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Resumen

Este trabajo tuvo como proposito determinar el efecto antibacteriano del extracto de las
semillas de citrus aurantifolia swingle (limén sutil) a diferentes concentraciones sobre el
streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas. Se utilizd6 una metodologia experimental,
cuantitativa prospectiva longitudinal, con una muestra 10 placas petri por grupo de tratamiento
(100%, 75%, 50% y grupo control), siendo un total de 40 placas. Los resultados revelaron que
en las 24, 48 y 72 horas frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 las semillas de Citrus
aurantifolia al 100% presentaron promedio de (28,91 + 4,958mm) (28,79 + 4,956mm) (28,67
+ 4,959mm) respectivamente, al 75% (19,64 + 3,326mm) (19,53 + 3,322mm) (19,39 =+
3,306mm) respectivamente y al 50% (12,94 + 1,675mm) (12,81 + 1,657mm) (28,67 +
4,959mm) respectivamente y el control positivo de ensayo, digluconato de clorhexidina al
0,12%, tuvo un promedio de 22,10 = 1,031mm; 21,97 + 1,059mm y 21,86 + 1,050mm en los
tres tiempos evaluados respectivamente; respecto al Streptococcus mutans se puede decir que
es sumamente sensible (+++) frente al Citrus aurantifolia al 100% y digluconato de
clorhexidina al 0,12%; asimismo, es muy sensible (++) y sensible (+) a Citrus aurantifolia al
75% y al 50%, respectivamente segun dicha escala de sensibilidad antes mencionada a las 24,
48 y 72 horas de estudio. Por otro lado, el analisis estadistico demostr6 efecto antibacteriano
frente a Streptococcus mutans (p=0.00) al 95 % de confianza. Se concluye que existe efecto
antibacteriano del extracto de las semillas de Citrus aurantifolia swingle (limon sutil) a

diferentes concentraciones sobre el Streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, Citrus aurantifolia swingle, Streptococcus mutans

ATTC 25175.



Abstract

The purpose of this work was to determine the antibacterial effect of citrus aurantifolia
swingle (subtle lemon) seed extract at different concentrations on streptococcus mutans at 24,
48 and 72 hours. A longitudinal prospective quantitative experimental methodology was used,
with a sample of 10 petri dishes per treatment group (100%, 75%, 50% and control group), for
a total of 40 dishes. The results revealed that at 24, 48 and 72 hours against Streptococcus
mutans ATCC 25175 the seeds of Citrus aurantifolia at 100% showed an average of (28.91 +
4.958mm) (28.79 + 4.956mm) (28.67 + 4.959mm) (28.67 = 4.959mm) respectively, at 75%
(19.64 + 3, 326mm) (19.53 + 3.322mm) (19.39 =+ 3.306mm) respectively and at 50% (12.94 +
1.675mm) (12.81 = 1.657mm) (28.67 £ 4.959mm) respectively and the positive test control,
0.12% chlorhexidine digluconate, averaged 22.10 + 1.031mm; 21.97 +1.059mm and 21.86 +
1.050mm in the three times evaluated respectively; with respect to Streptococcus mutans it can
be said that it is highly sensitive (+++) to Citrus aurantifolia at 100% and 0.12% chlorhexidine
digluconate; it is also very sensitive (++) and chlorhexidine digluconate at 0.12%; it is also
very sensitive (++) and sensitive (+) to Citrus aurantifolia at 75% and 50%, respectively,
according to the aforementioned sensitivity scale at 24, 48 and 72 hours of study. On the other
hand, the statistical analysis showed an antibacterial effect against Streptococcus mutans
(p=0.00) at 95 % confidence. It is concluded that there is an antibacterial effect of Citrus
aurantifolia swingle (subtle lemon) seed extract at different concentrations on Streptococcus

mutans at 24, 48 and 72 hours.

Keywords: Antibacterial effect, Citrus aurantifolia swingle, Streptococcus mutans ATTC

25175.

X1



Introduccion

Los estudios realizados sobre diversas plantas han ido generando diversas expectativas, ya
que han reintroducido el uso de las plantas de la forma en que lo hacian nuestros antepasados
en el pasado para combatir diversos microorganismos patogenos. Estos estudios han despertado
gran interés entre los cientificos, que han observado una amplia gama de propiedades curativas.
Del mismo modo, se cree que cualquier planta que posea propiedades y/o sustancias que
puedan utilizarse en el campo de la medicina para una variedad de propositos terapéuticos,

puede ser utilizada para el tratamiento de enfermedades.

Se dividio en cinco capitulos. En capitulo I, "El problema", se analizan contextos
internacional, nacional y local, se esbozan problemas relacionados a las variables objeto de
investigacion y se definen los objetivos y las limitaciones de la misma. El objetivo principal
del capitulo II es examinar el marco teodrico. El capitulo III describe el marco metodoldgico, la
estrategia, el tipo y el diseno del estudio, y los instrumentos y técnicas utilizados para recoger
los datos. El capitulo IV ofrece andlisis profundos de los datos y presenta los resultados. A
continuacion, se exponen las conclusiones y recomendaciones. Finalmente, los apéndices para

facilitar el proceso de recogida de datos, ademas de bibliografia utilizadas.

xii



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

Actualmente en muchos paises del mundo, la medicina tradicional ha entrado en una nueva
etapa de desarrollo a consecuencia de los efectos adversos que las drogas sintéticas causan en
los pacientes, existe una aversion mundial hacia ellas, y como resultado, los profesionales
médicos y cientificos recurren cada vez mas a productos naturales derivados de especies de

plantas medicinales (1).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) manifiesta que la mitad de las personas del
mundo, cree en la medicina tradicional en la resolucion de las carestias de salud, evidencias
muestran que gran parte de las terapias que realizan hacen uso de los extractos o aceites de los
recursos vegetales debido a que presentan metabolitos secundarios que les confiere multiples

propiedades medicinales, entre ellas la antimicrobiana (2, 3).

La caries dental es una afeccion bucodental contagiosa y formadora de placa que puede
atribuirse a diversos factores. Ademads, esclarece diversos mecanismos que contribuyen a una

serie de patologias. En la actualidad, la OMS documenta una prevalencia mundial de caries



dental que oscila entre el 60% y el 90% entre los escolares y se acerca al 100% entre los adultos.

El Ministerio de Salud (Minsa) revela caries dental en nifios en el 85% (4, 5).

El factor microbiano juega un rol significativo en el progreso de la caries dentro de la
cavidad oral. Inicialmente, se compone principalmente de bacterias anaerobias facultativas
Gram (+), pero a medida que avanza el proceso, predominan las bacterias anaerobias estrictas,
incluido el Streptococcus mutans ATCC 25175 (6), que se encuentra entre los primeros en

colonizar.

Con una prevalencia del 88,2%, la caries sigue siendo una complicacion de salud publica
entre los nifios en edad escolar, segin la investigacion de Marquez. La prevalencia de la
enfermedad puede atribuirse principalmente a su origen multifactorial, que incluye al huésped,

la dieta y los microorganismos (7).

El limén, posee numerosas cualidades, sobre todo capacidades antibacterianas (8), se ha
demostrado que altas concentraciones de oleo fundamental de limoén tienen actividad
antibacteriana contra la cepa ATCC 25175. Ademas, varias investigaciones, incluido uno
realizado por Da Silva en 2015, han demostrado que el aceite de limon tiene actividad

antibacteriana contra Streptococcus aeurus. (9,10).

El Perti no es indiferente a esta realidad, ya que al ubicarse entre las cinco primeras naciones
con la més grande diversidad en todo el mundo; la mayoria de las especies son empleadas por
la poblacién con fines terapéuticos, pero lamentablemente algunas con escaso respaldo
cientifico; con lo anteriormente descrito se propone comparar la actividad antibacteriano del
extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle (limén sutil) a diferentes concentraciones

sobre el streptococcus mutans.



1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general
(Qué efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle (limon
sutil) a diferentes concentraciones sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas?

1.2.2 Problemas especificos

(Cuadl es el efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle
(limon sutil) a 50% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas?

(Cual es el efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle
(limon sutil) a 75% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas?

(Cual es el efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle
(limon sutil) a 100% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas?
1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia

swingle (limon sutil) a diferentes concentraciones sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48

y 72 horas.

1.3.2 Objetivos especificos

Establecer el efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia
swingle (limén sutil) a 50% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Establecer el efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia
swingle (limén sutil) a 75% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Identificar el efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia

swingle (limén sutil) a 100% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.



1.4 Justificacion de la investigacion

1.4.1 Tedrica

Teodricamente, la intencion de esta tesis es conocer la efectividad antibacteriana de las
diferentes concentraciones de las semillas de citrus aurantifolia swingle (limon sutil) y pretende
profundizar las bases tedricas sobre la accion antibacteriana, convirtiéndose en una alternativa

de compuestos de origen natural.

1.4.2 Metodolégica

Metodoldgicamente estaba justificado porque utilizaba el método cientifico para simular el
proceso estadistico y porque los resultados se obtuvieron utilizando un instrumento valido y

fiable que sirve de apoyo a futuras pruebas.

1.4.3 Practica

En este estudio se justifico en la parte practica, el control microbioldgico tiene potencial
terapéutico en el contexto de la prevencion de la caries, dada la ineficacia de los métodos
utilizados por las instituciones de salud publica para prevenir y controlar la caries dental. Estas
medidas, que incluyen principalmente la reduccion de azucares en la dieta y el uso racional de
fluor topico, se dividen en aquellas que deben explicarse a los padres/cuidadores del nifio para
que las apliquen en casa y aquellas que deben ser aplicadas por profesionales. Esto se debe a
que se ha demostrado que la eficacia es mayor con el tiempo y cuando la concentracion se
ubica por encima del valor minimo, definiéndose como la concentracién mas baja competente
de prevenir la reproduccion bacteriana entre 18 y 24 horas después de la aplicacion.

1.5 Limitaciones de la investigacion

La recoleccion de la informacion dependi6 del acceso al laboratorio; cabe mencionar que,

las escasas investigaciones cientificas nacionales y actualizadas sobre la accion antibacteriana



del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle frente a bacterias streptococcus
mutans; finalmente en recursos, no se existen limitaciones, ya que el actual estudio fue

autofinanciado.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

Espinoza et al. (2022), Lima busco “Determinar la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de la cascara de Citrus x limon (Limon) frente a la cepa de Cutibacterium
acnes ATCC 6919 utiliza un enfoque cuantitativo y una metodologia de disefio observacional
transversal. Se manejé el método Kirby & Bauer para calcular el extracto a diferentes
concentraciones (25, 50, 75 y 100%). En el proceso de evaluacién se manipuld un control
positivo de tetraciclina y negativo de agua destilada estéril. Resultados: Se demostr6 la accion
antibacteriana del Limon al 75% y 100%. Los halos inhibidos para este efecto se midieron en
47,96 mmy 16,31 mm, respectivamente, en comparacion con la tetraciclina, que tiene un efecto
inhibitorio del 100%. En conclusion, los resultados sugieren que el extracto de Citrus x
limonum mostrdé actividad antibacteriana contra Cutibacterium acnes ATCC 6919 a

concentraciones del 75% y el 100% (11).

Denkova-Kostova et al (2020), Bulgaria busco el proposito de “Determinar la composicion
quimica, actividad antioxidante y antimicrobiana de los aceites esenciales de mandarina
(Citrus reticulata L.), pomelo (Citrus paradisi L.), limon (Citrus limon L.) y canela

(Cinnamomum zeylanicum Blume)” Todos los aceites esenciales presentaron actividad



antimicrobiana frente a microorganismos saprofitos y patogenos, observandose la mayor
actividad inhibitoria en el aceite de canela, seguido del aceite de cascara de pomelo, el aceite
de cascara de mandarina y el aceite de cascara de limon; la CMI oscil6 entre 6 y 60 ppm.
Ademas, mostraron una elevada actividad antioxidante, determinandose la mayor actividad
antioxidante en el aceite esencial de cascara de pomelo, seguido del aceite esencial de cascara
de limon, el aceite esencial de cascara de mandarina y el aceite esencial de canela. Los
prometedores resultados demostrados para la actividad antioxidante y antimicrobiana de los
aceites esenciales estudiados justificarian su inclusion en el desarrollo de estrategias de

bioconservacion para la conservacion de emulsiones alimentarias (12).

Espinel (2020), Ecuador busco el proposito de “Evaluar la efectividad antibacteriana de los
aceites esenciales del limon contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus” en un estudio
experimental y comparativo, se evalu6 la accion de aceites esenciales extraidos de variedades
diferentes de Citrus limén en comparacion con antibidticos disponibles comercialmente. Se
realizaron doce tratamientos mediante un disefio DCA completamente aleatorizado con una
disposicion factorial de A (tres variedades de limon) x B (tres dosis de aceite esencial) + 3
controles. Se manipul6 la prueba de Tukey para confrontar las medias (p<0,05). Los resultados
indican que C. aurantifolia mostr6 una actividad de control superior frente a S. aureus, mientras
que C. lantifolia mostré una actividad de control superior frente a E. coli. En resumen, los

aceites basicos de limon tienen propiedades antibacterianas (13).

Romero (2020), Trujillo busco6 el proposito de “Comparar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Citrus limon sobre cepas Streptococcus mutans ATCC 25175 y Streptococcus
sanguis ATCC 10556 se evalu6 cepas de Streptococcus reactivadas en caldo (30 placas de
Petri). Ademas, se prepararon aceites esenciales en concentraciones del 75% y el 100%. El
efecto antimicrobiano se evalud en 10 réplicas utilizando la técnica de Kirby-Bauer y se
colocaron discos de filtro en placas con agar Mueller-Hinton inoculado de Streptococcus

7



sanguis y mutans; se utiliz6 clorhexidina a una concentracion del 0,12% como control positivo
y SSEF/TWEEN 80 como control negativo. Las mediciones de los halos en cada disco dieron
los siguientes efectos: el diametro medio para Streptococcus mutans ATCC 25175 fue de 17,4
mm al 75%, 28,3 mm al 100%, 24,5 mm para clorhexidina al 0,12% y 0 para SSEF/Tween 80;
para Streptococcus sanguis ATCC 10556 fue de 20 mm al 75%, 30,8 mm al 100%, 15,4 mm
para clorhexidina al 0,12% y SSEF/Tween 80. La prueba ANOVA indic6 que las
concentraciones eran estadisticamente diferentes (p < 0,05) y la prueba DUNCAN indic6 que
el 100% tenia un mayor efecto sobre ambas variables. Los efectos observados del aceite

antimirobiano sugieren una posible aplicacion terapéutica en la prevencion de la caries dental

(14).

Sanchez et al. (2018), Guatemala buscé “Determinar la eficacia antibacteriana in vitro del
jugo de limon criollo (Citrus aurantifolia Swingle), persa (Citrus latifolia Tanaka) real (Citrus
limon Burm), lima (Citrus limetta Risso) y jugo de limon comercializado (Rabinal®) contra
Staphylococcus aureus meticilino resistente (aislado clinico) y Streptococcus f-hemolitico del
grupo A a ATCC 19615 de octubre a noviembre del 2017, se llevd a cabo un estudio
experimental, se utiliz6 el procedimiento Bauer-Kirby, en €1, impregnaron papel de filtro y se
modificé el procedimiento para dejar caer zumo de citricos al 25%, 50%, 75% y 100% en agar
Mueller-Hinton. Como resultado de la utilizacion de la técnica 1, cuatro tipos diferentes de
zumo de limon mostraron un efecto inhibidor in vitro frente al Streptococcus B-hemolyticus
beta-hemolitico del grupo A a una concentracion del 75%. Del mismo modo, la técnica 2
mostro este efecto a una concentracion del 50%. Se utiliz6 la prueba de Wilcoxon para
determinar si los citricos estudiados inhibian al Streptococcus B-hemolitico del grupo A y al
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, y se obtuvo un valor p de 0,8.

CONCLUSIONES: El efecto inhibitorio de zumo de limoén estudiada es evidente, pero ninguna



de las variedades estudiadas supera la eficacia antibacteriana in vitro del control positivo a la

azitromicina (15).

Sun et al. (2018), China busco “Investigar los efectos de las concentraciones inhibitorias
subminimas (CI subminimas) de LEO sobre la tolerancia a los dacidos y la formacion de
biopeliculas de Streptococcus mutans (S. mutans) y revelar de forma preliminar los posibles
mecanismos subyacentes”, Estudio experimental donde se investigaron los efectos de LEO en
la tolerancia al acido y la formaciéon de biopeliculas de S. mutans mediante el método de
dilucion en caldo y el método de tincidn con violeta cristal, respectivamente. Ademas, se
seleccionaron los polifenoles del t¢ (TP), un importante inhibidor natural de los factores de
virulencia cariogénicos, y el limoneno (LIM), el principal componente de LEO, como
comparaciones para evaluar los efectos de LEO. Resultados: Los sub-MICs de LEO, LIM y TP
mostraron una inhibicion dependiente de la dosis del crecimiento de S. mutans a un pH que
oscilaba entre 4,0 y 7,0. La formacion de biopelicula de S. mutans se inhibi6é notablemente y
los indices inhibitorios de LEO, LIM y TP fueron del 97,87%, 94,88% y 96,01%
respectivamente a 1/2 CMI. Del mismo modo, se observo una regulacion a la baja en la
expresion de los genes luxS, srtA y spaP a niveles inferiores a la CMI. Conclusiones: Los

efectos de LEO fueron similares o ligeramente superiores a los de LIM y TP (16).

Estrada (2017), Cusco busco “Determinar el efecto antibacteriano In Vitro del aceite esencial
del limon en diferentes concentraciones (50%,75% y 100%) sobre el Streptococcus mutans
ATCC 251757, se aplicaron diferentes concentraciones de citrus limon a Streptococcus mutans.
En el caso del aceite esencial de limoén citrico, el diametro fue de 6,50 mm al 50%, de 13,57
mm al 75% y de 14,78 mm al 100%. Los resultados indican que el compuesto tiene actividad
antibacteriana al 75% y al 100% de inhibicion, pero ninguna actividad contra Streptococcus
mutans ATCC®25175TM al 50% de inhibicion. Estas pruebas se realizaron utilizando la escala
de Duraffourd, los halos en el aceite esencial de Citrus Limon se midieron en 6,50 mm al 50%,
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13,57 mm al 75% y 14,78 mm al 100%. Se observo que el aceite presentaba una eficacia
antibacteriana al 75% y al 100% con una sensibilidad de (+) y ++ respectivamente. En
consecuencia, esta investigacion descubrid que la eficacia antibacteriana del aceite esencial de
Citrus lim6n a una concentracion del 50% contra Streptococcus mutans ATCC®25175TM era
nula (-). En resumen, cuando se realizaron tres evaluaciones con aceite esencial de Citrus limon

al 75%, el halo inhibitorio fue significativamente mas amplio que el observado al 100% (17).

Baca y Yabar (2016), Cusco buscd “determinar 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, estudio prospectivo, longitudinal, experimental, se manejo la extraccién por
traccion de vapor extrayendo los compuestos esenciales de estas plantas. Se compararon con
gluconato de clorhexidina al 0,12%. A las cepas de Streptococcus mutans se les afiadio el
estandar de control y 10 ul aceite esencial. Para determinar la eficacia del agente antibacteriano,
se midio los halos al cabo de 24 horas. Los diametros de los halos fueron para el aceite esencial
de Citrus Sinesis (Naranja) y (14. 667 mm) para el aceite de Citrus aurantifolia swingle (limon).
El analisis POST HOC ANOVA revel6 diferencias estadisticamente significativas en los
diametros de los halos, mientras que TUKEY HSD evidencio el aceite esencial més eficaz.
Concluyeron que, las cepas con Streptococcus mutans ATCC 25175 son inhibidas mas
eficazmente por las propiedades antibacterianas de los aceites esenciales Verbena Limon,
Orégano, Hinojo y Naranja. En cambio, el aceite esencial del limén no tiene actividad

antibacteriana (18).

2.2 Bases teoricas

2.2.1. Streptococcus mutans ATCC 25175
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Hay un cambio gradual dentro de la lesion cariosa desde bacterias Gram (+) anaerobicas
facultativas, que predominan en las primeras etapas de la degradacion del tejido dental, hasta
bacterias Gram (+) y Gram (-) anaerdbicas estrictas, que se vuelven mas prevalentes en la caries
avanzada. Actualmente se desconocen los determinantes de esta secuencia de microbiota, las
bacterias se asocian con la formacion de lesiones cariosas de las siguientes maneras: Los
estreptococos son cocos anaerobicos facultativos Gram (+) que son patdgenos oportunistas de
caries dental y endocarditis infecciosa. Estan compuestos por cadenas cortas de cuatro a seis
cocos y tienen de 0,5 a 0,8 um de diametro. Los estreptococos son miembros de la flora
microbiana. Streptococcus mutans ATCC 25175 es la bacteria mas estudiada en la cavidad

bucal; sus componentes patdogenos incluyen (19):

a. Acidogeno, acidirico y acidofilo.

b. Produce fructanos y glucanos.

c. Sintetizador de glucogeno.

d. Viable adhesivo facilitado por su proteina salival, que favorece la adhesion a una
superficie firme sin glucano; capacidades coagregadoras y agregativas mediadas por mutan,

una proteina receptora de mutan, y glucosiltransferasa.

e. La produccion de una bacteriocina con actividad contra diversos microorganismos.
Las glucosiltransferasas permiten que ATCC 25175 produzca glucanos insolubles iniciado con
sacarosa dietética; esta actividad enzimatica contribuye al desarrollo de la biopelicula dental

(20).

Varios estudios en animales de experimentacion han contribuido al conocimiento de si
Streptococcus mutans ATCC 25175 esta involucrado en la caries. El més importante de ellos
es el estudio de Keyes y Fitzgerald en 1960, que identificaron esta bacteria como el agente
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microbiano criogénico en la caries experimental en hamsteres. Segin Van Houte (1994),

Streptococcus mutans tiene un mayor porcentaje de flora cultivable (20)

Adhesion de Streptococcus mutans ATCC 25175 e inicio de la caries

ATCC 25175 es una cepa de Streptococcus mutans caracterizada por un fenotipo
homogéneo. Sin embargo, estudios recientes han demostrado un mayor grado de
heterogeneidad en bioquimica, genética y serologia. A nivel seroldgico se observa diversidad
enzimatica entre las diferentes especies de Streptococcus mutans. La serotipificacion es un

método valioso para evaluar grupos de diferentes especies de estreptococos e inmunologia

(20,21).

Se ha confirmado la funcion critica de la glucosiltransferasa de Streptococcus mutans en
el desarrollo de la placa bacteriana. La produccion de glucano en el esmalte por adsorcion de
glucosiltransferasa crea una matriz insoluble que promueve la formacion de placa y la

colonizacion microbiana (21).

Coagregacion Streptococcus mutans ATCC 25175

Posee la capacidad de adherirse a areas y afirma poder cooperar con otros estreptococos
y especies bacterianas. Mediante adhesion homoéloga, numerosas cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175 se aglutinan en respuesta a dextranos de alto peso molecular. Ademas,
hay informes de que cepas especificas de ATCC 25175 se agregan con Nocardia, Neisseria y
Candida albicans mediante adhesion heterdloga. Los procesos son complejos e involucran una
variedad de constituyentes bacterianos, asi como variables externas, incluidos los patrones
dietéticos (particularmente la ingesta de sacarosa), que pueden afectar la abundancia relativa

de diversas bacterias que componen la capa (que es fermentada por Streptococcus mutans y
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Candida albicans, promoviendo asi un medio acido propicio para el crecimiento de ambas

especies) (21).

2.2.2. Citrus limoén (Limén)

Originarios de las regiones tropicales de Asia y de las islas malayas, ahora se cultivan en

todos los paises donde se cultivan citricos (20).

Se desconoce su origen (C. limon Burmann), pero la hibridacion de lima y sidra es la

hipotesis de su origen. (22)

- Arbol espinoso de mediana altura, sus pétalos son blancas a moradas con un centro
carmesi. Las hojas son ovaladas con puntas puntiagudas y bordes dentados. El fruto maduro es

ovalado, amarillo y consta de ocho a diez gajos. (22)

- Distribucion: Originaria del este de Asia. Cultivo generalizado en la region amazonica.

(22)

Taxonomia:

Mabberley establecid una clasificacion de los principales citricos en 1997, que fue

respaldada por los principales botanicos y simplifico y aclaré el género.

- Magnoliopsida es la clase del Reino/Division Plantae/Magnoliophyta 1. Rutaceae (23),

subclase Rosidae/Sapindales, familia Citrus.

Citrus es el género; Citroideae/Citreae es la subfamilia/tribu.

Elementos quimicos de Citrus limén:

Limoneno, un terpeno, sabineno, terpineno, o-pineno, B-pineno, p-cimeno
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Propiedades terapéuticas del limon

Fruto

- Para el dolor de garganta, hacer gargaras cada cuatro horas con una solucion de zumo

de limén en un vaso de agua con un chorrito de sal.

- Sangrado nasal: Aplicar dos gotas de jugo de limén en la zona del sangrado en la

cavidad nasal.

Caracha: Hervir el jugo de limon hasta obtener una consistencia oscura 'y viscosa y aplicar
sobre la "caracha". Limpiar la caracha con agua y detergente. Repite este proceso una vez al

dia hasta que desaparezca la “caracha”.

- Para tratar los resfriados, afiadir Vic-vaporub a medio limoén hervido. Clbrete con un

pafio e inhala los vapores durante diez minutos.

Para aliviar el dolor y la inflamacion, se recomienda aplicar jugo de limon tostado en la

incision. El jugo de limén fresco actua como desinfectante cuando se aplica sobre una lesion

(24).

2.3. Formulacion de hipétesis

2.3.1. Hipdtesis general

Hi Existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle

(limon sutil) a diferentes concentraciones sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.
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Ho No existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia
swingle (limon sutil) a diferentes concentraciones sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48

y 72 horas.

2.3.2. Hipotesis especificas

Hipotesis especifica N°1

Hi Existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle

(limon sutil) a 50% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Ho No existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia

swingle (limén sutil) a 50% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.
Hipotesis especifica N°2
Hi Existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle

(limon sutil) a 75% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Ho No existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia

swingle (limén sutil) a 75% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Hipotesis especifica N°3
Hi Existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle

(limon sutil) a 100% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Ho No existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia

swingle (limén sutil) a 100% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.
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CAPITULO III: METODOLOGIA

3.1. Método de la investigacion

Meétodo hipotético - deductivo partié de un conjunto dado de principios (25).

3.2. Enfoque de la investigacion

Enfoque cuantitativo, implico evaluacion cuantitativa de variables en multiples dimensiones

utilizando indicadores apropiados (26).

3.3. Tipo de investigacion

Aplicada donde realiz6 un analisis exhaustivo del tema, delimitando el fendmeno especifico
objeto de investigacion y estableciendo una metodologia estructurada para el proceso de

investigacion (26).

3.4. Diseiio de la investigacion

Disefio experimental para establecer una relacion causal, el investigador alterd un resultado
manipulando una variable de corte longitudinal: siguiendo a los mismos sujetos de

investigacion a lo largo del tiempo, se pudo observar el desarrollo de las particularidades y
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variables verificadas (27) y de alcance explicativo que va mas alla de la descripcion de

conceptos o fendmenos, asi como del establecimiento de relaciones entre conceptos (28).

Prospectiva: El proceso de recoleccion de datos comenz6 antes de los eventos a estudiar y

continta a medida que ocurren (27)

3.5. Poblacion, muestra y muestreo

3.5.1 Poblacion

Colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175.

3.5.2 Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

e Semillas de buena calidad.
e Contorno de cultivo sin contaminantes

e (Cepa autenticada.

Criterios de exclusion

e Semillas en mal estado.

e (Colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175 no refrigeradas antes de su activacion.

3.5.3 Muestra

Para el tamafio de la muestra en este estudio, se utilizo.

Donde: Za2 = 1.96; para un o =0.05
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7B =0.84; paraun  =0.20

S=0.8 (xI - x2) se asumi6 porque la investigacion de parametros de la variable de interés

no fue completa en estudios similares.

n=  (1.96+0.84)% 2(0.8)

(0.8)2

n =10 placas
Se utilizaron 10 placas petri por grupo de tratamiento, en un total de 40 placas.
3.5.4. Tipo de muestreo

Muestreo probabilistico que se refiere al método de utilizar la aleatoriedad para seleccionar
una muestra de una poblacion de modo que una muestra mas pequefia pueda dar resultados

fiables (29).
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3.6. Variables y operacionalizacion

Variable Definicion conceptual Definicion Dimension Indicador Escala de Escala valorativa

operacional medicion

Efecto Accion de un producto |Por medio de la Diametro del | mm <8mm Nula (-)

antibacterian antibacteriano contra |técnica se halo de Ordinal 8mm a 14mm Sensible (+)

0 sobre  |microorganismos (30). compararan los inhibicion 1Smm a 20mm Muy

streptococcus diametros de los sensible (++)

mutans halos. > a 20mm Sumamente

sensible (+++)

Extracto de |Proceso de extraccion |Se  utilizd  tres | Concentracion | Porcentaje de Continua 50%

semillas de |del principio activo de |concentraciones de | del aceite | concentracion 75%

citrus los componentes del |aceite esencial | esencial 100%

aurantifolia limén para obtener el |Citrus aurantifolia

swingle aceite esencial (31). swingle utilizada.

(limon)

Tiempo Magnitud fisica |Registro del efecto horas continua 24 horas

fundamental antibacteriano a las 48 horas

24, 48 y 72 horas 72 horas

registrado en la ficha

de observacion
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3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1. Técnica
Se utilizd la observacion estructural (32)
Procedimientos:

1. Obtencion de los aceites esenciales

El investigador recibid el aceite esencial extraido de las semillas de Limon de un laboratorio
en Lima. Las semillas fueron entregadas al laboratorio en condiciones ideales para preservar
sus propiedades quimicas y fisicas. También nos proporcionaron un certificado de analisis

detallando las propiedades y caracteristicas de ambos aceites.

La metodologia de elaboracion de aceite esencial de las semillas de Citrus aurantifolia

swingle consistio en lo siguiente:

a) Equipos

Estufa microbiologica, refrigeradora, balanza digital, licuadora.

b) Materiales

360g de semillas de Citrus aurantifolia swingle, viales de vidrio &mbar de 10mL, pinza de
acero inoxidable, papel aluminio, agua destilada, cocinilla a gas propano, aparato Clevenger,

balén de vidrio borosilicato de 500mL.

c) Seleccion:

Se separd las semillas de Citrus aurantifolia swingle del fruto. Se escogieron aquellos frutos
libres de manchas y perforaciones por insectos (33). En total, resulté 360g de semillas pesados

en una balanza digital.

d) Secado.
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Las semillas de Citrus aurantifolia swingle se secaron sobre papel aluminio en estufa

microbiologica a 60 °C por 6 horas.

e)

)

h)

1))

Molienda: Posteriormente se procedio6 a realizar la molienda de las semillas secas en

una licuadora comun hasta que pulverizar completamente (33).

Pesado. A partir del polvo obtenido, se pesaron 120 g de semillas deshidratadas y se

coloco en un balén de vidrio borosilicato “Pirex” de 500 ml: repitiéndose tres veces.

Hidrodestilacién: Se procedid a la hidrodestilacion de la semillas deshidratadas y
molidas por arrastre de vapor mediante el aparato Clevenger para obtener aceite
esencial. Para generar el vapor dentro del balon de extraccion con las semillas molidas
se coloco 130mL de agua destilada. Luego, se procedié a darle calor hasta su ebullicion
en una cocinilla por 60 minutos (34). La mezcla de vapor y aceite se condensa y separa,

resultando en un aceite esencial puro.

Decantacion: Se realiz6 para separar el aceite esencial de semillas de Citrus aurantifolia
swingle al 100% del agua (hidrolato), extrayéndola antes de obtener el aceite esencial,
ya que la misma tuvo una densidad menor a la del agua y por ello, pudo separarse

facilmente. Ademas, este proceso fue favorecido por el aparato Clevenger.

Envasado y almacenado: El aceite esencial de semillas de Citrus aurantifolia swingle
al 100%, se enfrasco gota a gota del tubo graduado del aparato Clevenger a un vial de
vidrio &mbar pequefio una cantidad de 3ml aproximadamente de aceite esencial. Luego,

se almaceno el frasco ambar con el aceite en refrigeracion a 5°C.

Diluciones: El aceite esencial de semillas de Citrus aurantifolia swingle al 100% se
procedi6 a diluir con aceite mineral estéril para obtener las concentraciones de aceite
esencial de semillas de Citrus aurantifolia swingle al 50% y 75

%. Estas nuevas concentraciones de aceite esencial de semillas de Citrus aurantifolia
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swingle se colocaron en frascos ambar y se almacend en refrigeracion a 5°C hasta su
uso en los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana para preservar sus propiedades

quimicas y fisicas.

2. Adquisicion de la cepa

El investigador contd con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 que fueron llevados
al laboratorio (bajo la supervision del microbidlogo responsable) para realizar los

procedimientos de mantenimiento necesarios.

Para reactivar la cepa en estudio, la ampolla que contuvo el microorganismo liofilizado se
combino con esta sustancia durante cinco minutos. La mezcla resultante se sembrd entonces
en agar sangre de cordero. Luego la mezcla se incubd durante veinticuatro horas a 37°C en un
medio anaerdbico (matraz anaerdbico). Sino se observaba crecimiento durante este periodo, la

muestra se incubaba durante veinticuatro horas mas.

3. Método de preparacion de la cepa.

Para obtener colonias juveniles, se cultivaron cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
en tubos de ensayo que contenian medio tripticasa de soja y se incubaron a 37 °C en
condiciones microanaerdbicas. Después de 24 horas, los tubos se inocularon con medio
tioglicolato para lograr una turbidez de 0,5 en la escala de Marc Farland. Antes de la
inoculacion, los viales que contenian las bacterias investigadas se rotaron durante 30 segundos

entre las palmas de las manos para asegurar una distribucioén adecuada de los microorganismos.

4. Inoculacion de placas.

Después de ajustar la turbidez del indculo, se inocularon las bacterias en placas que
contenian agar Mueller Hinton. Esto se hace sumergiendo una sonda estéril en la solucion

inocente ajustada, girando la sonda para asegurar una inmersion completa. Se aplica presion a
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las paredes del tubo para eliminar el exceso de liquido de la esponja antes de retirarla. Luego
se utiliza el hisopo para inocular la placa de agar Mueller Hinton trazando rayas paralelas en

toda la superficie de la placa mientras se gira 60°.

5. Sembrado en placa de cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175:

Luego de obtener colonias del microorganismo, se retiraron de ambos asados utilizando una
esponja estéril y luego se diluyeron a un valor de 0,5 en la escala Mc. El estindar McFarland
se compard con Farland mediante una serie de diluciones utilizando agua destilada. Con una
esponja esterilizada se extiende esta ultima sobre la superficie del agar Miiller-Hinton en placas

de Petri.

6. Evaluacion de la actividad antimicrobiana.

En las placas inoculadas se practican orificios de 6 mm de didmetro. Luego se afiadieron 30
ulL de diferentes concentraciones a los pocillos creados por las placas, determinandose las
concentraciones experimentales por el diametro del halo producido. Las muestras se incubaron
anaerobicamente a 37°C durante 24 horas. Luego se realizaron mediciones directas con vernier

digital de las zonas de inhibicion.

7. Pruebas de susceptibilidad

Los diametros de inhibicion se clasificaron seglin la escala de Duraffourd, que se utilizo

para establecer la accion inhibidora in vitro:

- Nula (-) para didmetros inferiores a 8 mm.

- Sensible +) para diametros de hasta 14 mm.

- Muy sensible ++) para didmetros de 14 a 20 mm.

- Sumamente sensible +++) para didmetros superiores a 20 mm.
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3.7.2. Descripcion de instrumentos

El instrumento de medicion utilizado en esta investigacion fue un vernier. Disefiado
especificamente para medir la unidad de longitud, este instrumento calibrado fue confiable
debido a su certificacion con la norma de calidad ISO 9001 y la marca MITUTOYO, modelo
500-157-30. Las zonas de inhibicion se documentaron en un formulario de recopilacion de

datos disefiado especificamente para la investigacion.

3.7.3. Validacion y confiabilidad

Para aumentar la validez, credibilidad y confiabilidad de este estudio, se realiz6 una prueba
intraevaluador. Durante esta prueba, el investigador fue instruido y calibrado directamente por
un microbidlogo, autoridad en la materia, sobre el examen visual de la placa de Petri y la
determinacion de la zona de inhibicion. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante
el método estadistico Kappa-Cohen donde se obtuvo un coeficiente de 1.00 con un resultado

considerado como concordancia muy buena.
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3.8. Plan de procesamiento y analisis de datos

Se realizaron analisis estadisticos multivariados, univariados y bivariados utilizando el Paquete
Estadistico (SPSS) 26.0.

Analisis univariante de las medidas centrales (media y mediana) y dispersion (desviacion
estandar y varianza) que derivaron de las variables cuantitativas.

Analisis bivariado Se examin6 la correlacion entre las variables, mediante la prueba U de
Mann-Whitney para muestras independientes y Wilconxon para muestras dependientes ambos
en ausencia de distribucion normal.

Analisis multivariado Se realizd un andlisis de la correlacion entre variables. Se utilizo
Kruskal-Wallis para comparacion de por cada tiempo de evaluacion (muestras independientes)

y Friedman para las diferencias en los tres tiempos de evaluacion (muestras dependientes).

3.9. Aspectos éticos

Ademas de ser aprobada por la escuela para realizar esta investigacion, la 29" Asamblea
Meédica reviso y ratifico la Declaracion de Helsinki, cuyos principios se siguen en este estudio.
La Declaracion fue adoptada por la 18.* Helsinki en 1964, revisada en Fortaleza, Brasil, en
octubre de 2013, con la incorporacién adecuada de principios de bioseguridad y

consideraciones de dafio ambiental (35).
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Resultados

4.1.1. Analisis descriptivo

Tabla 1. Efecto antibacteriano de las concentraciones del aceite esencial de las semillas del

Citrus aurantifolia frente a S. mutans a las 24 horas.

X
Periodo de Tiempo DE Min Max.
mm Duraffourd*
Aceite esencial de Citrus
28,91 (+++) 4,958 22,28 36,76
aurantifolia al 100%
Aceite esencial de Citrus
19,64 (+) 3,326 15,51 27,07
aurantifolia al 75%
Aceite esencial de Citrus
12,94 ) 1,675 9,48 14,85
aurantifolia al 50%
Digluconato de
22,10 (+++) 1,031 19,68 23,32

clorhexidina al 0,12%

(*) Escala de sensibilidad de Duraffourd

25



Grafico 1. Efecto antibacteriano de las concentraciones del aceite esencial de las semillas del

Citrus aurantifolia frente a S. mutans a las 24 horas
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Interpretacion:

Se observa que el aceite de Citrus aurantifolia al 100% presentdé mayor promedio (28,91 +
4,958mm), seguido del aceite de Citrus aurantifolia al 75% (19,64 + 3,326mm) y del aceite de
Citrus aurantifolia al 50% (12,94 + 1,675mm) frente a S. mutans ATCC 25175 a las 24 horas.
El control positivo de ensayo, digluconato de clorhexidina al 0,12%, tuvo un promedio de 22,10
+ 1,03lmm. Ademas, se puede decir que S. mutans es sumamente sensible (+++) frente al
Citrus aurantifolia al 100% y digluconato de clorhexidina al 0,12%, segiin la escala de
Duraffourd; Asimismo, S. mutans es muy sensible (++) y sensible (+) a Citrus aurantifolia al
75% y Citrus aurantifolia al 50%, respectivamente segin dicha escala de sensibilidad antes

mencionada.
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Tabla 2. Efecto antibacteriano de las concentraciones del aceite esencial de las semillas

del Citrus aurantifolia (n=10) frente a S. mutans a las 48 horas

X
Periodo de Tiempo DE Min Max.
mm  Duraffourd*
Aceite esencial de Citrus
28,79 (+++) 4,956 22,15 36,61
aurantifolia al 100%
Aceite esencial de Citrus
(++) 3,322 15,39 26,94
aurantifolia al 75% 19,53
Aceite esencial de Citrus
12,81 ) 1,657 9,40 14,80
aurantifolia al 50%
Digluconato de
21,97 (++1) 1,059 19,44 23,16

clorhexidina al 0,12%

(*) Escala de sensibilidad de Duraffourd.
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Grafico 2. Efecto antibacteriano de las concentraciones del aceite esencial de las semillas del

Citrus aurantifolia frente a S. mutans a las 48 horas.
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Se observa que el aceite de Citrus aurantifolia al 100% presentdé mayor promedio (28,79 +
4,956mm), seguido del aceite de Citrus aurantifolia al 75% (19,53 + 3,322mm) y del aceite de
Citrus aurantifolia al 50% (12,81 + 1,657mm) frente a S. mutans ATCC 25175 a las 48 horas.
El control positivo de ensayo, digluconato de clorhexidina al 0,12%, tuvo un promedio de 21,97
+ 1,059mm. Ademads, se puede decir que S. mutans es sumamente sensible (+++) frente al
Citrus aurantifolia al 100% vy digluconato de clorhexidina al 0,12%, segiin la escala de
Duraffourd; Asimismo, S. mutans es muy sensible (++) y sensible (+) a Citrus aurantifolia al
75% y Citrus aurantifolia al 50%, respectivamente segin dicha escala de sensibilidad antes

mencionada a las 48 horas de estudio.
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Tabla 3. Efecto antibacteriano de las concentraciones del aceite esencial de las semillas del

Citrus aurantifolia frente a S. mutans comparado a las 72 horas.

X
Periodo de Tiempo DE Min Max.
mm Duraffourd*
Aceite esencial de Citrus
28,67 (+++) 4,959 22,00 36,45
aurantifolia al 100%
Aceite esencial de Citrus
(++) 3,306 15,95 26,71
aurantifolia al 75% 19,39
Aceite esencial de Citrus
12,68 ) 1,650 9,29 14,66
aurantifolia al 50%
Digluconato de
21,86 (+++) 1,050 19,35 23,05

clorhexidina al 0,12%

(*) Escala de sensibilidad de Duraffourd.

29



Grafico 3. Efecto antibacteriano de las concentraciones del aceite esencial de las semillas del

Citrus aurantifolia frente a S. mutans a las 72 horas.
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Se observa que el aceite de Citrus aurantifolia al 100% presentdé mayor promedio (28,67 +
4,959mm), seguido del aceite de Citrus aurantifolia al 75% (19,39 + 3,306mm) y del aceite de
Citrus aurantifolia al 50% (12,68 + 1,650mm) frente a S. mutans ATCC 25175 a las 72 horas.
El control positivo de ensayo, digluconato de clorhexidina al 0,12%, tuvo un promedio de 21,86
+ 1,050mm. Ademas, se puede decir que S. mutans es sumamente sensible (+++) frente al
Citrus aurantifolia al 100% y digluconato de clorhexidina al 0,12%, segun la escala de
Duraffourd; Asimismo, S. mutans es muy sensible (++) y sensible (+) a Citrus aurantifolia al
75% y Citrus aurantifolia al 50%, respectivamente segun dicha escala de sensibilidad antes

mencionada a las 72 horas de estudio.
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4.1.2 Prueba de hipétesis

Prueba de hipdtesis general

Hipotesis estadistica general

Hi Existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle (limén
sutil) a diferentes concentraciones sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Ho No existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle
(limén sutil) a diferentes concentraciones sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Nivel de significancia: 95% y alfa = 0.05

Estadistico de prueba:
1. Para muestras independientes: Kruskall Wallis- U de Mann Whitney (comparacion de
por cada tiempo de evaluacion)
2. Para muestras dependientes: Friedman — Wilconxon (diferencias en los tres tiempos de
evaluacion)

Criterio de seleccion

Si p-valor <0.05 se rechaza la Ho

Si p — valor > 0.05 se acepta la Ho

Tabla 4. Prueba Kruskal Wallis y U de Mann Whitney en las comparaciones multiples de los

efectos antibacterianos de las concentraciones de Citrus aurantifolia.

Sustancia de prueba Prueba de Mann Whitney (Valor p)

24 horas 48 horas 72 horas
Citrus aurantifolia al 100% vs. al 75% 0,001 0,001 0,001
Citrus aurantifolia al 100% vs. al 50% 0,000 0,000 0,000
Citrus aurantifolia al 75% vs. al 50% 0,000 0,000 0,000

31



Citrus aurantifolia al 100% vs. 0,001 0,001 0,001
Digluconato de clorhexidina al 0,12%
Citrus aurantifolia al 100% vs. Actividad 0,000 0,000 0,000

nula de Escala de Duraffourd

Citrus aurantifolia al 75% vs. Actividad 0,000 0,000 0,000

nula de Escala de Duraffourd

Citrus aurantifolia al 50% vs. Actividad 0,000 0,000 0,000
nula de Escala de Duraffourd

PRUEBA DE KRUSKAL WALLIS 0,000 0,000 0,000

Se observo que el Citrus aurantifolia al 100%; al 75% y al 50% (p<0,05), presentd efecto
antibacteriano frente a Streptococcus mutans a las 24, 48 y 72 horas, puesto que las sustancias de
prueba sefialadas fueron significativamente superiores a la actividad considerada nula en la escala
de sensibilidad de Duraffourd. Asimismo, se puede decir que el mayor promedio lo tuvo el aceite
esencial de Citrus aurantifolia al 100% (p<0,05) con respecto a las demds sustancias de prueba y

en los tres periodos de tiempo evaluados en el presente estudio.

Tabla 5. Prueba de Friedman y Wilconxon en las diferencias de los efectos antibacterianos de

las concentraciones de Citrus aurantifolia en los tres tiempos de evaluacion.

Valor p
Prueba de Wilcoxon
Sustancia de prueba Prueba de
24y 48 24y 72 48y 72
Friedman
horas horas horas
Citrus aurantifolia al 100% 0,000 0,005 0,005 0,005
Citrus aurantifolia al 75% 0,000 0,005 0,005 0,005
Citrus aurantifolia al 50% 0,000 0,005 0,005 0,005
Digluconato de
0,000 0,005 0,005 0,005

clorhexidina al 0,12%
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Se observo que existen diferencias significativas a las 24 y 48 horas (p<0,05) de incubacion, a las
24 y 72 horas (p<0,05) y a las 48 y 72 horas de estudio para Citrus aurantifolia al 100%, al 75%,
al 50% y el digluconato de clorhexidina al 0,12%. Por lo cual, queda demostrado estadisticamente
que el mayor efecto antibacteriano para las tres concentraciones de la semilla de Citrus aurantifolia
y el control positivo, digluconato de clorhexidina al 0,12% frente a Streptococcus mutans se

evidencia a las 24 horas de incubacion.

Tabla 6. Prueba U de Mann Whitney para el efecto antibacteriano de las semillas de Citrus

aurantifolia a diferentes concentraciones sobre Streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Valor p
Sustancia de prueba
24 horas 48 horas 72 horas
Citrus aurantifolia al 100% vs. Actividad
0,000 0,000 0,000
nula de Escala de Duraffourd
Citrus aurantifolia al 75% vs. Actividad
0,000 0,000 0,000
nula de Escala de Duraffourd
Citrus aurantifolia al 50% vs. Actividad
0,000 0,000 0,000

nula de Escala de Duraffourd

Toma de decision:

El valor p fue de 0,000 en los tres periodos evaluados, el cual es menor al valor alfa (0=0,05),
para las comparaciones de las tres concentraciones de la semilla de Citrus aurantifolia, lo cual
evidencio que existid efecto antibacteriano frente a S. mutans.

Con el 95 % de confianza, se pudo afirmar que “Existe efecto antibacteriano del extracto de las
semillas de Citrus aurantifolia swingle (limén sutil) a diferentes concentraciones sobre el

Streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas”
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Prueba de hipotesis especifica 1

Hipodtesis estadistica N° 1

Hi Existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle (limén
sutil) a 50% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Ho No existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle
(limon sutil) a 50% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Tabla 7. Prueba U de Mann Whitney para el efecto antibacteriano de semillas de Citrus

aurantifolia al 50% sobre S. mutans a las 24, 48 y 72 horas.

Valor p
Sustancia de prueba

24 horas 48 horas 72 horas
Citrus aurantifolia al 50% vs. Actividad nula

0,000 0,000 0,000

de Escala de Duraffourd

Toma de decision:

El valor de p fue de 0,000 en los tres periodos evaluados, el cual es menor al valor alfa (0=0,05),
para la comparacion de la semilla de Citrus aurantifolia al 50% con la actividad nula de Escala
de Duraffourd, lo cual evidenci6 que existio efecto antibacteriano frente a S. mutans. Por ello,
con el 95 % de confianza, se pudo afirmar que “Existe efecto antibacteriano del extracto de las
semillas de Citrus aurantifolia swingle (limon sutil) a 50% sobre el Streptococcus mutans, a

las 24, 48 y 72 horas”.
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Prueba de hipédtesis especifica 2
Hipdtesis estadistica 2
Hi Existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle (limén

sutil) a 75% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Ho No existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle

(limon sutil) a 75% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Tabla 8. Prueba U de Mann Whitney para el efecto antibacteriano de semillas de Citrus

aurantifolia al 75% sobre S. mutans a las 24, 48 y 72 horas.

Valor p
Sustancia de prueba
24 horas 48 horas 72 horas
Citrus aurantifolia al 75% vs. Actividad
0,000 0,000 0,000

nula de Escala de Duraffourd

Toma de decision:

El valor de p fue de 0,000 en los tres periodos evaluados, el cual es menor al valor alfa (0=0,05),
para la comparacion de la semilla de Citrus aurantifolia al 75% con la actividad nula de escala
de sensibilidad de Duraffourd, lo cual evidencidé que existid efecto antibacteriano frente a
Streptococcus mutans. Por ello, con el 95 % de confianza, se pudo afirmar que “Existe efecto
antibacteriano del extracto de las semillas de Citrus aurantifolia swingle (limoén sutil) a 75%

sobre el Streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas”.
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Prueba de hipotesis especifica 3
Hipdtesis estadistica 3
Hi Existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle (limoén

sutil) a 100% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Ho No existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de citrus aurantifolia swingle

(limon sutil) a 100% sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas.

Tabla 9. Prueba U de Mann Whitney para el efecto antibacteriano de semillas de Citrus

aurantifolia al 100% sobre S. mutans a las 24, 48 y 72 horas.

Valor p
Sustancia de prueba
24 horas 48 horas 72 horas
Citrus aurantifolia al 100% vs. Actividad
0,000 0,000 0,000

nula de Escala de Duraffourd

Toma de decision:

El valor de p fue de 0,000 en los tres periodos evaluados, el cual es menor al valor alfa (0=0,05),
para la comparacion de la semilla de Citrus aurantifolia al 100% con la actividad nula de escala
de sensibilidad de Duraffourd, lo cual evidencidé que existid efecto antibacteriano frente a

Streptococcus mutans.

Con el 95 % de confianza, se pudo afirmar que “Existe efecto antibacteriano del extracto de las
semillas de Citrus aurantifolia swingle (limon sutil) a 100% sobre el Streptococcus mutans, a

las 24, 48 y 72 horas”.
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4.2. Discusion

En este estudio, se utilizaron las diferentes concentraciones de las semillas de Citrus
aurantifolia para examinar la efectividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans ATCC
25175 y se encontrd efectividad antibacteriana a las 24, 48 y 72 horas que respaldan la
aprobacion de la hipotesis del estudio; se obtuvo efectividad antimicrobiana frente
al Streptococcus mutans, comparado con el grupo control positivo empleado (digluconato de

clorhexidina al 0,12%).

Se observo que en las 24, 48 y 72 horas frente a S. mutans ATCC 25175 las semillas de
Citrus aurantifolia al 100% presentd promedio de (28,91 £ 4,958mm) (28,79 + 4,956mm)
(28,67 + 4,959mm) respectivamente, al 75% (19,64 + 3,326mm) (19,53 + 3,322mm) (19,39 +
3,306mm) respectivamente y al 50% (12,94 + 1,675mm) (12,81 + 1,657mm) (28,67 +
4,959mm) respectivamente y el control positivo de ensayo, digluconato de clorhexidina al
0,12%, tuvo un promedio de 22,10 = 1,031mm; 21,97 + 1,059mm y 21,86 £ 1,050mm en los
tres tiempos evaluados respectivamente, siendo similar a lo obtenido por Romero (2020)
donde las mediciones del el diametro medio de los halos para Streptococcus mutans ATCC
25175 fue de 17,4 mm al 75%, 28,3 mm al 100%, 24,5 mm para clorhexidina al 0,12% (14),
esta similitud se puede deber a que se utiliz6 la técnica de Kirby-Bauer y se colocaron discos
de filtro en placas con agar Mueller-Hinton; los resultados de Espinoza et al. (2022) demostrd
la accidn antibacteriana del Limon al 75% y 100% con medidas de 47,96 mm y 16,31 mm,
respectivamente (11) similar a este estudio sin embargo, debemos considerar que evaluaron
cepas de Cutibacterium acnes ATCC 6919 que es un bacilo grampositivo anaerdbico que forma
parte de la flora comensal de la piel, predominantemente en las glandulas sebaceas, asi mismo
los resultados de Denkova-Kostova et al (2020) evidenciaron que el aceite de cdscara de limon

presenta actividad antimicrobiana frente a microorganismos saprofitos y patégenos (12).
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Espinel (2020) por su lado, encontr6 que los aceites basicos de limén tienen
propiedades antibacterianas e indican que C. aurantifolia mostr6 una actividad de control
superior frente a S. aureus, mientras que C. lantifolia mostré una actividad de control superior
frente a E. coli (13) coincidiendo con los resultados sobre la accion antibacteriana en diferentes
concentraciones y debemos mencionar que el estudio de Espinel evalu6 otras bacterias, lo que

bien podria haber influido en la concentracioén de los componentes quimicos antibacterianos.

Sin embargo, estos resultados discrepan con el estudio realizado por Sanchez et al.
(2018) quién evaluo diferentes tipos de limon entre ellos el Citrus aurantifolia Swingle) 25%,
50%, 75% y 100% en agar Mueller-Hinton frente a Staphylococcus aureus meticilino
resistente (aislado clinico) y Streptococcus [-hemolitico del grupo A a ATCC 19615, y
establecid que el efecto inhibitorio de zumo de limon estudiada es evidente, pero ninguna de
las variedades estudiadas supera la eficacia antibacteriana in vitro del control positivo a la
azitromicina (15). Probablemente estas diferencias se deban a que Sdnchez empled otras
bacterias que causan una amplia variedad de infecciones de piel y partes blandas asi como
faringitis o infecciones cutdneas hasta enfermedades invasivas como bacteriemia, artritis
séptica, neumonia, sindrome del shock téxico o sepsis puerperal asi mismo estos resultados
discrepan con Estrada (2017) quien encontré diametros de 6,50 mm al 50%, de 13,57 mm al
75% y de 14,78 mm al 100% y establecio que el compuesto tiene actividad antibacteriana al
75% y al 100% de inhibicion, pero ninguna actividad al 50% de inhibicion (17).

Asi mismo, resultados totalmente diferentes al estudio de Baca y Yabar (2016) quien
para determinar la eficacia midio los halos al cabo de 24 horas y encontraron diametros de 14.
667 mm para el aceite de Citrus aurantifolia swingle demostrando que el aceite esencial del

limo6n no tiene actividad antibacteriana (18)
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Respecto al Streptococcus mutans se puede decir que es sumamente sensible (+++)
frente al Citrus aurantifolia al 100% y digluconato de clorhexidina al 0,12%, segln la escala
de Duraffourd; Asimismo, S. mutans es muy sensible (++) y sensible (+) a Citrus aurantifolia
al 75% y Citrus aurantifolia al 50%, respectivamente seglin dicha escala de sensibilidad antes
mencionada a las 24, 48 y 72 horas de estudio discrepando con los encontrado por Estrada
(2017) quien encontrd6 que en la escala de Duraffourd, el aceite presentaba una eficacia
antibacteriana al 75% y al 100% con una sensibilidad de (+) y ++ respectivamente. En
consecuencia, esta investigacion descubri6 que la eficacia antibacteriana del aceite esencial de
Citrus lim6n a una concentracion del 50% contra Streptococcus mutans ATCC®25175TM era

nula (-) (17).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Primera:

Existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de Citrus aurantifolia swingle en las
concentraciones de 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans a las 24, 48 y 72 horas;
donde el efecto antibacteriano de las semillas de Citrus aurantifolia swingle al 100% fue mayor
en los tres periodos de tiempo evaluados, asi mismo se evidencia que el mayor efecto
antibacteriano frente a S. mutans fue a las 24 horas para las tres concentraciones y también,

para el digluconato de clorhexidina al 0,12%, el cual fue el control positivo del ensayo.

Segunda:

Existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de Citrus aurantifolia swingle (limén
sutil) a 50% sobre el Streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas; donde el S. mutans fue

sensible frente a las semillas de Citrus aurantifolia swingle al 50%.

Tercera:
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Existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de Citrus aurantifolia swingle (limén
sutil) a 75% sobre el Streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas; donde el S. mutans fue

muy sensible frente a las semillas de Citrus aurantifolia swingle al 75%.

Cuarta:
Existe efecto antibacteriano del extracto de las semillas de Citrus aurantifolia swingle (limén
sutil) a 100% sobre el Streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72 horas; donde el S. mutans fue

sumamente sensible frente a las semillas de Citrus aurantifolia swingle al 100%.

5.2. Recomendaciones

Primera:

Se recomiendan incrementar la produccion del extracto de las semillas de Citrus aurantifolia
swingle (limon sutil) por tener actividad antibacteriana frente al Streptococcus mutans causante

de enfermedades orales.

Segunda:

Se sugiere realizar futuras investigaciones analizando las diferentes concentraciones en otros
tipos de bacterias del medio bucal.

Tercera:

Se recomienda continuar evaluando el extracto de las semillas de Citrus aurantifolia swingle
(limén sutil), posteriormente, identificar y aislar los metabolitos secundarios causantes de tal

efecto.
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Anexo 1: Matriz de consistencia

FORMULACION DEL OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DISENO METODOLOGICO
PROBLEMA
Problema general: Objetivo general: 33.1. Método de la investigacion:
Efecto antibacteriano sobre Meétodo hipotético -
(Qué efecto antibacteriano del | Determinar el efecto antibacteriano del | Hi Existe efecto | streptococcus mutans. deductivo partiendo de un conjunto

extracto de las semillas de citrus
aurantifolia swingle (limén sutil) a
diferentes concentraciones sobre el
streptococcus mutans, a las 24,48 y 72
horas?

Problema especificos

1- (Cual es el efecto antibacteriano del
extracto de las semillas de citrus
aurantifolia swingle (limén sutil) a
50% sobre el streptococcus mutans, a
las 24, 48 y 72 horas?

2- ;Cual es el efecto antibacteriano del
extracto de las semillas de citrus
aurantifolia swingle (limén sutil) a
75% sobre el streptococcus mutans, a
las 24, 48 y 72 horas?

3- ;/Cual es el efecto antibacteriano del
extracto de las semillas de citrus
aurantifolia swingle (limén sutil) a
100% sobre el streptococcus mutans, a

las 24, 48 y 72 horas?

extracto de las semillas de citrus
aurantifolia swingle (limoén sutil) a
diferentes concentraciones sobre el

streptococcus mutans, a las 24, 48 y 72
horas.

Objetivos especificos

1- Establecer el efecto antibacteriano del
extracto de las semillas de citrus
aurantifolia swingle (limén sutil) a 50%
sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48
y 72 horas.

2- Establecer el efecto antibacteriano del
extracto de las semillas de citrus
aurantifolia swingle (limén sutil) a 75%
sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48
y 72 horas.

3- Identificar el efecto antibacteriano del
extracto de las semillas de citrus
aurantifolia swingle (limén sutil) a 100%
sobre el streptococcus mutans, a las 24, 48

y 72 horas.

antibacteriano del extracto
de las semillas de citrus
aurantifolia swingle
(limoén sutil) a diferentes
concentraciones sobre el
streptococcus mutans, a
las 24, 48 y 72 horas.

Ho No existe efecto
antibacteriano del extracto
de las semillas de citrus
aurantifolia swingle
(limén sutil) a diferentes
concentraciones sobre el
streptococcus mutans, a

las 24, 48 y 72 horas.

Extracto de semillas de citrus

aurantifolia swingle (limon)

dado de principios.

3.2. Enfoque de la investigacion:
Enfoque cuantitativo, implic la
evaluacion cuantitativa de variables en
multiples dimensiones utilizando
indicadores apropiados.

3.3. Tipo de investigacion:
Aplicada realizando un analisis
exhaustivo del tema, delimitando el
fenémeno especifico objeto de
investigacion y estableciendo una
metodologia estructurada para el
proceso de investigacion.

3.4. Disefio de la investigacion:
Disefio experimental El investigador
intervino sobre una variable para
modificar un resultado, con fines de
observar una relacion causal.

Corte Longitudinal: Se realiz6 un
seguimiento a los mismos sujetos de

estudio por un largo periodo de tiempo,
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esto permitio ver la evolucion de
caracteristicas y variables observadas.
Prospectivo: El inicio del estudio es
anterior a los hechos estudiados, los
datos se recopilan a medida que se van

obteniendo.
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Anexo 2: Instrumento de recoleccion de datos

¢'e

“FICHA DE RECOLECCION DE DATOS”

Universidad
Norbert Wiener

“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO DE LAS SEMILLAS DEL
CITRUS AURANTIFOLIA SWINGLE (LIMON SUTIL) A DIFERENTES
CONCENTRACIONES SOBRE EL STREPTOCOCCUS MUTANS”

N° de Semillas de citrus aurantifolia swingle (limon)
repeticiones
50% 75% 100% Control
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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Anexo 03: Validacion del instrumento

(k4

Uni idad
bbb I VALIDACION DE INSTRUMENTO

|. DATOSGENERALES

1.1 Apdlidosy Nombresdel Experto: Omar Minaya Rondén

1.2 Cargo elnstitud6n donde labora: Docente Universidad Norbert Wiener

1.3 Nombre del instrumento motivo de evaluacién: Instrumento de recoleccion de datos.

1.4. Autor del instrumento: Arellano Brandan, Ruilita Adeli.

1.5Tftulo delalnvestigacién: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO DE LASSEMILLASDEL CITRUS
AURANTIFOLIA SWINGLE (LIMON SUTIL) A DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE EL
STREPTOCOCCUSMUTANS.

11.ASPECTO DE LA VALIDACION

Defidente Baja Regular Buena Muy buena
‘ CRITERIOS 1 2 ‘ 3 ‘ 4 5
1.CLARIDAD | Esta formulado con lenguaje apropiado. [ x
[ E st expresado en conductas [
2 OBJETIVIDAD ‘ AbeeRaklse X
| Adecuado a avance de la cienciay
3.ACTUALIDAD tecnologla : : X
4. ORGANIZACION Existe unaorganizacion légica | x
| Comprende|os aspectos de cantidad y [ |
ASIFICIENC “calidad en susitems. | %
Adecuado paravalorar aspectos del
6. INTENCIONALIDAD desarrollo de capacidades X
cognoscitivas.
Alineado alos objetivos de la | |
7.CONSISTENCIA investigaciony metodologia ‘ X
Entrelosindices indicadoresy las
8.COHERENCIA ‘ dimengones. ‘ X
| Laestrategia responde al propdsito del
9.METODOLOGIA estudio X
El instrumento es adecuado al tipo de
10. PERTINENCIA ‘ Investigacién. X
CONTEO TOTAL DE MARCAS 32 10
(realice el conteo en cadaunade |as categorias de |a escala) A B c T D E

Coeficiente de Validez = (1xA) + (2xB) + (3xC) + (4xD) + (5xE) = 0.84
50

111. CALIFICACION GLOBAL (Ubique el coeficiente de validez obtenido en el intervalo respectivo y marque con un aspa en el circulo

asociado)

Categorfa ] Intervalo
D esaprobado > [0,00-0,60]
Observado — > <0,60-0,70)
Aprobado X D <0,70-1,00]

IV. OPINION DE APLICABILIDAD: Aplicable

Lima, 06 de abril del 2024. Mg. €D. Mjnaya rondén Omar
Docente / Metoddlogo

DNI 25713506
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¢

Universidad
el S VALIDACION DE INSTRUMENTO

|. DATOSGENERALES

1.1 Apdlidosy Nombresdel Experto: Chilén Minaya L edy Johanna

1.2 Cargo elnstitudén donde labora: Docente Univerddad Norbert Wiener

1.3 Nombr e del instrumento motivo de evaluacién: Instrumento de recolecdén de datos.

1.4. Autor del instrumento: Arellano Brandén, Ruilita Adeli

1.5Titulo delalnvestigacién: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO DE LASSEMILLASDEL CITRUS
AURANTIFOLIA SWINGLE (LIMON SUTIL) A DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE EL
STREPTOCOCCUS MUTANS.

11.ASPECTO DE LA VALIDACION

CRITERIOS Defidente Baja Regular Buena Muy buena
1 3 4 5
1.CLARIDAD | Esté formulado con le uaje apropiado. X
ng
[ E st expresado en conductas [ |
2 OBJETIVIDAD observables X
Adecuado al avance de la cienciay
3.ACTUALIDAD ‘ tecnologia ‘ ‘ X
4. 0RGANIZACION Existe unaorganizacion légica X
| Comprende los aspectos de cantidad y [ [
5.SUFICIENCIA calidad en ais ftamma X
| Adecuado paravalorar aspectos del |
6. INTENCIONALIDAD desarrollo de capacidades X
cognoscitivas.
Alineado alos objetivos de la
7.CONSISTENCIA | invesigaciény metodologia. - | | X
| Entrelosindices indicadoresy las
8. COHERENCIA dimensiones. X
9. METODOLOGIA La estrategia responde al propésito del X
2 | estudio [
| El'instrumento es adecuado al tipo de
10. PERTINENCIA Investigacién. X
CONTEO TOTAL DE MARCAS ‘ | 82 10
(realice el conteo en cadaunade|as categorias de la escala) 2 T B T c T S E

Coeficiente de Validez = (1xA) + (2xB) + (3xC) + (4xD) + (5xE) = 0.84
50

111. CALIFICACION GLOBAL (Ubique el coeficiente de validez obtenido en el intervalo respectivo y marque con un aspa en el circulo

asociado)

Categorfa ’ Intervalo
D esaprobado < > [0,00 - 0,60
Observado & <0,60-0,70]
Aprobado [ <0,70-1,00)

IV. OPINION DE APLICABILIDAD:

Lima, 5 de abril del 2024 /%
ocent® / Metoddlogo

DNI 40505773
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(4

Uni idad
Unberaiad VALIDACION DE INSTRUMENTO

|. DATOSGENERALES

1.1 Apdlidosy Nombresdel Experto: Enzo Renato VialeOré

1.2 Cargo elnstitud6n donde labora: Docente Universdad Norbert Wiener

1.3 Nombre del instrumento motivo de evaluacién: |nstrumento de recolecdén de datos.

1.4. Autor del instrumento: Arellano Brandén, ruilita Adeli

1.5Titulo delalnvestigacién: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO DE LASSEMILLASDEL CITRUS
AURANTIFOLIA SWINGLE (LIMON SUTIL) A DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE EL
STREPTOCOCCUSMUTANS.

11.ASPECTO DE LA VALIDACION

CRITERIOS Defidente Baja Regular Buena Muy buena
| 1 2 | 3 | 4 5
1. CLARIDAD Eta formulado con lenguaje apropiado. : X
E gté expresado en conductas | |
2 OBJETIVIDAD obaaniahlaa X
Adecuado al avance de la cienciay
3.ACTUALIDAD tecnologia | ‘ X
4. ORGANIZACION Existe unaorganizacion logica X
Comprende los aspectos de cantidad y ‘
5. SUFICIENCIA calidad en susitems ‘ X
Adecuado paravalorar aspectos del
6. INTENCIONALIDAD desarrollo de capacidades X
| cognoscitivas. |
Alineado alos objetivos de la |
”7. CONSISTENCIA | invesigaiony metodologia. | | | | X
| Entrelosindices indicadoresy las |
8. COHERENCIA T eRa ohea: ‘ X
9. METODOLOGIA | Laestrategia responde al propdsito del [ X
; estudio
El instrumento es adecuado al tipo de
10. PERTINENCIA Investigacion. X
[ |
CONTEO TOTAL DE MARCAS 32 10
(realice el conteo en cadaunade |as categorias de la escala) A B c D E

Coeficiente de Validez = (1xA) + (2xB) + (3xC) + (4xD) + (SxE) = 0.84
50

111. CALIFICACION GLOBAL (Ubique el coeficiente de validez obtenido en el intervalo respectivo y marque con un aspa en el circulo

asociado)

Categoria ] Intervalo
D esaprobado & > (0,00 - 0,60]
Observado O <0,60- 0,70]
Aprobado (S <0,70-1,00]

IV. OPINION DE APLICABILIDAD:

Lima, 09 de abril del 2023

DNI 15431063
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Anexo 4: Confiabilidad del instrumento (Calibracion)

Coeficiente de Kappa para especialista y bachiller

Wanable n | calibracion *o de concordancia Eappa P valor
Citruz aurantifolia swingle al 100% | 1 | Intersvaluador 100%: 1.00 <0.01
Citrus auranhfolia swingleal 73% | 1 | Interevaluador L0%: 104 1.04
Citrus aurantifolia swingle al 30% | 1 | Intersvaluador 10H)%: 1.00 1.04
Gluconats da elorhexiding 1 | Interzvaluzdaor 100%: 1.04 1.04

5e realize el andlisis estadistico para determinar |a medida de acuerdo {concordancia inter evaluador] de lz mano con un exgerto =n el tema

{Microbiglogo] =n la inspeccion visual de la placa Petri y medicién del halo de inhibician.

Valosacitn del Indics Kappa

Valor dee Fuerza de la concordancia
Lan e Palbre

Q21-040 Diehil

410,50 Moderada

Q61-0,80 Baiena

a81-1,50 Muy boesa

Takih 11, Bscala de inmwrpevizcian del valor dio g,
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Anexo 5: Constancia de exoneracion del Comité de Etica

‘ ‘ COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA PARA LA

Universidad INVESTIGACION
Norbert Wiener

CONSTANCIA DE EXONERACION DE REVISION
Lima, 16 de abril de 2024

Investigador(a)
Ruilita Adeli, Arellano Brandan
Exp. N 0221-2024

De mi consideracion;

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

e Protocolo titulado: “Efecto antibacteriano del extracto de las semillas del citrus
aurantifolia swingle (limon sutil) a diferentes concentraciones sobre el
streptococcus mutans™ Version 01 con fecha 22/03/2024.

El cual tiene como investigador principal al Sr(a) Ruilita Adeli, Arellano Brandan.

Es cuanto informo a usted para su conocimiento y fines pertinentes.

Atentamente,

)

Raul Antonio Rojas Ortega
Presidente del CIEI-UPNW

Avenila Arequipa 440

Universidad Privada Norbert Wiener

Telétono: 706-5555 anexo 3286-3287 Cel. 981000698
Correo comike BT U WICTICT & 3
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Anexo 6: Informe de asesor

D"' CARTA DE CONFORMIDAD DE APROBACION DEL ASESOR
Universidad I VERSION: 01 | 9
Norbert Wiener CODIGO: UPNW EESFOR 072 I REVISION. 01 I FECHA: 11/08/2022

Lima, 19de marzo del 2024

Dra. Yenny Marisol Bellido Fuentes

Presidenta

Comité Institucional de Etica para la Investigacién (CIEI)
UNIVERSIDAD PRIVADA NORBERT WIENER

Av. Replblica de Chile Nro. 432 Urb. Santa Beatriz

Jesus Marfa. -

“Efecto antibacteriano del extracto de las semillas del citrus aurantifolia swingle (limon sutil) a
diferentes concentraciones sobre el streptococcus mutans”

Asunto: Conformidad de Asesor de Proyecto de tesis

De nuestra consideracion,

Me es grato dirigirme a usted para saludarle y a la vez informar en mi condicion de Asesor(a) del proyecto
de tesis titulado: "Efecto antibacteriano del extracto de las semillas del citrus
aurantifoliaswingle(limonsutil) a diferentes concentraciones sobre el streptococcus mutans”
presentado por el alumno(a) Ruilita Adeli Arelano Brandan de la Facultad de Ciencias de la Salud -
Escuela Académico Profesional de Odontologia para optar el grado académico de titulo profesional,
se encuentra con mi CONFORMIDAD como asesor(a) para su revision.

El alumno(a) ha levantado las observaciones hechas durante el desarrollo de la asesoria de Tesis y
su proyecto de investigacion aprobado el 17/03/2024 es apto para la evaluacion por parte del Comité
Institucional de Etica UPNW,

Agradezco de antemano su atencion ala presente,

AN
N\ 2
Atentamente, \g\
>

Nombre del asesor: Jorge Antonio Enciso Lacunza
DNI: 42449549

Prohibida B mproduccion de este documento, este documento IMpreso es una copia no contraada.
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Anexo 7: Informe de Turnitin
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Anexo 8: Prueba de normalidad

Hipotesis de normalidad:

Ho: datos siguen normalidad. H;i. Datos no siguen normal.

Nivel de significancia: 0.95 % alfa = 0.05

Test de normalidad

Sin> 50: Kolmogorov —Smirnov ~ Si < 50: Shapiro — Wilk.

Criterio de seleccion

Si p-valor <0.05 se rechaza la Hyp  Sip — valor > 0.05 se acepta la Hoy se rechaza la H;

Analisis de Normalidad por Shapiro Wilk (n<50) de las sustancias de prueba frente

Streptococcus mutans ATCC 25175

Valor p
Sustancia de prueba 24 48 72
horas horas horas
Aceite esencial de Citrus aurantifolia al 100% 0,742 0,741 0,740
Aceite esencial de Citrus aurantifolia al 75% 0,232 0,244 0,280
Aceite esencial de Citrus aurantifolia al 50% 0,254 0,354 0,357
Digluconato de clorhexidina al 0,12% 0,108 0,061 0,062

Se infiere que el conjunto de resultados de los halos de inhibicion de las sustancias de prueba
a las 24, 48 y 72 horas frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 presentan una distribucion
normal para el aceite esencial de Citrus aurantifolia al 100% (p>0.05), aceite esencial de Citrus
aurantifolia al 75% (p>0.05), aceite esencial de Citrus aurantifolia al 50% (p>0.05) y
digluconato de clorhexidina al 0,12% (p>0.05). Por lo tanto, se presentaron grupos de
resultados con distribucion normal, sin embargo, no presentaron homogeneidad de varianzas
(p<0,05) para ningunos de los tres tiempos de estudio, por lo cual se recomendd usar
estadisticos no paramétricos para analizar los resultados como las pruebas de Kruskal Wallis,

Friedman, U de Mann Whitney y Wilcoxon.
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CONSTANCIA
Dra. Brenda Vergara Pinto
Directors
E.&4 P. Odontologia — Universidad Norbert Wiener
Presemte.
Estimadao:-

Es grato dirigirme 3 used para comunicarde que la sefiorita Builita Adeli Arellano Brandan con
D#l 47580838, bachiller en Odontologia, reslizd las pruebas microbiclogicas del estudio
experimental i witro titulzdo: "Efecto antibacteriano del extracto de las semillas del Citrus
gurontifodic swingle [imon sutil) a diferentes concentraciones sobre el Streptococcus
mutens". Dicho estudio corresponde a |z tesis para obtener el titulo de Cirujano dentists.

Teda |z experimentzcion y recoleccion de datos fue realizada entre los dias 05 al 15 de junio del
presente ano y fue supervisado en su totsfidad por mi personas, cumplisndo con todos los
protocolos de bioetica, bioseguridad y control de infecciones requeridos.

¥ Sin otro particular.

Btentamente.

Lima, 03 de julia del 2024

Dmocian . B A Lot . Barle 4 Sacfos T Passals-Suboarcsts B Agres. Pecheaemee Vil Bl Saivader. Lina
o o R BT Comeo pectincn sboniodefedesifoqnity oy o wewsderioqualbyog
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Constancia de eliminacion de material de ensayo biocontaminado
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- W AR P I TFusT

CONSTANCIA

La empresa SCIENTIFIC QUALITY 5A8.C hace constar que == ha eliminado adecuadamente los
residucs biolosicos del trabajo de tesis “Efecto antibacteriano del extracto de l=s semillas del Citrus
aurontifolic swingle (limon sutil] & diferentes concentracionss sobre el Streptococous mutons®
como indica nuestre Instructive de Tratamiento de materizl contaminado del Laboratoro de
microbiclogiz 103-P02-IL, el cual indics gue los materiales de ensayo biccontaminades s= dividiran
&n materizles de vidrio y descartables. Ambos seran colocados, por separsdo, =n bolsas de riesgo
biologico y s& colocaran en |3 autoclave para su proceso a 1212C por 30 minutos.

Luego del proceso de autodavado, los materiales de vidrio se lavaran y pasaran controles de calidad
para ser reuvtilizados. Con respecio al material desmrtable, al haber sido minimizado, tratado,

eliminando =l riesgo significativo; se realiza su disposicion final como residuo solido municipal
g, segun Ley N2 27314, Ley Genersl de Residuos Solidos. Titule IV. Articulo 27, inciso 2, e cusl dice:

“27.2 Lo prestacion de servicos de resducs solidos por pequenos y microempresos estard
restringida @ los residucs del ambito de fo gestion municdpal, conforme o los disposiciones
regicmentarias gue ol efecte 5o dicten parg promover su parkicipacion”,

Limea, 03 de julin del 2024

Demosas ME W Lote 1. Barrie d. Secter 2 Parcsbi-Subprests B dg s Pechesrre. 'Viln B Sebvader Lirm,
Caluler 950 388 BT, Comenawctes i Ebowloro@echriftomityog. b swwachnifeousltiog
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Ficha técnica del estandar de sulfato de bario Mc Farland 0.5

McFARLAND BARIUM SULPHATE STANDARD

Standard di torbidita per la preparazion= di cospencioni di microrganizmi.
Turbidity standard for preparing suspensions of microorganisme.
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Anexo 10: Fotografias del ensayo

1. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

Agar Mueller Hinton Caldo BHI

A.E. de C. aurantifolia A.E. de C. aurantifolia A.E. de C. aurantifolia
100% 75% 50%
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2. CEPA MICROBIANA E INSUMOS PARA ANTIBIOGRAMA

CEPA DE Streptococcus mutans ATCC 25175 en caldo BHI

gu ‘ 500 mL

B INCOLORO J/

Estandar de turbidez de 0,5 de Mc Farland Digluconato de Clorhexidina al 0.12%. Marca “Oralgene”
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Tarjeta de comparacion visual para el estandar de turbidez McFarland

CAJA CON TIPS PARA MICROPIPETA

MICROPIPETA
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3. PREPARACION DEL AGAR

Pesaje del Agar Mueller Hinton

Luego, el frasco de agar Mueller Hinton se esteriliza por autoclave y se estabiliza en un rango de
temperatura de 44°C a 46°C temperatura en bafio maria antes de su traslado en placas Petri.
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4. Preparacion de las tres concentraciones del aceite esencial de Citrus aurantifolia
swingle

Fruto de Citrus aurantifolia swingle Semilla de Citrus aurantifolia swingle

Secado en estufa de semillas

Semillas molidas de Citrus aurantifolia swingle.
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Semillas molidas de Citrus aurantifolia swingle en balon del aparato Clevenger para comenzar la
hidrodestilacion por calor de cocinilla

Obtencién de aceite esencial de las semillas de Citrus aurantifolia swingle del tubo graduado del aparato
Clevenger




Diluciones del aceite esencial de las semillas de Citrus aurantifolia swingle

5. Comparacion de la cepa Streptococcus mutans ATCC 25125 con patron de turbidez
0,5 Mc Farland.

6. Traslado del agar Mueller Hinton (Frasco con medio color ambar), en esterilidad, a las placas
Petri estériles (mechero de bunsen encendido)

Inoculacion con hisopo de la cepa S. mutans
ATCC 25175 a las placas de agar Mueller Hinton
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7. Procedimiento de inoculacion de 30ul de las sustancias de prueba, en esterilidad,
frente al mechero de Bunsen.

7. 1 Inoculacion en los pocillos antibiograma con aceite esencial de semilla de Citrus
aurantifolia al 100%

7.2 Inoculacion en los pocillos antibiograma con Digluconato de clorhexidina al 0.12%
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8. Colocacion de Placas Petri de agar Mueller inoculados con Streptococcus mutans ATCC
25175 con las tres de concentraciones del aceite esencial de Citrus aurantifolia swingle y
control de ensayo en jarra de anaerobiosis para su estudio.

L e——————
g e e
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Raa LA L L L

-

9. Colocacion en la incubadora microbioldgica de las placas Petri con agar Mueller Hinton
inoculadas con Streptococcus mutans ATCC 25175 (en jarra de anaerobiosis) conteniendo
las tres de concentraciones del aceite esencial de Citrus aurantifolia swingle y control de
ensayo en la incubadora a 37°C por los periodos de tiempo de 24, 48 y 72 horas
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10. RESULTADOS

Después del tiempo de incubacion, las placas Petri se sacaron del equipo y se midieron
con una regla Vernier digital y una lupa de 4 aumentos de un contador de colonias
microbioldgico de fondo oscuro que dio contraste para observar detalladamente los halos
de inhibicion de las concentraciones del aceite esencial de Citrus aurantifolia swingle.

4

4

£

Regla Vernier digital
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10.1 Fotografias de placa Petri con Agar Mueller Hinton con el aceite esencial de semillas de
Citrus aurantifolia swingle al 100% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 72
horas
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10.2 Fotografias de placa Petri con Agar Mueller Hinton con el aceite esencial de semillas de
Citrus aurantifolia swingle al 100% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 72
horas
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10.3Fotografias de placa Petri con Agar Mueller Hinton con el aceite esencial de semillas de
Citrus aurantifolia swingle al 75% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 72
horas
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10.4Fotografias de placa Petri con Agar Mueller Hinton con el aceite esencial de semillas de
Citrus aurantifolia swingle al 50% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 72
horas.
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10.5 Fotografias de placa Petri con agar Mueller Hinton con el aceite esencial de semillas de
digluconato de clorhexidina al 0,12% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 72
horas
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11. ELIMINACION DE RESIDUOS BIOCONTAMINADOS

Se colocd los materiales biocontaminados incluyendo placas Petri, tubos de ensayos con cultivo de
Streptococcus mutans en bolsas rojas especiales para esterilizacion por autoclave.

Luego, la bolsa roja amarrada se introduce en autoclave
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® 15% de similitud general

Principales fuentes encontradas en las siguientes bases de datos:

* 10% Base de datos de Internet

» Base de datos de Crossref

Crossref

* 10% Base de datos de trabajos entregados

FUENTES PRINCIPALES

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

repositorio.uwiener.edu.pe

Internet
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Submitted works
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Internet

Universidad Cesar Vallejo on 2017-10-01
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