | 0 0
0 4
Prueba de | P=0.0583 | P= pP= pP= pP= pP=
normalidad 0.1005 0.0803 0.2291 0.4877 | 0.51
de Normal 23
KOLGOM Normal Normal Normal Normal
OROV Nor
SMIRNOV mal
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ANEXO N° 9

FOTOS DEL PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Obtencion del aceite esencial

Figura N° 1 Recoleccién de
la planta de limén en la
cuidad de Piura- Sullana

gl —— &

Figura N° 2 Se lavo con
agua potable los frutos
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Figura N° 3 Se coloc6 agua
potable en un frasco

Figura N° 4 Se colocd dentro
del frasco unas 3 gotitas de
hipoclorito de sodio
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4%1..‘ Figura N° 5 Colocar dentro
" % . del frasco con agua potable
hipoclorito de sodio

Figura N° 6 Se colocd
dentro del frasco los frutos
para desinfectar con
hipoclorito de sodio al
0.5%
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Figura N° 7 Luego de lavar y
desinfectar se coloco el fruto
sobre papel kraft

Figura N° 8 Luego de lavar y
desinfectar se colocé el fruto
sobre papel Kraft
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- Figura N° 9 Se pel¢ el fruto
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Figura N° 11 Se peso la
cascara obtenida del fruto

e | i i
Figura N° 12 Se armo el equipo de
destilacion y se sometio la muestra a la
corriente de vapor de agua sobrecalentada

74



Figura N° 13 Para la separacién
del agua y el aceite esencial se
utilizé una pera de separacion de

Joe.

Figura N° 14 Observamos el
aceite esencial filtrado
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Figura N° 16 El aceite esencial
se guardd en un frasco de vidrio
color &mbar

PROCEDIMIENTO MICROBILOGICO

Figura N° 17 La cepade
streptococcus mutans y
streptococcus sanguis se diluy6
en solucion salina estéril
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Figura N° 18 La solucién salina

estéril se coloco dentro de la cepa

de Streptpcoccus mutans de igual
manera con la bacteria
Streptococcus sanguis

Figura N° 19 Se agito hasta
obtener una turbidez




Figura N° 20 Se comparé la turbidez del tubo
con la cepa Streptococcus mutans, asi mismo la
cepa Streptococcus sanguis y el tubo nimero 0.5

del nefelometro de Mac Farland

Figura N° 21 Se retir6 una
alicuota de 100ul
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Figura N° 22 Se retir6 una
alicuota de 100ul

Figura N° 23 Se colocd en cada
placa con agar de Mueller Hinton
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Figura N° 24 Se usé un hisopo
estéril para homogenizar la
suspension bacteriana

7% 1%

Figura N° 25 Luego el hisopo
estéril se sumergié en la
suspension
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Figura N° 26 Se distribuyo la
suspension bacteriana en tres
direcciones para asegurar que la
distribucion sea uniforme del indculo

oA ) e

Figura N° 27 Una vez uniformizado el
indculo en la placa se dejo secar de 3 a
5 minutos a temperatura de ambiente
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Figura N° 28 Se selecciond los
discos de papel Filtro Whatman n° 3
estériles

Fa
Figura N° 29 Se colocé en una
placa Petri estéril los discos que se
utilizé
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Figura N° 30 Se embebi0 las
placas con aceite esencial de limon
al 75%

Figura N° 31 Se colocé en cada
disco el aceite esencial al 75%
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Figura N° 32 Se embebi¢ las
placas con aceite esencial de limén
al 100%

Figura N° 33 Se colocé en cada
disco el aceite esencial al 100%
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Figura N° 34 Se embebi¢ las
placas con clorhexidina al 0.12%

Figura N° 35 Se colocé en cada
disco la clorhexidina al 0.12%
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Figura N° 36 Se embebi0 las
placas con agua destilada estéril

Figura N° 37 Se colocd en cada
disco con agua destilada estéril
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Figura N° 38 Luego con una pinza
estéril los discos se colocaron en las
placas de agar Muller Hilton
inoculada con la Cepa Streptoccus
mutans cada uno con el porcentaje
respectivo

Figura N° 39 Placa de agar Muler
Hinton (AMHG) con discos
embebidos de aceite esencial al
75%
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Figura N° 39 Placa de agar Muler
Hinton(AMHG) con discos
embebidos de aceite esencial al
100%

Figura N° 40 Placa de agar Muler
Hinton(AMHG) con discos embebidos de
clorexidina al 0.12%(control positivo) y

con agua destilada (control negativo)
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Figura N° 41 se incubd las
= placas en posicion invertida
dentro de 15 min

Figura N° 42 se sell¢ la
circunferencia y dejar por y
dejar por 24 horas a 48 horas
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RESULTADOS DE LA PRUEBA

Streptococcus mutans

Figura N° 43 observamos que en
el control positivo se formé un
halo por el cual se procedera a

medir la circunferencia, por otro

lado no se formo ningun halo en el
control negativo

Figura N° 44 observamos que en

la concentracion al 75% se formd

un halo por el cual se procedera a
medir la circunferencia

90



Figura N° 45 observamos que
en la concentracion al 100% se
formd halos posteriormente se
medira con la regla milimetrada

Figura N° 46 Cepa
Streptococcus sanguis
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Figura N° 47 observamos que en
la concentracion al 100% se
form6 halos posteriormente se
medira con la regla milimetrada

Figura N° 48 observamos que en
la concentracion al 100% se
formo halos posteriormente se
medira con la regla milimetrada
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Figura N° 49 observamos que en
la concentracion al 100% se
formd halos posteriormente se
medira con la regla milimetrada

Figura N° 50 observamos que en
la concentracion al 75% se formo
halos posteriormente se medira
con la regla milimetrada
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Figura N° 51 observamos que en
la concentracion al 75% se formo
halos posteriormente se medira
con la regla milimetrada

Figura N° 52 observamos que en
la concentracion al 75% se formé
halos posteriormente se medira
con la regla milimetrada
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Figura N° 53 observamos que en

la concentracion al 75% se formo

halos que luego se medira con la
regla milimetrada

%u 4
Figura N° 54 observamos que en el control
positivo se formo un halo por el cual se procedera

a medir la circunferencia, por otro lado no se
form6 ningun halo en el control negativo
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Figura N° 55 observamos que en el control positivo
se formd un halo por el cual se procedera a medir la
circunferencia, por otro lado no se formé ningun
halo en el control negativo
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ANEXO N° 10

DOCUMENTO DE DECLARACION DE CONFLICTOS DE INTERES

Declaro no tener conflictos de intereses financieros, ni personales que puedan influir

inapropiadamente en el desarrollo de esta investigacion.
Declaro no tener conflicto de intereses institucionales, dada la representacion de la

Universidad Cat6lica los Angeles de Chimbote sede Trujillo, a través de sus

miembros.
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Romero Castillo, Yeimy Janny

97



