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5. Resumen y abstract

Resumen

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia
citriodora(cedron) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Metodologia: El
disefio metodoldgico fue experimental, prospectivo, transversal y analitico de
tipo cuantitativo y nivel explicativo, experimento puro. La muestra estuvo
conformada por 10 placas Petri de cada grupo con cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175. Para este estudio se obtuvo el aceite esencial de Aloysia
citriodora en concentraciones de 25%, 75%, 100%. Luego fueron enfrentadas a
las cepas de Streptococcus mutans en el laboratorio de Microbiologia. El efecto
antibacteriano se evalu6 mediante el método de Kirby Bauer. Se utilizd un
Vernier Digital Marca Mitutoyo. Resultados: La concentracion de 25% obtuvo
una media de 12.85 mm, la de 75% obtuvo una media de 23.66 mm y la de
100% una media de 34.58 mm. Se aplicé la prueba ANOVA, encontrando que
existe diferencia estadistica significativa entre los tres tipos de concentraciones
(P= 0.00). Conclusion: Si existe efecto antibacteriano del aceite esencial de

Aloysia Citriodora al 100% y 75%.

Palabras claves: Antibacteriano, Aloysia Citriodora, Clorhexidina, efectividad,

Streptococcus mutans.
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Abstract

Objective: To determine the antibacterial effect of the essential oil of Aloysia
citriodora (cedron) on Streptococcus mutans ATCC 25175. Methodology: The
methodological design was experimental, prospective, cross-sectional and
analytical of quantitative type and explanatory level, pure experiment. The
sample consisted of 10 Petri dishes from each group with strains of
Streptococcus mutans ATCC 25175. For this study, the essential oil of Aloysia
citriodora was obtained in concentrations of 25%, 75%, 100%. They were then
confronted with the strains of Streptococcus mutans in the Microbiology
laboratory. The antibacterial effect was evaluated using the Kirby Bauer method.
A Mitutoyo Brand Digital Vernier was used. Results: The concentration of 25%
obtained an average of 12.85 mm, that of 75% obtained an average of 23.66 mm
and that of 100% an average of 34.58 mm. The ANOVA test was applied,
finding that there is a significant statistical difference between the three types of
concentrations (P= 0.00). Conclusion: There is an antibacterial effect of the

essential oil of Aloysia Citriodora at 100% and 75%.

Keywords: Antibacterial, Aloysia Citriodora, Chlorhexidine, effectiveness,

Streptococcus mutans.
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Introduccion

La caries dental es la destruccion del diente. Esto puede ser un problema
para nifios, adolescentes y adultos. La placa es una pelicula bacteriana
pegajosa que se forma continuamente en los dientes. Cuando se comen o
beben alimentos azucarados, las bacterias de la placa producen acidos que
erosionan el esmalte dental. La alta adherencia de la placa mantiene estos
acidos en contacto con los dientes y, con el tiempo, el esmalte se
descompone y por ende se formaria la caries. *

El riesgo en caries incluye factores fisicos, bioldgicos, ambientales,
conductuales y relacionados con los estilos de vida, como flujo de saliva
inadecuado, alto numero de bacterias cariogénicas, insuficiente exposicion al
fluoruro, mal aseo bucal, inapropiado metodo para alimentar al bebé y
pobreza. La prevencion primaria debe enfocarse en el factor de riesgo
comdun. El tratamiento y prevencién secundaria debe centrarse en el manejo
de proceso carioso, un enfoque de conservacion de tejidos minimamente
invasivo. 2

La caries dental estd asociada a muchos factores a lo largo del tiempo, y uno
de los principales y mas estudiados son los microorganismos, especialmente
Streptococcus mutans, una bacteria patdégena de gran importancia en el
desarrollo de la caries dental, caracterizado por una tendencia a la
desmineralizacion del esmalte dentario®, Streptococcus mutans reside
principalmente en biopeliculas que se forman en las superficies de los dientes,

también conocida como placa dental. *



La clorhexidina es un agente bacteriano topico utilizado en el tratamiento de
la enfermedad periodontal y como enjuague bucal para el tratamiento de la
gingivitis, para la prevencion y el tratamiento de infecciones orales,
estomatitis ulcerosa y gingivitis ulcerosa necrosante aguda. También se usa
para prevenir y tratar la mucositis en pacientes que reciben medicamentos

contra el cancer.®

Estudios han demostrado efecto antibacteriano en Aloysia citriodora
(Cedrdn), sin embargo, es escasa la literatura cientifica que presente su efecto
antibacteriano sobre Streptococcus mutans. En el departamento de
Cajamarca existe diferentes especies de plantas medicinales que hasta el
momento no han sido muy estudiadas; es por ello que he seleccionado la
planta de Aloysa Citriodora para ver las posibles propiedades y asi tener
nuevos descubrimientos para un futuro. Aloysia citriodora tiene estudios
preliminares en los que demuestra tener principios activos fungicidas y
bactericidas, pudiendo este ser usado como fuente en la elaboracion de
preparaciones farmacéuticas en el tratamiento de infecciones causadas por
estos microorganismos en la cavidad oral.

Esta investigacion se realizd con la finalidad de responder al enunciado del
problema ¢Existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia
citriodora (Cedron) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-
20207 EI objetivo general es: Determinar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Aloysia citriodora (Cedrén) sobre Streptococcus mutans ATCC
25175, Trujillo-2020. Los objetivos especificos se basaron en evaluar el

efecto antibacteriano de Aloysia citriodora (cedron) en las concentraciones
2



de 25%, 75% y 100% sobre la bacteria Streptococcus mutans ATCC 25175y
comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia citriodora
(Cedron) con la clorhexidina al 0.12% sobre la bacteria Streptococcus mutans
ATCC 25175, Trujillo- 2020.

La investigacion se realizO en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Nacional de Trujillo, se aplico una metodologia de tipo
prospectivo, cuantitativo, transversal y analitica, es decir de un nivel
aplicativo y de disefio experimental; cada muestra se conformé por 10
repeticiones de cada grupo en las concentraciones de 25%, 75% y 100%. La
investigacién concluye que existe efecto antibacteriano de aceite esencial de
Aloysia citriodora(cedron) sobre Streptococcus mutans.

La investigacién se gestiona de acuerdo con el plan descrito en el reglamento
de investigacion, que comienza con una introduccion, que incluye un
planteamiento del problema, objetivos generales y especificos, justificacion,
revision de la literatura que incluye antecedentes y bases tedricas, hipotesis.
Luego sigue una metodologia que demuestra: disefio, tipo y nivel de estudio,
poblacion y muestra, operacionalizacion de variables, herramientas vy
técnicas de recoleccidon de datos, plan de analisis, matriz de consistencia,
principios éticos relevantes. Por ultimo, resultados, conclusiones y aspectos

complementarios o recomendaciones.



Revision de literatura

2.1. Antecedentes:

2.1.1. Antecedentes Internacionales:

Oukerrou M, Tilaoui M, Mouse H, Leouifoudi I, Jaafari A, Zyad A.°
(Marruecos - 2017) Composicion quimica y actividades citotoxicas y
antibacterianas del aceite esencial de Aloysia citriodora Palau cultivada
en  Marruecos. Objetivo:  Investigar los efectos citotdxicos y
antibacterianos in vitro de los aceites esenciales de Aloysia citriodora
Palau, cosechados en diferentes regiones de Marruecos. Metodologia:
El disefio metodoldgico fue experimental, prospectivo, de tipo
cuantitativo y nivel explicativo, se evalud la actividad citotoxica frente a
las lineas celulares P815, MCF7 y VERO, asi como las células
mononucleares de sangre periférica humanas normales, se evaluo
mediante el ensayo MTT. Estandar, ATCC, cepas de bacterias
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa)
fueron cultivadas en medio Muller Hinton. Luego, se determinaron la
difusion en disco de agar, las concentraciones inhibitorias minimas y las
concentraciones bactericidas minimas utilizando el método de
microdilucion. Resultados: El efecto citotoxico del aceite esencial de A.
citriodora fue alto en P815 y moderado en MCF7 y en las lineas celulares
VERO. Por otro lado, los aceites esenciales mostraron una actividad
antimicrobiana significativa contra las bacterias Gram- negativas y
Gram-positivas. Conclusion: Las MIC oscilaron entre 2,84 y 8,37 mg /

ml. Aceite esencial de las hojas de A. citriodora poseen un importante
4



efecto antibacteriano y actividad citotoxica.

Shafiee F, Moghadamnia A, Shahandeh Z, Sadighian F, Khodadadi
E.2 (Irén - 2016) Evaluacion de los efectos antibacterianos de extractos
acuosos Yy etandlicos de hojas de Aloysia Citriodora (Verbena de limon)
sobre Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus. Objetivo:
Determinar los efectos de los extractos acuosos y etanodlicos de Aloysa
citriodora sobre Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus, que
causan caries. Metodologia: El disefio metodoldgico fue experimental,
prospectivo, transversal y analitico de tipo cuantitativo y nivel
explicativo. Se obtuvieron veinte muestras clinicas de la caries dental.
Los extractos acuoso y etanodlico de las hojas de A. citriodora se
prepararon en varias concentraciones que oscilaron entre 625 y 20 000
pg/ml. Poblacion y muestra: Se realizd en cepas estandarizadas de
Streptococcus mutans PTCC1683 y Streptococcus sobrinus PTCC1601.
Resultados: Streptococcus spp. se aislo con éxito de nueve de 20 (45%)
especimenes. De las 9 muestras positivas cultivadas, 8 (88.8%) eran S.
mutans y 1 era S. sobrinus (11.2%). No se observé zona inhibitoria
alrededor de los discos y pocillos que contenian todas las
concentraciones de extractos de A. citriodora. Conclusion: Todas las
bacterias estudiadas eran resistentes a ambos tipos de extractos; por lo
tanto, no son un reemplazo sugerido para agentes quimicos en enjuagues

bucales.



2.1.2. Antecedentes nacionales:

Huerta JR, Samaniego JW, Fuertes C. ¥ (Lima - 2021)
Composicion quimica del aceite esencial de Aloysia Triphylla “cedron”;
como insumo para la elaboracion de un enjuague bucal.
Objetivo: Determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial
obtenidos de las hojas y tallos de Aloysia triphylla “cedréon”
provenientes de la ciudad de Huaraz, departamento de Ancash, distrito
de Mancos. Metodologia: El disefio metodoldgico fue experimental,
prospectivo, transversal y analitico de tipo cuantitativo y nivel
explicativo. Se utilizd el método de hidrodestilacion por arrastre de
vapor para la obtencién del aceite esencial y para la determinacion de la
actividad antibacteriana se realiz6 por la metodologia de difusion de
agar frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 y Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 comparandolas con un control positivo el cual
era  un enjuague bucal comercial de clorhexidina al
0,05%. Resultados: Se obtuvo un rendimiento del 0,11 y en el estudio
microbioldgico se obtuvieron halos de 21,3 mm del aceite esencial y
19,9 mm del control positivo frente a Streptococcus mutans ATCC
25175 y de 35,5 mm en el aceite esencial y 25,4 mm del control
positivo  frente  aPorphyromonas  gingivalis ATCC  33277.
Conclusion: La actividad antimicrobiana que demostré el aceite
esencial de Aloysia triphylla (cedron) es superior al control positivo que
fue un enjuague bucal comercial de clorhexidina al 0,05%, pudiendo

este ser usado como fuente en la elaboracion de preparaciones
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farmacéuticas en el tratamiento de infecciones causadas por estos

microorganismaos.

Del Aguila A, Cadenillas M. ¢ (Lambayeque - 2019) Efecto inhibitorio
in vitro de los extractos etandlicos de Aloysia citriodora Palau, Annona
muricata L. y Desmodium molliculum (Kunth) DC. sobre Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus. Objetivo: Determinar el efecto
inhibitorio in vitro de los extractos etandlicos de Aloysia citriodora
Palau, Annona muricata L. y Desmodium molliculum (Kunth) DC. frente
a Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. Metodologia: El
disefio metodoldgico fue experimental, prospectivo, transversal y
analitico de tipo cuantitativo y nivel explicativo, experimento in vitro. Se
midio el efecto inhibitorio utilizando la técnica de difusién de Kirby-
Bauer, que permitié medir la susceptibilidad, usando 5 concentraciones
(100 mg/ml, 200 mg/ml, 300 mg/ml, 400 mg/ml y 500 mg/ml).
Resultados: Al calcular los promedios de los halos de inhibicién del
extracto etanolico de Aloysia citriodora Palau, se determiné que la
especie mas sensible fue Staphylococcus aureus, con halos de inhibicion
entre 8 a 15.11 mm; mientras que, Pseudomonas aeruginosa no presentd
interaccion. Con el extracto etandlico de Annona muricata L. se sefiala
gue ambas interactuaron s6lo en la concentracion de 500 mg/ml,
encontrandose el promedio del halo de inhibicion de 9.0 mm para
Pseudomonas aeruginosa y 7 mm para Staphylococcus aureus.
Conclusion: Los extractos etandlicos trabajados tuvieron efecto

inhibitorio con las cepas de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
7



aureus.

Bardales M, Farfan M.” (Callao - 2018) Determinacion de los
componentes mayoritarios del aceite esencial del cedron (Aloysia
Triphylla) mediante destilacion por arrastre de vapor. Objetivo:
Determinar los componentes mayoritarios del aceite esencial de cedrén
(aloysia triphylla) cultivado en la region de Tarnna departamento de
Junin, mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas (GC-MS). Metodologia: Es de nivel aplicada, disefio
experimental, tipo cualitativo y aplicativo. Se realiz6 mediante
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS). El
desarrollo del proceso de extraccion del aceite esencial del cedron, se
realizd en un equipo extractor de arrastre con vapor. Resultados:
Densidad (0.8705 g/cc), indice de refraccion (1.4852), indice de acidez
(1.08 mgKOH/g aceite), indice de yodo (0.95 g de Yodo/100 g muestra),
y el resultado de los andlisis cromatograficos a la muestra de aceite
esencial de cedron fue de 15 componentes volatiles, siendo los
componentes mayoritarios: 2,6- octadienal, 3,7-dimethyl (E) (Geranial)
(20,70%); 2,6-octadienal, 3,7- dimethyl (Z) (Neral) (18,53%) y D-
Limonene (26.41%). Conclusién: Los componentes mayoritarios del
aceite esencial de cedrén son 2,6- octadienal, 3,7-dimetil (E) (Geranial)
(20,70%); 2,6-octadienal, 3,7- dimetil (Z) (Neral) (18,53%) y D-

limoneno (26.41%).



Anaya E.® (Truijillo - 2018) Efecto antibacteriano del aceite esencial de
Aloysia triphylla (Cedrén) sobre Staphylococcus aureus ATCC25923
comparado con Oxacilina. Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano del
aceite esencial de la hoja de Aloysia triphylla “Cedron” sobre cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, comparado con Oxacilina, a 1 .
Metodologia: El disefio metodoldgico fue experimental, prospectivo,
transversal y analitico de tipo cuantitativo y nivel explicativo. Para ello
se realizaron 4 diluciones del aceite esencial (100, 75, 50 y 25%), con
control positivo y negativo; se hicieron 14 repeticiones por cada grupo de
estudio. Resultados: EIl aceite esencial de la hoja de Aloysia triphylla,
mostrd halos de inhibicion en todas las diluciones sin embargo a partir de
la dilucion al 75% (30.07 mm), fueron considerados como eficaces en
relacion al patron del CLSI > 22mm) y al 100% el halo de inhibicion fue
de 35.14. Conclusion: El aceite esencial de la hoja de Aloysia triphylla
“Cedron” tuvo efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923, comparado con Oxacilina, a 1 .

Chicoma R, Malca A.*' (Cajamarca - 2015) Efecto antibacteriano in
vitro del aceite esencial de las hojas de Aloysia triphylla P. (cedron) de la
Region Cajamarca, frente a las bacterias patdgenas Escherichia coli
ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Objetivo:
Demostrar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de
Aloysia triphylla P. (cedrén) de la region Cajamarca, frente a las
bacterias patdgenas Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus

aureus ATCC 25923. Metodologia: El disefio metodoldgico fue

9



experimental, prospectivo, transversal y analitico de tipo cuantitativo y
nivel explicativo, experimento in vitro. Se obtuvo el aceite esencial por
hidrodestilacion utilizando el destilador de caldera de acero inoxidable,
Para analizar la actividad antibacteriana se utilizaron los métodos de
Kirby Bauer y los pocillos. Resultados: Se analizaron con el método
estadistico no paramétrico de Mann - Whitney, obteniendo un valor de
p=0,034 para Escherichia coli y para Staphylococcus aureus p=0,046,
por el método de los discos de sensibilidad y por el método de los
Pocillos, Escherichia coli p=0,010 y p=0,016 Staphylococcus aureus.
Conclusion: El aceite esencial de las hojas de Aloysia triphylla P.
(cedrdn) tiene efecto antibacteriano sobre las cepas de Staphylococcus
aureus pero no contra Escherichia coli.

Aliaga P.*? (Tacna - 2013) Evaluacion de la actividad antibacteriana in
vitro del aceite esencial de hojas de Aloysia triphylla P. (Cedron) frente a
Escherichia coli ATTC 25922 y Staphylococcus aereus 25923. Objetivo:
Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de hojas de
Aloysia triphylla P. (cedron) de la region de Tacna (distrito de Tarata),
frente a las bacterias patdgenas Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Metodologia: El disefio
metodoldgico fue experimental, prospectivo, transversal y analitico de
tipo cuantitativo y nivel explicativo. Para la obtencidn del aceite esencial
de Aloysia triphylla P. “cedrén”, se utilizo la técnica de destilacion por
arrastre con vapor de agua. Resultados: El aceite esencial de Aloysia

triphylla P. (cedrdn), contiene actividad antibacteriana significativa

10



frente a Escherichia coli y moderada frente a Staphylococcus aureus.
Conclusion: Si existe actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial
de hojas de Aloysia triphylla P. (cedrdn) frente a las bacterias patogenas

Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.

11



2.2.Bases teoricas de la investigacion

2.2.1. Aloysia citriodora (cedroén)

Pequefio arbol caducifolio o arbusto, tiene &speras y estriadas ramas.
Olor a limdn, lanceoladas, hojas en verticilos de 3, cortamente
pecioladas, margenes dentados, lanceoladas, con punteaduras glandulares
en gran cantidad. Flor zigomorfa, hermafrodita, su céliz con sépalos
soldados. Con cuatro lébulos de corola tubular, bilabiada. Androceo
didinamo. Inflorescencia panicula. Frutos dinticulas. 141°

Aloysia citriodora es su nombre cientifico y més conocida como cedrén,
verbena de indias o hierbaluisa, cedron, es originaria de Sudamérica y
dicha planta pertenece a la familia Verbenaceae, se cultiva por su olor
similar al de la Lima o el Limon. °

Son pequefias flores de color blanco. Sus aceites esenciales son geraniol,
nerol y citral. Su forma tiene muchos usos y usos medicinales, sus
investigaciones farmacoldgicas en la mayoria se concentran en su aceite
esencial, asi mismo tiene funcion anti-espasmaddica, carminative,
eupéptica, analgésica local, antimicrobiana y ligeramente sedante.

Las funciones curativas de Aloysia citriodora son varias, se emplea para
mejorar y sanar espasmos, las alteraciones nerviosas, como ataque de
nervios, calambres, convulsiones, sincope e involuntarias contracciones
en los musculos. También se utiliza para incentivar y facilitar las
expulsiones de los gases intestinales y evacuaciones, asi renueva sus

funciones y limpia los intestinos. 141°
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Las flores y hojas del cedrdn se usan para infusiones y dar sabor a varias
bebidas. Su fragancia suave se utiliza con mucha repeticion en perfumeria

y en la elaboracion de productos cosmeticos, como de jabones
corporales. °

Su utilizacion:

El brebaje y agua de Aloysia citriodora tiene una frecuente forma de ingesta
para gque sea seguro y tenga un agradable sabor. Asimismo, ya existen
ofertas en funcién a Aloysia citriodora como los siguientes: tintura, yerba
mate con cedrdn, jabones, aceite esencial, entre otros.!’ La Aloysia
citriodora tiene diversos usos de forma externa y también interna segun las
afecciones que se quieran resolver.'®

Utilizacion interna:

e Es utilizado para la expulsion de fluido del sistema digestivo,
evita la aerofagia y la flatulencia, por lo que se consume una
infusion refrescante y digestiva.

e Actla como digestivo, tonico-estomacal y relajante, alejandoa la
dispepsia y a espasmos.

e Ataca a los malos alientos.

Farmacodinamia. Aloysia citriodora es una planta medicinal cuya
infusion o decoccion de la hoja y su tallo son usadas generalmente para
los tratamientos como enfermedades gastrointestinales (diarrea, colico,
flatulencia, dispepsia, indigestion, vOmito, nauseas etc.); esto es

empleado para calmar el S.N (insomnio, ansiedad) y resfriado febril. 1’
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Actividad biologica de los componentes del Cedron.
Sus beneficios principales curativos del cedron son " 18:
e Carminativo: favorece la disminucién de gases, también indicado
para meteorismo o flatulencias.

e Antiespasmadico: es util en caso de diarrea, tanto en personas

adultas como en nifios.

e Antihistaminico: es muy util para tratar reacciones alérgicas,
porque tiene propiedad que reduce el efecto causado por la
liberacion de histamina.

e Analgésico local: el cedrén tiene su componente analgésico y
sedante, por eso disminuye el dolor provocado por una lesion.

e Sedante: sirve para el control de nerviosismo y disminuir el

grado de estrés.
e Antiséptico: contiene las propiedades que favorecen a evitar
infecciones en heridas.
Clasificacion taxondémica de la planta del Cedrén
Taxondmica Posicion.
e Especie: Aloysia citriodora
o Clase: MAGNOLIOPSIDA
e Division: MAGNOLIOPHYTA
e Sub clase: ASTERIDAE
e Género: ALOYSIA
e Orden: LAMIACEAE

e Nombre vulgar: CEDRON
14



Composicion quimica de aceite esencial de Aloysia citriodora.
El aceite esencial es una fraccion liquida volatil, que se obtienen por
arrastre destilable del vapor de agua, en la que se obtiene la sustancia
responsable del aroma de la planta y son importantes en los alimentos,
farmacia y la industria cosmética. " 8
» El citral. Combinacion de 2 monoterpénicos aldehidos
isoméricos: geranial, neral. "8

Isémero trans- conocido como "geranial™ o "citral A" o (E)- tres,
siete-dimetil - dos, seis - octadienal.

Isémero cis- conocido como "neral™ o “citral B" o (2)- 3,7-

Dimetil 2,6 - octadienal.

El mayor componente de aceite esencial de Aloysia citriodora es el
citral, éste se caracteriza por su abundante aroma a limon; oxigeno, pH
bajo o alto, su susceptibilidad al exponerse al calor provoca aumento en
la consistencia del aceite esencial. También est4 presente en el jengibre,
naranja, limon grass. Esta composicion, es de materia prima en la sintesis
de vitaminas A y E, iononas; también como un componente de
importancia para la industria de perfumes como también de alimentos. El
citral puede tener recciones de hidrogenacion cuando se forma alcohol
insaturado por ser un aldehidoa.p-insaturado, ejemplo, el nerol, citronelol
y geraniol; los cuales son productos de gran importancia para ser
intermediario en la sintesis organica de la industria de sabores, industria
quimica, la industria farmacéutica y fragancias. Se considera, que el olor

"citrico” del aceite esencial es por sus componentes que son el limoneno,
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citral, nerol y geraniol. "1
» Limoneno. Es un abundante componente en aceite esencial en el
cedrén de 7 a 11 %, presenta 2 isémeros opticos, el R-(+)-
limoneno y el S-(-)-limoneno, es un monoterpeno de férmula
CioHis. En la industria tiene mucha importancia, es utilizado
como disolventes de resinas, en produccion de p-cimeno, tintas,
pigmento, en obtenciones de carvona y en fabricacion de

adhesivos. 18

2.2.2. Streptococcus mutans

La mayoria de las bacterias en la cavidad oral, mas comunmente los
microorganismos Streptococcus, especialmente las Proteobacterias
(serotipos c, e y f, sanguis, sobrinus y cricetus) estan asociadas con la
destruccion de los dientes. Streptococcus tiene forma de coco, se
desarrolla en pares o cadenas, no se mueve, generalmente es positivo
para la tincion de Gram y no forma esporas.®?°

Streptococcus mutans es una bacteria Gram-positiva con una pared
celular gruesa compuesta de &cido teicoico y peptidoglicano (proteinas
de la pared) que previenen la lisis osmética de los protoplastos celulares,
dando rigidez y forma a las células. Streptococcus mutans tiene una
capsula compuesta por polisacaridos cuya subunidad estructural es el
glucano.?t?

Streptococcus mutans produce moco, se adhiere a las superficies, se
divide dentro de la capa de moco y produce microcolonias y forma

biopeliculas. En concreto, se incorpora a la membrana dental a través de
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proteinas en la superficie celular. Streptococcus mutans sintetiza y
desarrolla capsulas de glucano, uniéndolas al esmalte dental y formando
biopeliculas de 300 a 500 células. EI metabolismo de Streptococcus
mutans es capaz de descomponer la sacarosa. La fructosa se fermenta
como base energética para el crecimiento bacteriano. La glucosa se
polimeriza en un polimero de glucano extracelular que se une al esmalte
de S. mutans y se convierte en la matriz de la placa. EI mucilago de
dextrano se puede despolimerizar en glucosa para usar como fuente de
carbono, lo que da como resultado la produccion de cido lactico dentro
de la biopelicula, la descalcificacion del esmalte y la aparicion de caries
dental o infeccion bacteriana de los dientes. 2122

Streptococcus mutans, se coloniza en la superficie del diente después de su
erupcion. EI nombre que recibe es por la tendencia que tiene al intercambiar
de aspecto, que lo podemos hallar como forma de coco o mas alargado,
también como bacilo. %%

Los Streptococcus mutans, presenta gran poder acidofilico, acidogeno y
acidarico, sintetiza también polisacarido extracelular como los glucanos
insolubles y solubles, ademéas de fructuanos. Sintetiza a extracelulares
polisacaridos; presenta capacidad adhesiva, mayormente en la proteina
de la saliva porgue se sabe que facilita la adhesién a la superficie dental o
en el material de restauracion, en ausencia del glucano, predomina la

capacidad de agregar o coagregar por glucosiltransferasas y mutanos.

23,24
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Se encarga también de producir diferentes bacterias en la cavidad bucal.
Finalmente sintetiza glucano insoluble por la sacarosa de alimentos
restantes, por la glucosiltransferasa, ayudando asi a la formacion de placa
bacteriana.

Los factores mas involucrados de virulencia son:

Aciduridad: Asi tenga un pH medio bajo esta bacteria tiene la capacidad

de producir cido en la cavidad oral. ?°

Acidogenicidad: Produce la fermentacion de az(car en alimentos
restantes y asi originar lo principal que viene a ser el &cido lactico en el
fin de metabolismo, hace que el pH bucal disminuya y asi provoca la
desmineralizacion sobre el esmalte dental. 2°

Acidofilicidad: la acidez del medio resiste la bacteria del S. mutans
bombeando protones fuera de la célula. 2°

Adhesion de Streptococcus mutans

Expertos han indicado que estas bacterias se pueden adherir facilmente a
la cavidad bucal en nifios para asi producir lesiones cariosas cuando
erupcionen las primeras piezas dentales alrededor de los 6 meses del
infante. 2

Por lo tanto, la adhesion y la formacion de colonias de Streptococcus
mutans pueden aparecer antes de la erupcion dental, por eso S. sobrinus y
S. mutans tienen capacidad para adherirse a la zona superficial de

mucosa oral, por ende, aumentara el riesgo de caries.?®
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2.2.3. Clorhexidina

Es un agente bacteriano topico utilizado en el tratamiento de la
enfermedad periodontal y como enjuague bucal para el tratamiento de la
gingivitis, para la prevencion y el tratamiento de infecciones orales,
estomatitis ulcerosa y gingivitis ulcerativa necrosante aguda. Asi también
se usa en la prevencién y tratamiento de la mucositis en pacientes que
reciben medicamentos contra el cancer. 2

La clorhexidina se usa en muchas herramientas médicas, como son los
implantes dentales, ap6sitos antimicrobianos y catéteres intravenosos.
Tiene un espectro antibacteriano contra bacterias Gram negativas y Gram
positivas, algunos hongos y virus (como el VIH), pero solo actla sobre
las esporas a altas temperaturas. Su efecto antiséptico es mejor que el de
la povidona, el hexaclorofenol y el alcohol espumante. También se
utiliza como antiséptico topico por su efecto duradero sobre la piel con el
uso continuado, minima absorcion y rapido efecto, aunque se han
producido algunas reacciones alérgicas a la clorhexidina en tratamientos
topicos. 2627

La clorhexidina es inestable y penetra en las membranas celulares
bacterianas. También acelera el citoplasma y actia como un bloqueador
de membranas, inhibiendo la utilizacion de oxigeno, lo que resulta en
niveles mas bajos Adenosintrifosfato y muerte celular. En las bacterias
Gram negativas, la clorhexidina rompe la membrana externa,
favoreciendo la liberacién de enzimas periplasmicas. La clorhexidina

exhibe efecto bacteriostatico a bajas concentraciones y efecto bactericida
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a altas concentraciones.

Los siguientes microorganismos son altamente sensibles a la
clorhexidina:  Streptococcus, Staphylococcus, Candida albicans,
Escherichia coli, Salmonella y bacterias anaerobias. Las cepas de cocos
Proteus, Pseudomonas, Klebsiella y Gram-negativas son menos
susceptibles a la clorhexidina. Los estudios clinicos no han mostrado un
aumento significativo de la resistencia bacteriana o infeccion durante el

tratamiento a largo plazo con clorhexidina.?®
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Hipotesis
Hipotesis de investigacion:

e Hi: Existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia citriodora

(Cedron) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2020.
Hipotesis estadistica:
Hipotesis nula:

e Ho: No existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia
citriodora (Cedrén) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-

2020.

Hipotesis alterna:

e HAa: Si existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia
citriodora (Cedron) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-

2020.
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IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de investigacion

Tipo de investigacion:

Segun el enfoque de investigacion: Cuantitativo
o PitaS, Pértega S.%° (2018) Usa la recoleccion de datos, con base
en la medicion numérica y el analisis estadistico, para establecer

patrones de comportamiento y probar teorias.

Segun la intervencion del investigador: Experimental

o Gonzalez A. % (2019) Analiza el efecto producido por una 0 mas

variables independientes sobre una o varias dependientes.

Segun la planificacion de la investigacion: Prospectivo.

o Gonzalez A. ¥ (2019) Los datos necesarios para el estudio son
recogidos a proposito de la investigacion (primarios). Por lo que,

posee control del sesgo de medicion.
Segun el nimero de ocasiones en que se mide la variable: Transversal.

o Gonzalez A. *° (2019) Todas las variables son medidas en una
sola ocasion; por ello de realizar comparaciones, se trata de

muestras independientes.
Segun el numero de variables de estudio: Analitico.

o Gonzalez A. *° (2019) El anélisis estadistico por lo menos es
bivariado; porque plantea y pone a prueba hipotesis, su nivel mas

basico establece la asociacion entre factores.
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Nivel de investigacion
La presente investigacion es de nivel: Aplicativo.

o Gonzalez A.3° (2019) Porque tiene intervencioén o manipulacion a

proposito de las necesidades de los objetivos de la investigacion.

Disefio de la investigacion
La investigacion es de disefio: Experimental.
o Gonzalez A. * (2019) Porque el investigador ha manipulado la

variable independiente y su efecto sobre la variable dependiente.
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4.2. Poblacién y muestra

Poblacion de estudio

Estuvo conformada por Placas Petri sembradas con cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 con diferentes concentraciones del
aceite esencial de Aloysia citriodora (Cedron), en el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Nacional de Trujillo, provincia de

Trujillo, Departamento La Libertad.

Criterios de seleccién

Criterios de inclusion:
Placas Petri sembradas con Cepas de Streptococcus mutans
ATCC 27175.

Criterios de exclusion

Placas Petri con halos de inhibicion no muy claros.

Placas Petri con signos de contaminacion.

Muestra

Tamafio de muestra
El tamafio de muestra para el presente estudio de comparacion de

grupos se determind utilizando la siguiente férmula:

Zasz +2Zg)" + 20%
f g
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Donde:
Zas2 =1.96; paraun a = 0,05
Zp=0.84; paraun  =0,20
os2 = 0.8 8 Valor asumido por no haber informacion previa
completa de estudios similares.
Reemplazando los valores en la formula anterior se obtiene:
n =10 unidades
Luego la muestra estuvo conformada por 10 repeticiones para
cada grupo.
Por lo tanto, se necesitaron 50 placas Petri 10 por cada grupo

experimental.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores:

bacteriano. 32

(14 a29 mm)
4: Sumamente
Sensible

(>20 mm)

\ariables Definicion  |Dimension Indicador Valor final Tipo de Escala
operacional variable
Aceite Concentraci | Concentracion | Concentraciones | Cuantitativa | Razon
Aceite esencial | esencial de | 6n del aceite al:
de Aloysia | Aloysia esencial
citriodora citriodora 25%
(Cedron) (Cedron) en 75%
diversas 100%
concentraci
ones a
emplear.
15,31
Efecto Capacidad de| Halos de Escala de 1: Nula Cualitativa | Ordinal
Antibacteriano
eliminar ¢ inhibicién Duraffourd (20 mm)
inhibir el (mm) 2: Sensible
crecimiento (8a14 mm)
y desarrollo 3: Muy sensible
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4.4. Técnica e instrumento de recoleccion de datos

Técnica: Se realizd la observacion y medicion de los halos de inhibicién

generados.

Instrumento:

Para medir el efecto antibacteriano se utiliz6 un Vernier Digital Marca
Mitutoyo, Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm

/ 0-6", por estar calibrado y validado con ISO de calidad 17025.

(Anexo 4)

Procedimiento:

1 Para obtencion del cedron: La Aloysia citriodora(cedron) se obtuvo
de la provincia de Chota departamento de Cajamarca, se recogio y
transport6 en cajas de cartdn a la provincia de Trujillo departamento
de La Libertad, luego se llevo a la Universidad Nacional de Trujillo
para obtener el aceite esencial de Aloysia citriodora (Cedrén). (Anexo

5)

Para la extraccion del aceite esencial de Aloysia citriodora(cedron),
se contd con el apoyo de la Docente de la Cétedra de Farmacognosia
del Departamento Académico de Farmacotecnia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo.

(Anexo 6)
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2. Extraccion del aceite esencial
La extraccion del aceite esencial, se realiz0 por el método de
“hidrodestilacion”. 3
Se seleccionaron las hojas que estaban en buenas condiciones y se
desecharon aquellas que tenian ataques de hongos y estaban
decoloradas o maltratadas.
Luego las hojas de cedron se lavaron con agua de cafio y se colocaron
sobre papel Kraft. Posteriormente se secaron las hojas en una estufa
de circulacion de aire por 24 horas. Transcurrido el tiempo se armo el
equipo de destilacion, sometiendo las muestras a una corriente de
vapor de agua sobrecalentada, arrastrando la esencia que
posteriormente por accioén del refrigerante, fue condensada. El
destilado se separé tomando en cuenta sus propiedades de
inmiscibilidad y diferencia de densidades entre el agua y el aceite
esencial, para lo cual se utiliz6 una pera de separacion de vidrio,
deshidratdndose las impurezas de agua en el aceite esencial con
Na2SO4 anhidro. Finalmente se filtrd, y se guardd los aceites en

frascos de vidrio color ambar (para evitar la descomposicion por la

luz) y bajo refrigeracion a una temperatura entre 4 °C a 8 °C.
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3. Preparacion de las diferentes concentraciones de los aceites
esenciales.

Se prepararon las concentraciones segun la siguiente tabla:

Volumen de | Volumen de | Volumen | Concentracion
aceite Tween 80 final (%)
2,5mL 7,5MI 10 mL 25
7,5 mL 2,5 Ml 10 mL 75
10,0 mL 0,0 Ml 10 mL 100

Luego, se colocaron cada una de las concentraciones en frascos de
vidrio de color ambar estéril, para protegerlas de la luz, llevandolas
posteriormente a refrigeracion a 4 °C, hasta la realizacion del
analisis microbioldgico.
4. Obtencion de la cepa:

Se trabajé 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)

5 Preparacion del in6culo: Las cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175, se cultivaron en tubos de ensayo cerrados herméticamente
conteniendo el medio Agar Soya Tripticasa sangre. Se incubaron bajo
condiciones de micro anaerobiosis a 37°C con el fin de obtener
colonias jovenes. Luego de 24 horas cada cepa Streptococcus mutans

ATCC 25175, se paso a diluir en caldo tioglicolato hasta obtener una
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turbidez semejante al tubo nimero 05 de la escala de Mac Farland.
Una vez girados los tubos durante 30 segundos se procedid al

sembrado para distribuir los microorganismos adecuadamente. 3*

Enfrentamiento del Streptococcus mutans con el aceite esencial de

Aloysia citriodora (Cedrén)

Un hisopo esteril se embebid con la cepa preparada a una distancia de
10 cm de la llama del mechero, se procedié al sembrado en camada en
placas petri conteniendo Agar Mueller Hinton, se estiré el hisopo
uniformemente sobre toda la superficie del agar, girando cada placa
30 grados 10 veces aproximadamente. Las placas sembradas fueron
incubadas en condiciones de micro anaerobiosis a 37°C durante 24
horas. Para el efecto antibacteriano se empled la técnica de difusion
de discos de Kirby - Bauer, el cual consistio en preparar discos de
papel de filtro estériles, los que fueron sumergidos dentro de cada
concentracion del aceite esencial de Aloysia citriodora(Cedrén), por
el periodo no menor de una hora, luego con una aguja estéril, éstos se
colocaron sobre los cultivos de Streptococcus mutans ATCC 25175
en las placas Petri previamente preparadas; las placas se mantuvieron
en una posicion por un periodo de 5 minutos. Luego de este tiempo
las placas se voltearon de posicion y se incubaron en micro
anaerobiosis utilizando a la jarra de Gas Pack, con el método de vela,
mediante el cual se obtendra en un ambiente aproximadamente de 5 a
10% CO2, a 37°C durante 24 horas. Todo el procedimiento se llevo a

cabo dentro de un diametro de 10 cm de lallama de un mechero.
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7. Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacién 24 horas se examind cada placa,
se midieron los diametros (mm) de los halos de inhibicién del
crecimiento alrededor de cada disco. Para lo cual se utiliz6 una regla
milimetrada Mitutoyo Vernier Digital 1S09000.94, abarcando el
diametro del halo.®® Se utiliz6 como medida los diametros de estas
zonas en mm, segun la escala de Duraffourd, utilizada para
determinar el efecto inhibitorio in vitro, segun diametro de
inhibicion. %

e Nula (-) para un didmetro inferior a 8 mm.

e Sensibilidad limite (sensible +) para un diametro comprendido

entre 8 a 14 mm.
e Medio (muy sensible ++) para un didmetro entre 14 y 20 mm.
e Sumamente sensible (+++) para un didmetro superior a 20 mm.
8 Controles:

Para determinar el efecto antibacteriano: Se utiliz6 como control
positivo la clorhexidina al 0.12 %, y como control negativo, discos
con suero fisioldgico.
Se solicito la colaboracion del Biologo Microbiologo y docente de la
Escuela Profesional de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de Trujillo, en la
etapa de preparacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC
25175, enfrentamiento del aceite esencial de Aloysia citriodora

(Cedron) y lectura de resultados (Anexo 8).
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45. Plan de analisis:

Para analizar la formacién se construyeron tablas de frecuencia de una
entrada con sus valores absolutos, promedio desviacion estandar y
gréficos.

Para determinar efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia
citriodora (Cedron) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, se empled
el analisis de varianza de un disefio completamente al azar, luego una
prueba de comparaciones multiples utilizando Duncan. Ambas pruebas

con nivel de significancia de 5%.
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4.6.Matriz de consistencia

PLANTEAMIENTO OBJETIVOS DE LA VARIABLE | HIPOTESIS METODOLOGIA
DEL PROBLEMA INVESTIGACION
Objetivo general: Hipotesis de investigacion: | Tipo y nivel de
¢Existe efecto Determinar el efecto antibacteriano del aceite investigacion:
antibacteriano del esencial de Aloysia citriodora (Cedrén) sobre Hi: Existe efecto | El  tipo de |la
aceite esencial de Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2020. | aceite ggé'nbc"’;ge”an%e del Ala;;;itz ::Z\gist?tg?if/'g’n &
ia citri . e i citriodora (Cedron) sobre | experimental,
AonS|’a citriodora Objetivos especificos: _ _ _ ) esenC!aI de Streptococcngs )mutans prgspectivo, transversal
(Cedron) sobre -Evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial | Aloysia ATCC 25175. y analitica, es decir de
Streptococcus de Aloysia citriodora (Cedron) al 25% sobre | sitriodora nivel aplicativo.
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2020. ) Hipotesis estadistica:
mutans ATCC (Cedron) Disefio de
25175, Trujillo-2020? | _Eyalyar el efecto antibacteriano del aceite esencial H'POteS'S nula: investigacion.
. o , Ho: No existe efecto | Experimental puro.
de Aloysia citriodora (Cedron) al 75% sobre antibacteriano  del  aceite
StreptOCOCCUS mutans ATCC 25175, TrUJ|”0'2020 esencial de A|Oysia Poblacién y muestra:
Streptococcus | citriodora (Cedrén) sobre | La muestra  estuvo
-Evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial | n1tans Streptococcus mutans confqrr_nada por 10
de Aloysia citriodora (Cedrén) al 100% sobre ATCC 25175. repeticiones de cada
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2020. . . grupo _&n las
Hipotesis alterna: concentraciones de
) ) . ) H1l: Si  existe efecto | 25%, 75% y 100%.
-Comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial antibacteriano  del  aceite
de Aloysia citriodora (Cedrén) con la clorhexidina al esencial de Aloysia | Muestreo no
0.12% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, citriodora (Cedron) sobre | probabilistico por
Trujillo-2020. Streptococcus mutans | conveniencia.
ATCC 25175.
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4.7. Principios éticos

Este estudio de investigacion se fundamentd en el cddigo de ética de la
Universidad Catélica Los Angeles De Chimbote.®® Se respetd y se
aplico los siguientes principios: cuidado del medio ambiente y la
biodiversidad, beneficencia no maleficencia, justicia, integridad
cientifica.

Segun el reglamento de laboratorio de la Universidad Nacional de
Trujillo consiste en que al finalizar el estudio las placas Petri con
cultivos utilizados fueron expuestas a 121°C y 1 Bar de presion fueron
inactivadas en autoclave a fin de desechar el material bioldgico
contaminado aplicando las normas de manejo de desechos
hospitalarios. ¥

Los residuos microbiologicos y patolégicos fueron eliminados de forma
tal que se asegure su descontaminacién en autoclave (residuos
microbioldgicos) o incineracion (residuos patoldgicos). Esto significa
una bolsa primaria de color negro, se llend solo hasta % partes de su
capacidad y anudada y sobre ésta una bolsa color amarillo con logo y
pre impreso de residuos especiales, se marco el tipo de residuos que
contuvo, el laboratorio o area de generacion y la fecha. Estas bolsas
cerradas anudadas, fueron almacenadas temporalmente en las areas
sucias en contenedores de color amarillo con logo de Residuo

Biologico. ¥
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V. Resultados:

5.1. Resultados

Tabla 1.- Efecto Antibacteriano del Aceite Esencial de Aloysia citriodora (Cedron)

sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Concentraciones Ni Promedio DEeSstv F P
Control negative 10 0.00 0.00 251.45 0.0000
Qlcigg(;femia' 10 34,58 1.84

gcgg;esemia' 10 23.66 2.37

gcgg;ese”Cia' 10 12.85 1.96

gg;)exidi“a T 18.42 0.88

Fuente: Datos proporcionados por el investigador
Prueba Anova

Nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Interpretacion:

En la tabla 1 se observa que el mayor efecto antibacteriano del aceite
esencial de Aloysia citriodora (Cedrén) sobre Streptococcus mutans fue al
100% con 34.58 mm, seguido del 75% con 23.66 mm, luego clorhexidina al

0.12 % con 18.42 mmy al 25% con 12.85 mm.

Se utilizo6 la prueba ANOVA vy se obtuvo p=0.000, lo cual indica que existe

diferencia estadistica significativa entre los grupos de estudio.
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Tabla 2.- Comparacion del efecto Antibacteriano del Aceite Esencial de

Aloysia citriodora (Cedrdn) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Grupos para-alfa = 0.05

Concentraciones Ni
G1 G2 G3 G4

Aceite esencial al 25% 10 12.85

Clorhexidina al 0.12% 10 18.42

Aceite esencial al 75% 10 23.66

Aceite esencial al

100% 10 34.58

Fuente: Datos proporcionados por el investigador Prueba de Duncan
Nivel de significancia estadistica (p<0.05)
No se incluyd en el andlisis el Control Negativo

Interpretacion:

Se compar6 los promedios de los halos de inhibicién y se encontré que
existe diferencia significativa entre las concentraciones de aceite esencial de
Aloysia citriodora (Cedron) al 25% y 100%; se observa que también existe
diferencia significativa al 25% y 75%. El grupo de aceite esencial de Aloysia

citriodora (Cedron) al 100% obtuvo mayor promedio de halo de 34.58 mm.

La prueba Post Hoc de Duncan muestra el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Aloysia citriodora (Cedrdn) sobre las cepas de Streptococcus
mutans, a las concentraciones del 25%, 75% y 100%, apreciandose que, al
aumentar las concentraciones del extracto, mayor es el efecto

antibacteriano.
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Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Grafico 1.- Efecto Antibacteriano del Aceite Esencial de Aloysia citriodora

(Cedran) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Interpretacion:
Observamos que hay diferencia entre las concentraciones donde a medida que

aumenta la concentracién, aumenta el diametro de halo de inhibicién.

Al 25% se obtuvo una media de 12.85 mm, al 75% se obtuvo una media de 23.66 mm
y al 100% se obtuvo una media de 34.58 mmy en la clorhexidina al 0.12 % se obtuvo

una media de 18.42 mm.
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5.2. Analisis de resultados:

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Aloysia citriodora (Cedrdn) sobre
Streptococcus mutans ATCC 25275. Para lo cual se hizo la obtencion del
aceite esencial de Aloysia citriodora, en concentraciones de 25%, 75% y
100%. Como control positivo se tuvo a la clorhexidina al 0.12% ya que
su actividad antimicrobiana esta claramente demostrada y el control
negativo fueron discos con suero fisioldgico.

Las hojas de Aloysia citriodora tienen muchas propiedades medicinales,
lo que pueden hacer que su aceite esencial sea un reemplazo adecuado
para las sustancias quimicas en los enjuagues bucales u otros productos
que son utilizados para la salud oral. Sin embargo, son escasos los
estudios que se han realizado sobre Aloysia citriodora frente a bacterias
gue causan la caries.

A partir de los hallazgos encontrados, se determind que el aceite esencial
de Aloysia citriodora tuvo efecto antibacteriano frente a Streptococcus
mutans. Ademas, el aceite esencial de Aloysia citriodora en las
concentraciones de 75% y 100% presentd mayor efecto antibacteriano
que la clorhexidina al 0.12%. Estos resultados muestran una actividad
antibacteriana, asi como el estudio de Huerta'® y colaboradores en el que
demostré actividad antimicrobiana del aceite esencial de Aloysia
citriodora siendo superior al control positivo que clorhexidina al 0,05%.
También en el estudio de Anaya® tuvo efecto antibacteriano sobre cepas

de Staphylococcus aureus en el que también mostré halos de inhibicion
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en todas las diluciones, considerando eficaces desde la concentracion de
75%, 95% y 100%. Segun Oukerrou® y colaboradores mostraron una
actividad antimicrobiana significativa contra las bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas que oscilaron entre 2,84 y 8,37 mg / ml. Por
lo que el aceite esencial de las hojas de Aloysia citriodora posee un
importante efecto antibacteriano y actividad citotoxica. Aliaga*® lo
enfrentd a las bacterias patdgenas Escherichia coli y Staphylococcus
aureus a lo que indic6 que si contiene actividad antibacteriana
significativa frente a Escherichia coli y moderada frente a
Staphylococcus aureus. Pero en el estudio de Chicoma?! el cual también lo
enfrent6 a bacterias patdgenas Escherichia coli y Staphylococcus aureus
concluyo que tiene efecto antibacteriano sobre las cepas de
Staphylococcus aureus pero no contra Escherichia coli.

La actividad antibacteriana mostrada es por sus componentes de citral y
limoneno ya que el citral es una combinacién de dos aldehidos
monoterpénicos isoméricos: neral y geranial, tambien es mayor
ingrediente del aceite esencial de Aloysia citriodora y tiene un aumento
de consistencia en el aceite esencial; mientras que el limoneno es otro
abundante componente en el aceite esencial de Aloysia citriodora (7-
11%)."*® Esto se corrobora en el estudio de Bardales’ y colaboradores
donde determinaron los componentes mayoritarios del aceite esencial del
cedrdn (Aloysia Triphylla) mediante destilacion por arrastre de vapor, en
el cual se determin6 que los principales componentes del aceite esencial

de cedrdn son 2,6- octadienal, 3,7-dimetil (E) (Geranial) (20,70%); 2,6-
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octadienal, 3,7- dimetil (Z), (Neral) (18,53%) y D-limoneno (26.41%).
Aun no hay investigaciones sobre el mecanismo de accion del aceite
esencial de Aloysia citriodora, sin embargo, se puede decir que el citral
es el mayor componente del aceite esencial de Aloysia citriodora.

Se puede determinar que el aceite esencial de Aloysia citriodora tiene
actividad antibacteriana debido a la presencia de altas concentraciones de
alcoholes y aldehidos de cadena larga, especialmente citral (14,21%),
citronelol (8,67%), que son particularmente efectivos contra las
bacterias. Gram positivas. El resultado, por tanto, es que la
hidrofobicidad del aceite esencial interactda con la bicapa de fosfolipidos
de la membrana celular, dando como resultado una mayor permeabilidad
y pérdida de componentes celulares.

Esto se fundamentaria debido a que el aceite esencial de cedron tiene
entre sus principales componentes, a los hidrocarburos y aldehidos
monoterpénicos, los que actian a nivel de la membrana celular
bacteriana aumentando su permeabilidad a iones pequefios, quedando
afectada la estabilidad estructural de la membrana y desestabilizando el
empaquetamiento de la bicapa lipidica. Cada uno de estos tres efectos
provocaria la muerte en la célula bacteriana. *2

Aparte de estudios realizados a base de aceite esencial de Aloysia
citriodora también tenemos estudios a base de extractos acuosos y
etanolicos, como el de Shafiee!® y colaboradores quienes realizaron un
estudio de extractos acuosos y etandlicos de hojas de Aloysia citriodora

sobre Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus a lo cual en su
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estudio refieren que las bacterias estudiadas eran resistentes a ambos
tipos de extractos, por lo que concluyé que no son un reemplazo sugerido
para agentes quimicos en enjuagues bucales. También Del Aguila® y
colaboradores realizaron un estudio de extractos etandlicos de Aloysia
citriodora, Desmodium molliculum y Annona muricata L. sobre
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa en lo que sefiala que
ambas interactuaron solo en la concentracion de 500 mg/ml, concluyendo
que si tuvieron efecto inhibitorio con las cepas antes mencionadas.

Para finalizar se considera que las discrepancias encontradas entre los
resultados de los estudios previos y los del presente estudio dependen de
la técnica utilizada para la extraccion del producto evaluado, su forma de
presentacion, ya que en algunos extractos acuosos, etanolicos o aceites
esenciales; también influye el terreno donde se realiza el cultivo
(temperatura, altitud, humedad, tiempo en que se cosecha, etc.), lo cual
puede repercutir en la concentracién de los principios activos en las

plantas.
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V1. Conclusiones

Existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia citriodora

(Cedrdn) sobre Streptococcus mutans.

Existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia citriodora

(Cedron) al 25 % sobre Streptococcus mutans.

Existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia citriodora

(Cedron) al 75 % sobre Streptococcus mutans.

Existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia citriodora

(Cedrdn) al 100 % sobre Streptococcus mutans.

Al comparar al aceite esencial de Aloysia citriodora (Cedron) con la
clorhexidina al 0.12%, el aceite esencial de Aloysia citriodora en las
concentraciones de 75 % y 100 % presento mayor efecto antibacteriano

frente a Streptococcus mutans que la clorhexidina al 0.12%.
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Aspectos Complementarios

Recomendaciones

Realizar investigaciones experimentales, in vitro, para la elaboracién
o formulacién de enjuagatorios bucales, dentifricos que contengan

aceite esencial de Aloysia citriodora (cedron).

Realizar estudios de toxicidad de Aloysia citriodora (Cedrén).

Impulsar a realizar estudios a base de Aloysia citriodora (Cedrén)con

otras bacterias que causan la caries dental.

Se sugiere a la Universidad impulsar una linea de investigacion que
permita los estudios preclinicos de plantas medicinales y su

mecanismo de accion sobre microorganismos en la cavidad oral.
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ANEXOS



ANEXO 1:
FICHA DE RECOLECCION DATOS.

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE ALOYSIA
CITRIODORA (CEDRON) SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC
25175, TRUJILLO-2020

Autor: Requejo Peralta Danitza Lisbeth
Fecha: ...... [oviidoinii.

HALOS DE INHIBICION

N° de CONCENTRACIONES | Control Control
positivo negativo

Repeticiones | 25% | 75% | 100% | Clorhexidina al | Discos con
0.12 % suero
fisioldgico

9

10

Fuente: Elaboracion propia de la investigadora.
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ANEXO 2:

INSTRUMENTO:

VERNIER DIGITAL marca MITUTOYO, Modelo 500-196-20
ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm / 0-6", por estar calibrado y

validado con ISO de calidad 17025
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ANEXO 3:

CARTA DE PRESENTACION

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTY

FILIAL TRUJILLO
CARRERA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

Trujillo, 4 de febeero ded 2020

Mg MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ

Docente de ka Catedra de Farmacognosia del Depantamento Académico de Farmacotecnia
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de k2 Universidad Nacional de Trujilio.
Presente

De mi especial consideraciin:

Es grato dirigime a usted para saludarda muy cordialmente en mi coodicion de
Coordinador (aMemo) de carrem de k Escucla Profesional de Odontologia de la
Universidad Catolica Los Angeles de Chimbote Filial Trujillo. Siendo ¢l motivo de la
presente manifestarle que, en ¢l marco del cumplimiento currcular de ka Camrem
Profesional de Odontologia en la asignatura de Tesis I | nuestra alumna, REQUEJO
PERALTA, Danitza Lisheth: debe llevar a cabo ¢l desamrollo de su proyecto de Tesss,
ttulado: "EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE ALOYSIA
CITRIODORA (CEDRON) SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175,
TRUJILLO-2020", Asi mismo para realizar ¢l presente trabajo se solicita el apoyo a
nuestra alumna para pueda cjecutar con toda normalidad su proyecto.

Es propicia la oportunidad, para resterarie las muestras de mi especial conssderacion y
cstima personal.

Atentamente

Ceedosda Alran
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l § 1)

CHIMBOTYE

FILIAL TRLJILLO
CARRERA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

Trujillo, (M de febeero ded 2020

DR. DAVID ZAVALETA VERDE

Docente del Laboratorio de Microbiologia y Parasstologia de ka Facultad de Ciencias
Bologicas de ka Universidad Nacional de Trujillo

Presente

De mi especial consideracsin:

Es grato dmigirme a usted para sabudarda muy cordialmente en mi condicion de
Coordinador (altemmo) de carremn de I Escuela Profesional de Odomtologia de la
Universidad Catolica Los Angeles de Chimbote Filial Trujillo. Siendo el motivo de la
presente manifestarle que, en ¢ marco del cumplimsento currcular de ke Camera
Profesional de Odontologia en la asignatura de Tesis 11 | nuestra alumna, REQUEJO
PERALTA, Danitza Lisheth: debe llevar a cabo ¢l desamrollo de su proyecto de Tesas,
titulado: "EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE ALOYSIA
CITRIODORA (CEDRON) SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175,
TRUJILLO-2020", Asi mismo para realizar ¢l presente tmbago se solicita el apoyo a
nuestra alumna para pueda ejecutar con toda normalidad su proyecto.

Es propicia la oportunidad, para resterarde las muestras de mi especial conssderacion y
estima personal,

Atentamente
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ANEXO 4
Constancia de TAXONOMIA
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ANEXO 5

Constancia de colaboracion de la Quimica Farmacéutica MARILU ROXANA
SOTO VASQUEZ.

CONSTANCIA DE COLABORACION

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ. Docente de la Citedra de Farmacognosia
del Departamento Académico de Farmacotecniz de [z Facultad d= Farmacia v Bioguimica
de la Universidad Nacional da Trujillo, con numero de colegiatura N* 06932,

Dejo constancia de haber colaborado =n la extraccion vy preparacion de las
concentraciones del aceite ezencial de cedron, en el laboratorio de Farmacognosia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Trujillo, 2 la alumna DANITZA
LISBETH REQUEJO PERALTA identificada con DNI 73134790, estudiante de la
Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Odontologia de Iz Universidad
Catolica loz Angeles de Chimbote, en la ejecucion de la tesiz titulada: Efecto
Antibacteriano del Aceite Ezencial de Aloysia citriodora (Cedrdn) sobre Streptococous
mutans ATCC 25173, TRUJILLO - 2020.

Se exprde esta constancia. a solicitud del interazado, para los fines que estime pertinentes.

Trujillo 14 de febrero del 2020,

: / (RAN |
.MAMLG&{A SOTO VASQUEZ

Investigadora de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
Laboratorio de Farmacognosia
Universidad Nacienal de Trujillo
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ANEXO 6:

Constancia de colaboracion de David Zavaleta Verde, Microbiologo en la
ejecucion del proyecto de investigacion.

CONSTANCIA

Yo. David Zavaleta Verde, Biclogo Microbidlogo y docente de la Escuela
Profesional de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo, con registro del CBP N*°
7941,

Mediante la presente dejo constancia de haber colaborado con la alumna
Danitza Lisbeth Requejo Peralta identificado con DNI 73134790, con
domuicilio legal en Urb. Wichanzao Mz. 1Lt. 25-1:; estudiante de la Facultad
de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Odontologia de la
Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote, en la ejecucién del
proyecto de investigacidn “Efecto antibacterianc del aceite esencial de
Aloysia citriodora (Cedrén) sobre Strepfococcus mutans ATCC 25175,
Tryjillo- 20207.

Trujillo, 14 de febrero del 2020

A P
g " W o s

BaidZavalets Ve \
J N BIOGae

e B P 794
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ANEXO 7:

Boleta de compra de cepas de Streptococcus mutans.
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ANEXO 8:
CONTRASTACION DE HIPOTESIS
Anexo 3: Luego de realizar la Prueba de Normalidad y corroborar que los datos se
distribuyen de manera normal o simétrica, se aplicé la prueba estadistica
Paramétrica ANOVA.
1. Planteamiento de hipotesis.
e Hi: “Existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia citriodora

(Cedron) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo — 2020.”

e Ho: “No existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia
citriodora (Cedrén) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-

2020.”

2. Nivel de confianza
Nivel de confianza = 0,95 (95%)
Nivel de significancia: p = 0,05 (5%)
La significancia es el valor estandar y en base a ello se determino si se
acepta o se rechaza la hip6tesis de investigacion.
3. Establecimiento de los criterios de decision
La prueba estadistica se realiza en base a la hipdtesis nula.
e Si “el valor de significancia p > 0,05 se acepta HO se rechaza Hi”.

e Si “el valor de significancia p < 0,05 se rechaza HO; se acepta Hi”.
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4. Calculos
El software SPSS, proyecta los siguientes datos:
e Hi: Existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia citriodora
(Cedron) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2020.

e Ha: Si existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia
citriodora (Cedrén) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-
2020.

Tabla 1.- ANOVA: Efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia citriodora
(Cedron) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2020.

FV SC Gl CM F P
Entre grupos 2569.81 3 856.60 251.45 0.0000
Dentro de grupos 122.64 36 341

Total 2692.45 39

Fuente: Analisis ANOVA- SPSS.

5. Decision
La prueba ANOVA, arroja una significancia p = 0,000 < 0,05.
Por lo tanto, se acepta la hipotesis de investigacion y se rechaza la hipétesis
nula.
e Hi: Existe efecto antibacteriano del aceite esencial de Aloysia citriodora
(Cedron) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2020.

Grafico 1: Comparacion de las medias de inhibicion del Aceite Esencial de Aloysia

citriodora (Cedroén) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175
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ANEXO 9:

RESULTADOS

Efecto Antibacteriano del Aceite Esencial de Aloysia

citriodora (Cedron) sobre Streptococcus mutans ATCC
25175, TRUJILLO-2020

Repeticiones

DIAMETRO DE HALO DE INHIBICION (mm)

TRATAMIENTOS

Aceite Aceite Aceite _—

) . . Clorhexidina Control
esencial esencial al esencial al al 0.12% negativo
al 100% 75% 25% '

1 36.8 26.4 16.8 19.2 0
2 34.6 24 13.6 19.4 0
3 33.6 25.2 14.4 18.8 0
4 33.4 22.9 11 17.3 0
5 30.8 20.3 10.5 18.4 0
6 35.4 26.2 11.7 18.3 0
7 35.6 24.6 13.9 19.6 0
8 36 25.6 13.6 18.6 0
9 33.2 20.4 11.9 17.1 0
10 36.4 21 11.1 17.5 0
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ANEXO 10:

Prueba de normalidad

Variable Anderson - P
Darling

Aceite esencial al 100% 0.308 0.50
3

Aceite esencial al 75% 0.447 0.22
0

Aceite esencial al 25% 0.369 0.35
4

Clorhexidina al 0.12% 0.273 0.58
3
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ANEXO 11:
Constancia de colaboracion Prof. AGUSTO CHAFLOQUE CHAFLOQUE




ANEXO 12:
Recoleccion de Aloysia Citriodora (Cedron)
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Lavado
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Secado y desojado

= o




Para obtener el aceite se uso un destilador o extractor, en el cual se esperd una hora para
obtener el aceite.

Una vez pasada la hora se vio una linea amarilla sobre el agua, para eso se elimind el
aguay solo quedo el aceite.

Una vez extraido el aceite esencial de Aloysia Citriodora se preparé en las
concentraciones de 25%, 75%, 100%.




ANEXO 13:

Evaluacion del efecto antibacteriano del Aceite Esencial de Aloysia citriodora
(Cedron) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, TRUJILLO-2020

Activacioén de la bacteria
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Hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuyo la suspension bacteriana en tres
direcciones para asegurar una distribucion uniforme del inoculo de la placa.
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Se prepararon discos de papel filtro tipo Whatman namero 3y se esterilizaron y luego
fueron embebidos con 30 Ul de cada una de las concentraciones de 25%, 75%, 100%.
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Después del tiempo de incubacion de 48 horas se examind cada placa y para la medida
de los halos de inhibicion se utilizo la regla de Vernier digital marca Mitutoyo, Modelo
500 — 196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150 mm /0-6”, por estar calibrado con

ISO de calidad 17025.




