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Resumen

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo: Determinar el efecto antibacteriano
del aceite esencial de Eucalipto segun el halo de inhibicidén en concentraciones de 100, 50,
25 y 12.5% comparado a la “clorhexidina al 0,12% frente a la Porphyromonas gingivalis”;
con una metodologia hipotética- deductiva, utilizando un enfoque cuantitativo, de tipo basica
y de disefio experimental, la poblacién estard compuesta por tres grupos consistente en
dieciocho placas Petri con cepas de Porphyromonas gingivalis recopilados en una muestra
de 10 placas Petri en un muestreo sera de tipo probabilistico intencional, los resultados de la
prueba de Friedman en todos los resultados se presenta un p. valor de 0.000 (< al 0.05%).
Concluyendo que si existe diferencia significativa del efecto antibacteriano del aceite
esencial de Eucalipto segun el halo de inhibicion en concentraciones de 100, 50, 25y 12.5%

comparado a la clorhexidina al 0,12% frente a la Porphyromonas gingivalis.

Palabras clave: actividad antimicrobiana, aceite esencial de Eucalyptus sp., Porphyromonas

gingivalis, halo de inhibicion



Abstract

The present research work had as objective: To determine the antibacterial effect of
Eucalyptus essential oil according to the inhibition halo at concentrations of 100, 50, 25 and
12.5% compared to 0.12% chlorhexidine against Porphyromonas gingivalis; With a
hypothetical-deductive methodology, using a quantitative approach, basic type and
experimental design, the population will be composed of three groups consisting of eighteen
Petri dishes with strains of Porphyromonas gingivalis collected in a sample of 10 Petri dishes
in a sampling will be of an intentional probabilistic type, the results of the Friedman test in
all the results a p. value of 0.000 (<0.05%) is presented. Concluding that there is a significant
difference in the antibacterial effect of Eucalyptus essential oil according to the inhibition
halo at concentrations of 100, 50, 25 and 12.5% compared to 0.12% chlorhexidine against

Porphyromonas gingivalis.

Keywords: antimicrobial activity, Eucalyptus sp. essential oil, Porphyromonas gingivalis,

inhibition zone
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INTRODUCCION

La Porphyromonas gingivalis (PG), una diminuta criatura anaerobio gramnegativa, ha sido
catalogada como uno de los principales culpables de la periodontitis persistente. La
devastadora capacidad de esta bacteria radica en su habilidad para generar enzimas y factores
de violencia que destruyen los tejidos periodontales y perturban la respuesta inmune del
visitante. La tenacidad y la tenacidad de los tejidos periodontales son un reto crucial en la
terapia de dolencias periodontales. Asi, se ha impulsado la busqueda de agentes
antimicrobianos poderosos que frenen el desarrollo y la metamorfosis de estos diminutos
seres. Evaluar la capacidad antimicrobiana de PG abre la puerta a descubrir tratamientos
innovadores y a complementar los tratamientos habituales para enfrentar este invasor con

eficacia.

El aceite esencial de Eucalyptus sp (AEE SP). es un recurso esencial tanto en el ambito de
la aromaterapia como en el de la cosmética, se extrae de manera natural, principalmente de
las hojas del eucalipto mediante procesos como la destilacion. El aceite de oliva se distingue
por su poder antibacteriano, antiinflamatorio y antioxidante, gracias a la accion de
compuestos bioactivos como el cineol, el limoneno y los taninos. En el ambito dental, su
habilidad para frenar la proliferacion de bacterias periodontales invasoras como la PG ha
despertado curiosidad. Por su naturaleza, es menos peligroso que los farmacos
convencionales, lo que lo convierte en una opcion terapéutica prometedora para combatir las

infecciones bucales.

El gluconato de clorhexidina es un compuesto quimico ampliamente utilizado en el &mbito
médico y odontologico debido a sus propiedades antisépticas y antimicrobianas, es un
compuesto quimico que se emplea extensamente en el campo de la odontologia debido a sus
propiedades como agente antiséptico y antimicrobiano. Este compuesto actua al alterar las
membranas celulares de las bacterias, provocando la liberacion de componentes internos
esenciales y, por ultimo, la muerte de la célula. Con una concentracion tipica del 0,12%, se
le reconoce como el referente principal en el control quimico del biofilm dental y las
infecciones periodontales, gracias a su amplio espectro antimicrobiano y su efectividad
prolongada. Sin embargo, el uso prolongado de este producto podria desencadenar efectos

adversos como la descoloracion de los dientes y alteraciones en la percepcion del gusto. Esta
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circunstancia ha incitado la bisqueda de alternativas naturales que puedan complementar o

sustituir su accion.

En la actualidad, el control de enfermedades infecciosas representa un desafio cada vez
mayor, ya que se han detectado bacterias que muestran resistencia a los tratamientos
antimicrobianos convencionales. En el presente contexto, el primer capitulo del presente
estudio se centra en el problema de investigacion, resaltando la importancia de la evaluacion
de opciones terapéuticas ante PG una bacteria vinculada a patologias periodontales. En
primer lugar, se plantea el problema a investigar, seguido de la formulacion de los objetivos
del estudio. Posteriormente, se argumenta la justificacion de la investigacion, resaltando su
relevancia en la creacion de estrategias mas eficaces y seguras. Asimismo, se identifican las

restricciones que podrian impactar en la amplitud de la investigacion.

En el segundo capitulo de esta investigacion se muestran los bases tedricos y practicas que
la apoyan. Se detallan antecedentes importantes sobre el uso del AEE SP. El 0,12% de
gluconato de clorhexidina se usa como agente antimicrobiano. Las bases tedricas se
concentran en los caminos de accion de los compuestos y su accion frente a microrganismos
peligrosos. También, se da una suposicion que guia la investigacion donde se establecen las

expectativas cientificas que se investigan.

En el tercer capitulo se describe la forma utilizada para demostrar los objetivos de la
investigacion. En el estudio se explica el método, enfoque y disefio usados, junto con las
formas usadas para recoger y estudiar los datos. En este acépite se detalla la poblacion,
muestra y proceso para asegurar la precision cientifica. También se detalla la parte ética,

asegurando el respeto a los principios morales del estudio.

En los capitulos cuarto y quinto del trabajo académico, se exponen los resultados obtenidos
y se lleva a cabo su correspondiente discusion. En este analisis se examinan los hallazgos a
la luz de la literatura revisada y los objetivos establecidos previamente. En tltimo lugar, se
presentan las conclusiones y recomendaciones del estudio, resaltando las implicaciones
practicas del mismo y sugiriendo posibles areas de investigacion futuras que puedan
promover el progreso en el tratamiento de infecciones periodontales mediante el uso de

alternativas naturales.
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CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

El microbioma oral humano es una red microbiana muy diversa que estd en constante
interaccion tanto con su huésped como con el entorno que lo rodea. Cuando el microbioma
oral estd en un estado de equilibrio, es estable y en un estado de mutualismo con su huésped.
No obstante, la alteracion de este balance por elementos del entorno puede desencadenar una
disbiosis en las biopeliculas, lo cual puede desencadenar dolencias orales, como la

periodontitis y las caries. (1)

La pelicula oral es una comunidad de gérmenes muy complicada que se encuentra en la
naturaleza. El biofilm dental, también llamado pelicula, estd muy comun entre la gente del
mundo. Si no se trata el comienzo de la pelicula dental, puede salir la aparicioén de diferentes
problemas en la boca, que incluyen, entre otros, agujeros en los dientes y encias inflamadas.

Estas enfermedades son muy comunes en el area de salud de la boca.. (2)

Es bien sabido que las dolencias bucales predominan més entre los varones que en las damas.
Esta disparidad se explica por la mayor frecuencia con la que las mujeres se someten a
examenes dentales, lo que reduce la aparicion de problemas periodontales como placa
bacteriana, calculo y sangrado en las encias. Estos elementos actian como brtjulas para

detectar la dolencia periodontal (3)

La presencia de Porphyromona gingivalis (PG) varia en diferentes partes del mundo. La
prevalencia en Asia es de aproximadamente el 30%, mientras que en Japon oscila entre el 60
y el 95%. En China es del 70%, en Brasil es del 78%, en Estados Unidos es del 87% y en
América es del 50%. La presencia de este pequeio ser dentro de la boca de las personas lo

hace un problema global. Es una razon principal de la enfermedad de las encias, un dolor

13



que genera desgaste y pérdida de hueso en los dientes. Cerca del 70% del mundo padece esta

dolencia mundial. (4)

La bacteria PG se ve como la gran causa de periodontitis cronica en adultos, lo que la pone
como un contribuyente clave a la alta tasa de esta enfermedad. Por su habilidad para empezar
y hacer crecer la periodontitis, la bacteria puede danar la boca de muchas personas que
necesitan tratamiento con protesis fijas o removibles. A pesar de esto, también se ha hallado

la bacteria en personas sanas y quienes han tenido trato después del periodontal.. (5)

Los tratamientos a dichas infecciones consisten en el uso de sustancias quimicas y agentes
antimicrobianos los cuales actian principalmente sobre la adherencia bacteriana, en la
inhibicién del crecimiento microbiano, etc. Entre aquellas sustancias se encuentran
antibioticos, enzimas, antisépticos, entre otros, siendo los mas conocidos entre estos el
antimicrobiano “Amoxicilina” y el antiséptico “Clorhexidina” siendo utilizados como los
agente mas efectivo frente a la gingivitis y a la formacion de peliculas, ademas de su uso
como tratamiento a infecciones dentarias (6, 7)

Sin embargo, en fechas recientes se han anotado muchos casos de resistencia antimicrobiana,
un reto mundial en el que los expertos en salud de la boca tienen un rol clave en la prevencion
y seguimiento del buen uso de productos antisépticos y antimicrobianos (8) Por ende, las
ultimas investigaciones se centran en la busqueda de alternativas como extractos etanolicos
o aceites esenciales de especies vegetales que tengan el potencial antimicrobiano para ser
usado en tratamientos periodontales. Ante la problematica expuesta, la presente
investigacion pretende demostrar si el AEE SP. (Eucalipto) posee aquella virtud
antibacteriana, ademas de comparar aquel efecto con un antimicrobiano comercial como la

clorhexidina.
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1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema general

(Cual es ;Cual es el efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalipto segun el
halo de inhibicién en concentraciones de 100, 50, 25 y 12.5% comparado a la

clorhexidina al 0,12% frente a la Porphyromonas gingivalis?

1.2.2. Problemas especificos

(Cuadl es el efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalipto frente a Porphyromonas

gingivalis, segiin halo de inhibicion usando una concentracion del 100%?

(Cuadl es el efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalipto frente a Porphyromonas

gingivalis,, segiin halo de inhibicion usando una concentracion del 50%?

(Cuadl es el efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalipto frente a Porphyromonas

gingivalis,, segiin halo de inhibicion usando una concentracion del 25%?

(Cuadl es el efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalipto frente a Porphyromonas

gingivalis,, segiin halo de inhibicion usando una concentracion del 12.5%7?

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalipto seglin el halo de
inhibicion en concentraciones de 100, 50, 25 y 12.5% comparado a la clorhexidina

al 0,12% frente a la Porphyromonas gingivalis

1.3.2 Objetivos especificos

Establecer el efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalipto frente a
Porphyromonas gingivalis, segiin halo de inhibicion usando una concentracion del

100%

15



Establecer el efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalipto frente a
Porphyromonas gingivalis,, segiin halo de inhibicion usando una concentracion del

50%

Establecer el efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalipto frente a
Porphyromonas gingivalis,, segiin halo de inhibicion usando una concentracion del

25%

Establecer el efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalipto frente a

Porphyromonas gingivalis, segiin halo de inhibicién usando una concentracion del

12.5%

1.4. Justificacion de la investigacion

1.4.1 Teorica

En el ambito tedrico, puede abrirnos las puertas a una comprension mas profunda de las
sustancias irrigadoras que, ademds de combatir las bacterias, son perfectamente
biocompatibles. Las sustancias actualmente utilizadas han demostrado ser ventajosas; sin
embargo, también representan una amenaza significativa debido a sus altos niveles de
toxicidad, que a menudo conducen a la necrosis por infiltracion durante los tratamientos. Por
lo tanto, se justifica la consideracion de la clorhexidina y el AEE SP, ya que la investigacion

cientifica ha demostrado su eficacia antibacteriana, biocompatibilidad y falta de dafio tisular.

1.4.2 Metodologica

La implantacion de estas sustancias en los procedimientos odontologicos supondria un

cambio radical a las practicas que estamos acostumbrados en el trabajo odontolégico.
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1.4.3 Practica

Al utilizar clorhexidina y AEE SP, seria posible prevenir accidentes relacionados con la

infiltracion y la toxicidad que pueden ocurrir a nivel de tejido durante el tratamiento.

1.5. Limitaciones de la investigacion

1.5.1 Temporal

La investigacion experimental, en la etapa de recopilacion de datos, se realizara de manera
sistemadtica y rigurosa durante el periodo comprendido entre el mes de septiembre y octubre
del afio 2024, en estricta conformidad con las directrices establecidas por las entidades

competentes en la materia.
1.5.2 Espacial

En el laboratorio de microbiologia de la facultad de odontologia de la Universidad Norbert

Wiener se llevara a cabo la fase experimental, junto con la fase tedrica y metodologica.
1.5.3 Unidad de Analisis.

La creacion, desarrollo y ejecucion de esta investigacion son de propiedad exclusiva e
intransferible. ~ Las diferentes cepas de bacterias serdn minuciosamente analizadas y
estudiadas en profundidad en el prestigioso Laboratorio de Microbiologia de la reconocida

Facultad de Ciencias.
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Alejo y Pineda (9) en su estudio determinaron como objetivo determinar la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis “mufia” en comparacion con la
clorhexidina al 0,12% sobre la PG. El estudio llevado a cabo abarco desde la explicacion
hasta la experimentacion, utilizando un enfoque prospectivo, longitudinal y analitico. El
estudio incluy6 diez placas de cultivo Muller Hilton que fueron moldeadas con PG. Los
hallazgos revelaron una notable disparidad en la eficacia antibacteriana de Minthostachys
mollis "mufia" de Ingenio y de Tarma, cuando se contrasté con Clorhexidina al 0,12% en

PG.

Alarcéon (10) tuvo como objetivo determinar si el extracto hidroalcoholico de coca, el
gluconato de clorhexidina y la sangre de grado son efectivos para reducir el didmetro del
halo inhibitorio alrededor de cepas probadas de PG. Para alcanzar la meta propuesta, el
escritor utiliz6 la técnica de susceptibilidad del disco de Kirby-Baner para evaluar como PG
reacciona al extracto hidroalcoholico de coca (25%, 50% y 100%) y al gluconato de
clorhexidina al 0,12%, 100. Fluido vital y una pizca de bicarbonato de sodio.
Posteriormente, la sustancia se esparcié con vigor sobre los estimulos y los filtros. La
investigacion estadistica se fundament6 en frecuencias, tendencias centrales y dispersiones.
El enfoque seleccionado para el estudio fue ANOVA en un sentido unico. El estudio revela
que PG muestra una notable sensibilidad al gluconato de clorhexidina, alcanzando un
asombroso 0,12%. Asimismo, el jugo hidroalcohdlico de coca reveld una sensibilidad
absoluta hacia la PG. El andlisis estadistico revel6 una notable disparidad en el efecto de

estas sustancias en la region de freno de las cepas aprobadas de PG.
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Mufioz (11) el objetivo de la presente investigacion es comparar la eficacia antimicrobiana
del extracto de ardndano en diferentes concentraciones con clorhexidina ambos frente a PG
como principal agente etiologico de la enfermedad periodontal. El estudio emple6 un disefio
experimental transversal e in vitro. Los extractos de arandano Biloxi se hicieron por
maceracion, lo que asegura una mezcla pura. Se crearon entornos para crecer con agar sangre
y se reactivaron tipos de PG. Se usaron discos llenos con las cosas para hacer las biopeliculas
de PG usando el método de Kirby Bauer. Los extractos se usaron en mezclas 1:1 con el
extracto puro y sus soluciones durante 24 y 96 horas. La cantidad minima que para; se puso
como referencia para ver lo bien que funciona la clorhexidina. El estudio vio que el arandano
rojo tiene formas nuevas de usarse como ayuda para cambiar la accion dafiina de bacterias

como la PG.

Barrak et al. (12) tuvo por objetivo comparar la eficacia descontaminante de diferentes
agentes quimicos sobre una superficie de titanio contaminada con PG representante tipico
de la flora bacteriana asociada a la periimplantitis. Antes de aplicarles un enjuague bucal con
digluconato de clorhexidina (0,1%), solucion de povidona yodada (10%) o monohidrato de
acido citrico (40%), se pulieron discos de Ti de grado 4. Para evaluar la efectividad de cada
agente, llevamos a cabo un analisis ANOVA unidireccional (utilizando el analisis post hoc
de Tukey) y estadisticas descriptivas entre los grupos seleccionados por el tratamiento
quimico. Después de seis jornadas de incubacion, observamos una notable variacion en la
cantidad de PG. Es importante destacar que el grupo sometido a clorhexidina (CHX) mostrd
una mayor proliferacion de PG en comparacion con el grupo sometido a PVP yodada (P =
0,032), mientras que los grupos control y 4cido citrico no mostraron diferencias

significativas. En pocas palabras, nuestra investigacion reveld que el yodo-PVP, al igual
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que el 4cido citrico y la soluciéon de clorhexidina, es un depurador més poderoso que el acido

citrico y la clorhexidina en casos de infeccion por PG en una superficie de titanio in vitro.

Alvarez y Gutierrez (13) presentan su investigacion que tiene como objetivo evaluar la
actividad bactericida del aceite esencial de Origanum spp. (Orégano) y Croton lechleri
(Sangre de Grado) en la bacteria periodontal patdogena PG, comparandola con gluconato de
clorhexidina, producto de uso frecuente en periodoncia, en solucion al 0,12 y 0.2%. Para
Origanum sp, la inhibicion es casi inexistente. El aceite esencial alcanzé un 6,25%, mientras
que su capacidad bactericida méxima alcanzé un 12,5%. En cambio, se descubrié que el
latex de Croton lechleri tuvo una capacidad inhibitoria del 20% y una capacidad bactericida
del 30%. Un estudio sobre la eficacia bactericida y bacteriostatica de estas sustancias frente
a PG reveld que tanto el aceite esencial de orégano al 12,5% como el de sangre al 30%
poseen una capacidad bactericida superior, superando al gluconato de clorhexidina al 0,12%

y al 0,2%, respectivamente.

Ramos (14) En su investigacion tuvo como objetivo determinar la actividad antimicrobiana
del extracto de Erythroxylum coca sobre una cepa de PG. En el presente estudio se evaluaron
concentraciones de 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.13%, 1.56%, 0.78%), los resultados
obtenidos presentaron inhibicion de crecimiento de la bacteria a través de halos alrededor de
cada concentracion de extracto de coca. Determinaron ademas la CMI en la concentracion
correspondiente a 6.25% siendo esta la concentracion maés baja en la que se inhibid en su

totalidad el crecimiento de la cepa bacteriana.
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2.2. Bases tedricas

Enfermedades periodontales

Son un grupo de infecciones halladas en las encias y los elementos de sostén dental.
Tipicamente, causadas por gérmenes cuyo origen es la placa bacteriana. Ademas, debido a
muchos motivos del organismo o los microrganismos puede empeorar la enfermedad,
bacterias como Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum, etc. Actualmente estas infecciones se tratan con farmacos
antimicrobianos. (15)

Las enfermedades periodontales, o afecciones de las encias, son problemas en los que se
inflaman los tejidos que ayudan a mantener los dientes en su lugar. Esto incluye las encias,
los ligamentos y el hueso alveolar. También se presenta sangrado, retroceso de encias,
movimientos en el diente o perder dientes en algunos casos muy serios. Es muy importante
tener una buena limpieza de boca y visitar al dentista seguido para evitar o ayudar estas
afecciones.

Entre las enfermedades de encias mas comunes estan la gingivitis que tiene inflamacion y
sangrado en las encias, y la periodontitis, una condicidon peor que puede destruir el hueso
alrededor y en etapas avanzadas, perder dientes. Varios factores tales como una mala
limpieza bucal mala, fumar habito, tener diabetes y una base genética pueden subir mucho

mas alto el riesgo de tener estas afecciones bucales

Sustancias antimicrobianas
Los agentes presentes en sustancias antimicrobianas pueden tener su origen de manera
sintética, semi sintética y natural las cuales tendran como finalidad la inhibicién del

crecimiento de microorganismos como bacterias, hongos, virus, etc. En tiempos recientes, la
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ciencia ha estado explorando otros agentes con capacidad antibacteriana para hallar una
alternativa natural a los medicamentos tradicionales (16)

Los medicamentos antimicrobianos, ya sean hechos quimicamente o naturalmente, tienen la
propiedad de detener el desarrollo o eliminar microorganismos como bacterias, virus, hongos
y parasitos de muchos tipos. Estos pueden ser divididos en varias categorias segun el tipo de
microorganismo que atacan: antibioticos, antifingicos, antivirales y antiparasitarios.
Cadauno de estos medicamentos tiene un trabajo concreto para combatir infecciones
causadas por bacterias, hongos virus o parasitos. Estos productos quimicos trabajan de
diferente forma. Se usan mucho en el area de medicina para ayudar con varias infecciones,
en las comidas como formas de cuidar para hacer durar mas los productos y en varios
articulos de bafio para detener el crecimiento de bacterias malas. Sin embargo, es necesario
recordar que usar demasiados antibidticos puede llevar a crear resistencia en los

microorganismos lo que hace que se bajen su eficiencia con el tiempo.

Fitoterapia

Este método terapéutico consiste en el uso de aceites vegetales con el fin de complementar
o sustituir agentes sintéticos, pues se puede generar resistencia a estos. Los principales usos
que se le da a la fitoterapia son antibacterianos, antimicoticos, antiinflamatorios,
antioxidantes, antisépticos. En la actualidad, se utiliza en quimioterapia en periodoncia sobre
la formacion de biofilm y patdégenos presentes en la placa supragingival, principalmente por
la capacidad que poseen como antiinflamatorios. (17, 18)

La fitoterapia se encarga de investigar detalladamente el empleo terapéutico de una amplia
variedad de plantas medicinales, asi como de sus compuestos y extractos, con el objetivo de
prevenir, aliviar y tratar eficazmente una amplia gama de enfermedades y trastornos de

diversa indole. Se fundamenta en el conocimiento ancestral acumulado a lo largo de
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generaciones y en la rigurosa evidencia cientifica para utilizar una amplia variedad de
compuestos activos de procedencia vegetal que poseen destacadas propiedades terapéuticas,
tales como flavonoides, alcaloides, taninos y aceites esenciales.

Las diferentes preparaciones pueden ser elaboradas en variadas formas, tales como
infusiones, extractos, tinturas, capsulas o incluso comprimidos, segun las propiedades del
principio activo y el proposito deseado. La medicina alternativa se presenta como una opcion
adicional, que puede ser utilizada de manera conjunta o como un recurso complementario a
los tratamientos convencionales prescritos por profesionales de la salud. Esta practica se
enfoca en abordar diversas afecciones, tales como trastornos gastrointestinales, procesos

inflamatorios, desordenes del ciclo de suefio y patologias respiratorias.

Aceite esencial de especies vegetales

Los aceites esenciales, segun la vasta literatura, revelan su poder antimicrobiano, frenando
la proliferacion de microorganismos nocivos. Los informes revelan que los aceites
esenciales de plantas como el orégano, la hierba buena, la menta, el clavo de olor, el limon,
la mandarina y el eucalipto poseen la habilidad de traspasar la membrana de las bacterias y
adentrarse en el interior de la célula, permitiendo asi combatir a patdogenos orales. (19)

Los aceites esenciales de varias plantas son sustancias volatiles muy concentradas, Estos
aceites tienen una seleccion de principios activos con cualidades medicinales, arométicas y
antimicrobianas, lo que los hace ingredientes apreciados en campos como la aromaterapia;
cosmética medicina natural o industria alimentaria. Dependiendo la fuente botanica de la
planta es posible que los aceites tengan propiedades como antiinflamatorias relajantes

antisépticas o estimulantes.
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Un ejemplo es el aceite de eucalipto, que es valorado por sus beneficios para tratar problemas
respiratorios. Es esencial recordar que el uso de este producto debe estar bajo observacion
constante, ya que una alta cantidad del mismo podria producir resultados inesperados si no

se diluye bien o se da en cantidades incorrectas.

Aceite esencial de Eucalyptus sp.

Es una sustancia obtenida de especies vegetales pertenecientes al grupo de Eucalyptus sp a
través de técnicas como arrastre de vapor en destiladores de aceites esenciales. El uso de esta
planta viene del potencial que esta posee como antiinflamatoria, antioxidante y
antimicrobiano siendo considerada asi una planta antiséptica. Otro punto a favor de esta
sustancia es que no es toxica para mamiferos en general, se puede realizar con pocos recursos
y ademas, no es un cultivo que se encuentre dentro de peligro de conservacion. (20, 21)

Es cominmente empleado en el tratamiento de diversas afecciones respiratorias tales como
resfriados comunes, bronquitis aguda y sinusitis cronica, debido a su capacidad para despejar
eficazmente las vias respiratorias y proporcionar alivio inmediato de la congestion nasal.
Ademés, este compuesto quimico posee propiedades antisépticas que resultan beneficiosas
para la salud bucal y cutanea, por lo que se usa en la fabricacion de diversos productos
destinados al cuidado e higiene personal. No obstante, es importante tener en cuenta que su
aplicaciéon debe ser realizada de manera mesurada, dado que en niveles altos de
concentracion podria resultar irritante o incluso llegar a ser potencialmente toxico en caso

de ser ingerido en cantidades significativas.
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Composicion quimica del aceite de Eucalipto

Segun analisis realizados por técnicas como Cromatografia de gases se puede identificar la
composicion de un aceite esencial. Por ejemplo, 1,8-Cineol o Eucaliptol alrededor de un 80%
en estas especies vegetales, ademas de otros compuestos como Alfa-Pineno, Limoneno,
Copaeno, Linalol, Mirceno, etc., que presentan segin la bibliografia actividad

antimicrobiana frente a bacterias patdgenas. (22)

Actividad antimicrobiana del AEE SP frente a bacterias patogenas

Investigaciones realizadas revelan la capacidad del Eucalipto para combatir bacterias
patdgenas, como Streptococcus mutans, y examinan su capacidad antimicrobiana mediante
técnicas como la difusion en pozos y las microdiluciones en pocillos, con el propdsito de
calcular la concentraciéon minima inhibitoria (CMI). (23)

Es conocido por sus propiedades aromadticas y terapéuticas, que pueden ser beneficiosas para
la salud. Se obtiene a través del proceso de destilacion de las hojas de la planta Eucalyptus,
la cual es nativa de Australia y se ha utilizado tradicionalmente en la medicina natural.
Presenta una actividad antimicrobiana sumamente potente frente a una amplia variedad de
bacterias patdogenas, gracias a su elevada concentracion de 1,8-cineol (también conocido
como eucaliptol) y otros componentes bioactivos como el a-pineno y el terpineno-4-ol. Su
mecanismo de accion consiste en desestabilizar la membrana celular, lo cual resulta en la
inhibicion de la respiracion bacteriana y en la afectacion de la replicacion del ADN.

Su aplicacion en una amplia variedad de productos antisépticos, enjuagues bucales y
soluciones inhalatorias lo convierte en una alternativa natural altamente prometedora para el
tratamiento efectivo de diversas infecciones, especialmente en un contexto de creciente

resistencia antibiotica.
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La Clorhexidina: Caracteristicas y actividad antimicrobiana de la clorhexidina

La clorhexidina es una molécula activa que se hace mas estable cuando se convierte en un
sal. Las dos formas de sal son el digluconato de clorhexidina con efecto antimicrobiana y el
dihidrocloruro de clorhexidina con efecto sobre el intestino. El digluconato de clorhexidina
es un tipo de desinfectante comun, utilizado en productos para salud de gente y animales. La
molécula del clorhexidina fue encontrada en afios 40 durante investigacion sobre agentes que
luchan contra malaria; introducida después en mercado como un antiséptico en afios 50 por
Imperial Chemical Industries en Manchester, Reino Unido y muy usada ahora como

antiséptico para lesiones cutdaneas en forma del digluconato de clorhexidina.. (24)

Con peso molecular 505.45 g/mol, con porcentaje de composicion C 52.28%, H 5.98%, Cl
14.03% y N 27.71%, con pH de 5.5 a 7.0, tiene caracteristicas importantes que amplian su
uso en muchos segmentos del mercado con baja toxicidad, no tiene absorcion cutdnea, no es
absorbido por el cuerpo cuando se ingiere, tiene accion cicatrizante, no deja residuos,
inodoro, incoloro, no corrosivo, no volatiles y biodegradables. Tiene la caracteristica de ser
anfotero, pudiendo actuar como 4cido o base, tiene total solubilidad en agua, y tiene
incompatibilidad con los tensioactivos anidnicos. El mecanismo de accion del digluconato
de clorhexidina se da porque es una molécula dicationica, por lo que un extremo de la
molécula se adhiere a la pelicula adquirida que recubre la superficie del diente y estructuras
de la cavidad oral, mientras que el otro ejerce su accion sobre los microorganismos. La
clorhexidina, atraida por la carga negativa de la superficie bacteriana, se adentra en la
membrana celular mediante interacciones electrostaticas, quizas por enlaces hidrofobicos o
puentes de hidrégeno, dependiendo de su concentracion. De esta manera, a dosis elevadas
causa un dafo irreversible en la célula bacteriana, desencadenando la precipitacién y

coagulacion de proteinas citoplasmadticas, y, a dosis mas bajas, se compromete la membrana

26



celular mediante la inhibcion de enzimas glucoliticas y proteoliticas, desembocando en la
extravasacion de fragmentos celulares de menor peso molecular. Asi, el uso de clorhexidina
asociado a la remocion mecanica del biofilm dental disminuye la colonizacion por patdogenos

orales y respiratorios que pueden colonizar la cavidad oral. (25)

La clorhexidina, con una cantidad de 0,01 miligramos, también detuvo la habilidad de las
bacterias para romper proteinas, segiin un estudio con muestras de placa debajo del diente
de personas que tienen periodontitis cronica. Esta cualidad cambia la forma de la placa de
bacterias o biopelicula dental, que necesita comida para crecer. Del mismo modo, la
capacidad de la clorhexidina para sujetarse al diente disminuye el aumento de las bacterias
en el biofilm, ayudando asi a su efecto en contra de los microorganismos y matandoles, con

lo cual se previene el desarrollo de caries y la enfermedad periodontal.

Es una importante biguanida catidnica que actia de manera efectiva alterando la
permeabilidad de la membrana celular microbiana, lo que conlleva a la salida de
componentes intracelulares esenciales y posteriormente la muerte celular. Su actividad es
altamente efectiva inhibiendo bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, aunque destaca
su mayor eficacia frente a las primeras, incluyendo Staphylococcus aureus y Streptococcus
mutans, dos de los microorganismos mas comunes en infecciones bacterianas. Ademas, este
medicamento también cuenta con propiedades de combate contra hongos y virus en

determinadas circunstancias.

Se utiliza ampliamente en enjuagues bucales, desinfectantes quiriirgicos y antisépticos para
heridas, gracias a su notable efecto residual prolongado y persistente, que permite una accion
antimicrobiana continua e ininterrumpida incluso después del enjuague inicial. No obstante,
es importante tener en cuenta que el uso continuado de este producto puede ocasionar efectos

secundarios no deseados, tales como la aparicion de manchas en el esmalte dental o cambios
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en la percepcion del sabor. Por lo tanto, se aconseja aplicarlo de manera moderada y

controlada.

El estudio de como la clorhexidina afecta hongos es menos comun y tiene resultados
diversos en los textos, pero muestra sefiales de que funciona. El afio 1,999, el método de
accion de la clorhexidina para los hongos is muy parecido al de las bacterias, asi que el hongo
coge la molécula de clorhexidina lo que desgasta la pared celular y membrana plasmatica

cuando entra al citoplasma lo cual hace que se pierda contenido celular.

La clorhexidina tiene propiedades antimicrobianas de larga duracioén debido a su capacidad
para unirse de forma reversible a las superficies dentales, la hidroxiapatita, las membranas
celulares y las mucinas salivales, y puede desconectarse de estas estructuras aumentando el

gradiente de concentracion. (26)

La clorhexidina permite su absorcion a compuestos anidnicos como glicoproteinas salivales
radicales, fosfatos y acidos carboxilicos presentes en el biofilm dental, pelicula dental y
macromoléculas presentes en la boca, por lo que esta propiedad favorece la retencion de
aproximadamente el 30% de la clorhexidina en la boca. después del enjuague bucal. Debido
a la posibilidad de formar reservas de clorhexidina en la superficie dental, y ser liberada
lentamente, existe un efecto positivo que influye en la prevencion de la colonizacion
bacteriana y el desarrollo de biopelicula, siendo esta caracteristica conocida por la propiedad

de sustantividad.

Ademas de la superficie del diente, la molécula de clorhexidina también tiene la propiedad
de retentividad a las encias y a la mucosa bucal por afinidad a la membrana celular de las
células de las mucosas orales, con esto hay una conservacion de su efecto, retrasando su
tiempo de accion en relacion con el flujo salival. Después de su administracion a través de

enjuagues bucales, la clorhexidina sufre la accion del flujo salival y aclaramiento salival,
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disminuyendo su concentracidon en un corto periodo de tiempo. Hay una alta concentracion
en la cavidad oral poco tiempo después del uso, y luego hay una pérdida de concentracion
que esta influenciada por factores como la formulacion, las propiedades quimicas y fisicas

del agente, ademas de la biologia y la higiene bucal de cada individuo.

Asi, después del enjuague con clorhexidina, la saliva por si sola exhibe la actividad
antimicrobiana de la clorhexidina hasta por 5 horas, mientras que la clorhexidina retenida en
la mucosa oral permanece liberada en la cavidad bucal durante 12 horas. La concentracion
de clorhexidina para uso en la cavidad oral puede variar entre 0,12%, 0,2% y 2%, mostrando
la concentracion al 2% mejores efectos en el control del crecimiento bacteriano, pero a esta
mayor concentracion o en uso prolongado se asocia con la aparicion de efectos adversos.
Debido a su eficacia y seguridad de uso, el digluconato de clorhexidina fue considerado en

1997 el estandar de oro antiséptico in vitro/vivo por la OMS. (27)

Indicaciones y formas farmacéuticas con clorhexidina

En odontologia, la clorhexidina tiene varias formas de presentacion, con el objetivo de
reducir el desarrollo de placa bacteriana o biofilm dental, ademas de prevenir la enfermedad
periodontal y la caries. En este contexto, las formas de presentacion farmacéutica mas
comunes del digluconato de clorhexidina son soluciones orales, dentifricos con clorhexidina,
asi como soluciones en geles y barnices con clorhexidina. El uso de clorhexidina en
odontologia tiene un nimero significativo de indicaciones con periodos cortos de aplicacion
indicados cuando la higiene mecanica no es posible, dificil o inadecuada, como después de
cirugias orales, en ulceraciones orales recurrentes, en el tratamiento de estomatitis, o durante
el tratamiento. de infecciones orales. Para periodos cortos intermitentes o periodos medios

para pacientes con mala higiene bucal, discapacidades fisicas o psiquicas, con alto riesgo de
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caries, con aparatos de ortodoncia o rehabilitacion protésica extensa o con compromiso
médico con predisposicion a infecciones bucales. Y, sin embargo, durante largos periodos
de aplicacion en diferentes concentraciones para pacientes con problemas sistémicos graves

con riesgo de infecciones orales.

El uso de clorhexidina en solucion al 0,12% o al 0,2% son las formas farmacéuticas mas
utilizadas con indicaciones para prevenir la formacion de biopelicula dental, controlar la
gingivitis y controlar infecciones posquirdrgicas. La solucidon para enjuague bucal a una
concentracion de 0,12% es la mas utilizada porque es eficaz y tiene menos efectos adversos,
y es facil de usar por los pacientes. También esta indicado para su uso en pacientes con
limitaciones motoras, discapacitados mentales, portadores de aparatos de ortodoncia,
pacientes geriatricos y pacientes hospitalizados, ademds de para desinfectar cepillos de
dientes. La solucion al 2% se utiliza para la descontaminacion de la superficie dentinaria
antes de restauraciones o cementaciones de protesis, para la descontaminacion de conductos
radiculares en endodoncia y para su uso como descontaminante externo antes de

procedimientos quirurgicos en la cavidad oral. (28)

La clorhexidina, en su version oral al 0,12%, se ha convertido en una herramienta esencial
para monitorear la microbiota orofaringea en pacientes en estado critico, especialmente en
aquellos intubados con un tubo endotraqueal. El uso comtn de la solucion de clorhexidina
en limpiar la boca de pacientes en la unidad de cuidados intensivos, sobre todo bajo
ventilacidn mecanica con un tubo endotraqueal, baja la reproduccion de bacterias dafiinas en
la boca y por ende los peligros de tener neumonia después del ingreso al hospital. El uso de
clorhexidina en dentifricos para el control del biofilm supragingival tiene limitaciones, ya
que la interaccion de la clorhexidina con los productos utilizados en la formulacion de los

dentifricos puede reducir su accién antimicrobiana. Esta condicion ocurre debido a la
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interaccion con el monofosfato de sodio y el lauril sulfato de sodio presentes en la féormula
de los dentifricos que ejercen una atraccion idnica con la molécula de clorhexidina,
disminuyendo su efecto. La clorhexidina tiene una importante accion clinica en la reduccion
de la caries dental, especialmente por su accion sobre el principal causante, Streptococcus
mutans, por lo que su efecto antimicrobiano previene la caries en individuos de alto riesgo.
El barniz con clorhexidina al 20% de aplicacion profesional se presenta como la forma
farmacéutica mas eficaz para el control de la caries dental, liberandose lentamente durante

un tiempo prolongado.

Los geles con clorhexidina se hacen en cantidad del 0,5 y 1% para usarlo con cubetas
dentales y también se venden para ayudar a detener y tratar la caries. Estos barnices y geles,
la accién de la clorhexidina va a los dientes, siendo el gel menos pegado en las superficies
de boca. Otra forma especifica para el cuidado de periodontitis es las matrices
biodegradables de gelatina con 2.5 mg de gluconato de clorhexidina, que se venden bajo
marca Periochip®. Esta manera de dar medicamentos fue usada para uso en trabajo
profesional después de hacer una limpieza mecanica con raspado y alisado en las encias de
bolsas grandes con profundidad de méas de Smm, mirando a limpiar las bacterias locales en
las encias como ayuda al tratamiento mecénico. La pastilla o tableta de clorhexidina que
tiene 2,5 mg deja salir la clorhexidina lento dentro la bolsa de encias. Los estudios in vitro
estan mostrando una salida del 40% en 24 horas, y después la salida de clorhexidina queda

por 7 a 10 dias. (29)

La clorhexidina se usa en varios sectores de la medicina como un método para prevenir
enfermedades. En neonatologia y obstetricia las aplicaciones topicas de clorhexidina para
lavar la vagina, limpiar la piel del bebé y el cordon umbilical han sido efectivas en controlar

infeccion después del parto. En cardiologia en cirugias con inserciéon de dispositivos
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intravasculares se observo que el uso de clorhexidina disminuy6 infeccion local en el uso del
catéter. En urologia el uso topico de clorhexidina ha sido efectivo para prevenir uretritis e
infecciones relacionadas al catéter urinario. En oftalmologia, las soluciones con

clorhexidina se usan en prevencion y tratamiento de infecciones oculares.

La clorhexidina se usa cominmente en hospitales para limpiar la piel con una toallita y jabon
o agua al 0,05% antes de cirugias. En cirugias, el uso de jabon con clorhexidina ayuda a
preparar a los pacientes y limpiar las manos de los médicos antes de operar, para detener las
infecciones. La clorhexidina mezclada con alcohol se usa como limpieza para la piel antes
de sacar sangre y poner un catéter. Un estudio mostrd que la clorhexidina con alcohol bajo
la cantidad de gérmenes en la sangre porque se queda maés tiempo activa contra gérmenes,
aunque exista sangrado. También se nota que limpiar la piel antes de poner una linea
vascular con clorhexidina baja la chance de infecciones en la sangre después de un sangrado

venoso por colocar el catéter intravenoso.

Toxicidad y efectos adversos de la clorhexidina

Se clasifico a la clorhexidina como de bajo nivel de toxicidad en animales y humanos. Se
destacaron los estudios pioneros de clorhexidina, que evaluaron la dosis letal para uso
intravenoso e intraoral en ratas, observandose una dosis letal en altas concentraciones para
ambos, principalmente intraoral, lo que caracteriza su baja toxicidad, y estos estudios se
repitieron por 2 afos y los unicos cambios observados fueron la aparicion de células gigantes
en los ganglios linfaticos abdominales, no se encontraron tumores ni otras manifestaciones
en los animales. Se realizaron evaluaciones complementarias de los efectos teratogénicos, la
sensibilidad cutanea y reproductiva en ratas y la irritacién ocular en conejos y los resultados

fueron satisfactorios, por lo que no se encontraron cambios significativos. En humanos, hasta
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la década de 1970, solo se reportaron en la literatura diez casos de sensibilidad a la
clorhexidina, y en muchos de estos casos no estaba claro si la causa era el uso de clorhexidina

u otros factores asociados.

En los reportes actuales, el digluconato de clorhexidina se considera estable, y dependiendo
de su concentracion tiene baja toxicidad tisular, la absorcion a través de mucosas y piel es
minima, es bien tolerado cuando se administra a animales y por via parenteral e intravenosa,
no atraviesa la barrera placentaria y no causa efectos secundarios tdxicos sistémicos con el
uso topico prolongado. La irritacion de la piel depende de la concentracion, con baja
probabilidad de causar dermatitis cuando se usa con frecuencia en lavados antisépticos. La
clorhexidina se utiliza de forma rutinaria para la antisepsia de la piel mediante hisopado o
irrigacion con solucidn al 0,05% antes de procedimientos quirtirgicos, y en estos casos el uso
topico de clorhexidina asociado a dermatitis de contacto se reporta solo en 2,5 a 5,4% de los
pacientes. Para uso en la cavidad oral, la clorhexidina no penetra en el epitelio oral y se
absorbe poco en el tracto gastrointestinal. Los estudios en animales sugieren que la
clorhexidina se excreta principalmente en las heces cuando se ingiere, y solo una pequefia
cantidad se metaboliza en el higado y los rifiones. La dosis letal de digluconato de
clorhexidina LD50 oral es de 1.800 mg/Kg, mientras que la dosis letal LD50 intravenosa es

de 22 mg/Kg. (30)

Raramente se han reportado reacciones agudas de hipersensibilidad a la clorhexidina, aunque
existen reportes de reacciones de hipersensibilidad con la aplicacion de clorhexidina como
antiséptico, relacionandose mas con aplicaciones en mucosas que en piel, siendo un evento
poco comun debido a que la absorcion de clorhexidina es minima. Teniendo en cuenta el uso

generalizado de la clorhexidina como antiséptico en la piel, la alergia de contacto se

33



considera rara, por lo que la incidencia de reacciones alérgicas a la clorhexidina se relaciono

solo con el 1 al 2,5% de los casos.

La reaccion inmediata, que puede desencadenar una urticaria fulminante y desencadenar un
shock anafilactico, es mas comun que la reaccion tardia a la clorhexidina. Estas reacciones
pueden surgir cuando la piel o las mucosas se topan con la clorhexidina, y de los cincuenta
reportes de anafilaxia vinculados a la clorhexidina en diez afios, quince se presentaron
durante la cirugia, manifestdndose habitualmente entre 15 y 45 minutos tras el inicio de la
anestesia. Ante cualquier duda de alergia inmediata a la clorhexidina, es prudente llevar a
cabo pruebas de prick o incluso técnicas de reaccion intradérmica antes de proceder con la

clorhexidina.

Se reporta un caso de hipersensibilidad inmediata y tardia a la clorhexidina en un paciente
de 61 anos previo a una cirugia de hernia inguinal, por lo que el paciente desarrollé un
exantema urticariforme durante la cirugia en espalda, brazos y estdbmago, el cual fue tratado
con glucocorticoides intravenosos. En una prueba de alergia posterior, los resultados fueron
negativos para las pruebas cutaneas, intradérmicas y subcutaneas con el anestésico utilizado,
clorhidrato de bupivacaina, y con latex. En cambio, la prueba cutanea y del parche con
gluconato de clorhexidina al 1% fue positiva. La ototoxicidad evita usar clorhexidina en
cirugias del oido (interno o medio), y hay que evitar el contacto directo con el cerebro y las
meninges. También tiene cuidado con los ojos al usar clorhexidina més del 1% porque puede
causar conjuntivitis y dafio a la cornea. Pero, bajas cantidades de clorhexidina se usan en
preparaciones para los ojos sin toxicidad. La otoxicidad para el uso de clorhexidina en
operaciones que incluyen el oido medio o interno, también hay que esquivar el toque directo
con el tejido cerebral y las meninges. Ademas, hay que tener cuidado cuando tiene contacto

los ojos al utilizar soluciones con clorhexidina mas 1%, puede causar conjuntivitis dafo
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grave a cornea. Sin embargo, bajas cantidades de clorhexidina son utilizadas en soluciones

para los ojos sin cualquier efecto nocoplacente (31)

Algunos casos desarrollaron sindrome de dificultad respiratoria aguda por aspiracion de
clorhexidina directamente al pulmoén, pero no hay informacién preclinica sobre la toxicidad
pulmonar de la clorhexidina, ya que sus productos generalmente se desarrollan para la

desinfeccion por uso topico.

La clorhexidina muestra toxicidad cuando se observan estudios in vitro de efectos directos
sobre células aisladas. La citotoxicidad in vitro de la clorhexidina se evalué con una linea
celular epitelial, donde se observd toxicidad de la clorhexidina en funcion del tiempo de
exposicion y de la composicion del medio de exposicion. Se observd que la toxicidad de una
exposicion de 24 horas a la clorhexidina para las células se redujo progresivamente,
especialmente cuando la exposicion se asocidé con otros componentes como el suero fetal
bovino, la albumina, la lectina y la bacteria Escherichia coli, siendo estas reducciones en la
toxicidad debida a la unién catidnica de la clorhexidina a los restos quimicos cargados

negativamente de los otros componentes.

El digluconato de clorhexidina puede usarse en la superficie de dentina antes de resanar los
dientes; sin embargo, en dientes con vida palpar puede pasar a través de los espacios
dentinarios hacia la capa unica de odontoblastos y concactar con la pulpa del diente. En el
mismo contexto del estudio de células fuera del cuerpo, se vio el efecto dafiino de distintos

niveles de clorhexidina en células odontoblasticas.

Se realizd un andlisis de toxicidad en células madre mesenquimales humanas para
microparticulas de hidroxido de calcio con clorhexidina, hidréxido de calcio puro y
clorhexidina pura, analizando el porcentaje de viabilidad celular a diferentes

concentraciones. Las microparticulas de hidroxido de calcio con clorhexidina e hidroxido de
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calcio puro mostraron un porcentaje de viabilidad celular superior al 90%, mientras que la
clorhexidina pura redujo la viabilidad celular a un porcentaje entre el 60 y el 80%, con mayor
efecto citotoxico asociado a mayor concentracion de clorhexidina. Las reacciones adversas
observadas estuvieron relacionadas con tincion de los dientes, aumento de la formacion de
calculos, cambios reversibles en el gusto e irritacion de los tejidos con sensacion de ardor y
descamacion de la mucosa. Sin embargo, la notificacion de efectos adversos depende de su
concentracion, por lo que los efectos adversos son menos pronunciados en concentraciones
iguales o inferiores al 0,2%. La clorhexidina tiene su aplicacion mas frecuente en soluciones
orales al 0,12%, 0,2% y 2%, siendo la concentracion al 2% la que presenta los mejores
efectos antibacterianos, sin embargo a esta concentracidon presenta los mayores indices de

efectos adversos. (32)

También se pueden observar efectos adversos a concentraciones de 0,12 y 0,2% de
clorhexidina, especialmente bajo protocolo clinico de uso prolongado. Los efectos adversos
sobre la mucosa oral por el uso de clorhexidina son menos frecuentes. Se han encontrado
informes de irritacion, eritema, descamacion superficial, Ulcera, glositis y boca seca en
ensayos clinicos en adultos. En un estudio clinico de los efectos del enjuague bucal de
clorhexidina con y sin alcohol, utilizado durante 4 dias, se observé que los efectos adversos
mas frecuentes informados fueron sensacion de ardor en la boca, sabor amargo después del
enjuague y cambio de sabor. La frecuencia de eventos adversos fue significativamente mayor
cuando se utilizé solucion de clorhexidina con alcohol, representando un 57,1 %, mientras

que la frecuencia para la solucion de clorhexidina sin alcohol fue de 28,6 %. (33)

Un estudio reciente de estudios con grupos aleatorios mir6 los efectos del enjuague bucal
con clorhexidina que se usé como ayuda a los métodos de limpieza de dientes durante

minimo cuatro semanas en el cuidado dela gingivitis en nifios y grandes. Usar
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clorhexidina bajo la gingivitis y el acumulo de placa. Los efectos adversos notados fueron
cambio en el sabor sintomas en la boca que incluyen dolor e irritacion de mucosa; ardor

en lengua; y mancha en los dientes..

La etiologia de la tincion extrinseca de los dientes por agentes quimicos utilizados para
prevenir la formacion de biopeliculas no se comprende completamente. Se consideran tres
posibles mecanismos: reacciones de pardeamiento no enzimatico, también conocidas como
reacciones de Maillard; la formacion de sulfuros metalicos pigmentados por Hierro (Fe) y
Estano (Sn); y los productos de reaccion de alimentos, bebidas y componentes quimicos.
Siendo las reacciones de oscurecimiento y la formacion de sulfuros metalicos pigmentados
las causas mas probables de estas coloraciones, mientras que los factores dietéticos pueden
tener un papel modificador (ERIKSEN et al., 1985). Existe evidencia de que la tincion es
causada por la interaccion o precipitacion de los cromdgenos de la dieta cuando la
clorhexidina se absorbe localmente y, en presencia de componentes alimentarios
cromogenos, los tintes de clorhexidina producen compuestos coloreados en la hidroxiapatita

dental que conducen a la tincion. (34)

2.3 Formulacion de hipotesis
2.3.1 Hipotesis general

e HI: Si existe diferencia significativa del efecto antibacteriano del AEE SP segin el
halo de inhibicién en concentraciones de 100, 50, 25 y 12.5% comparado a la
clorhexidina al 0,12% frente a la PG

e HO: No existe diferencia significativa del efecto antibacteriano del AEE SPsegtn el
halo de inhibicion en concentraciones de 100, 50, 25 y 12.5% comparado a la

clorhexidina al 0,12% frente a la PG
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2.3.2 Hipaotesis especificas

@ HI: Si existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG segun halo de

inhibicidén usando una concentracion del 100%.

@® HO: No existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG segtn halo de

inhibicidén usando una concentracion del 100%.

@® HI: Si existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG segin halo de

inhibicidén usando una concentracion del 50%.

® HO: No existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG segun halo de

inhibicidén usando una concentracion del 50%.

@® HI: Si existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG segin halo de

inhibicidén usando una concentracion del 25%.

@® HO: No existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG segtn halo de

inhibicidén usando una concentracion del 25%.

@ HI: Si existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG segun halo de

inhibicidén usando una concentracion del 12.5%.

@® HO: No existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG segtin halo de

inhibicidén usando una concentracion del 12.5%.
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1. Método de la investigacion

El trabajo usaréd el método Hipotético Deductivo porque examina de manera ordenada las
posibles relaciones generales para apoyar sus descubrimientos. Este método presenta un
proceso logico que incluye hacer suposiciones, establecer causas légicas de esas
suposiciones y realizar pruebas reales para ver si las predicciones basadas en las suposiciones

coinciden con lo que se encuentra en la experiencia (35)

3.2. Enfoque de la investigacion

En esta investigacion, se usard un enfoque cuantitativo. Es una forma de buscar informacién
que se apoya en recoger y estudiar datos numéricos para conocer y explicar situaciones
sociales, naturales o cientificas. Este enfoque se utiliza en diversas disciplinas, incluyendo
la sociologia, la psicologia, la economia, la biologia, la estadistica, la ciencia politica y

muchas otras. (36)

3.3. Tipo de investigacion

Es una investigacion de tipo Basica. Una metodologia basica es un conjunto de
procedimientos, técnicas y enfoques que se utilizan para llevar a cabo una actividad o tarea
de manera sistematica y organizada. Estas metodologias suelen ser simples y facilmente

comprensibles, disefiadas para abordar tareas comunes de manera eficiente (37).
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La presente investigacion sera de tipo probabilistico observacional, de corte transversal y
descriptiva porque se evaluara mediante un estudio in vitro el efecto antimicrobiano del AEE

SP en comparacion con la Clorhexidina al 0.12% frente a LA PG.

Es una forma de explorar informacion que emplea la probabilidad y los numeros para
descubrir y visualizar datos; las diferentes maneras de observar situaciones implican el acto
de presenciar directamente sucesos en el entorno natural. Un estudio transversal es una
investigacion de alcance amplio que examina detalladamente informacién relevante sobre
diversos temas recopilada de una muestra representativa de individuos o de un grupo
especifico durante un periodo de tiempo preestablecido. También conocido como analisis
de frecuencia, estos estudios se enfocan en analizar no solo las caracteristicas de las personas
que estan siendo estudiadas, sino también en comprender las razones detras de dichas
caracteristicas. Los diferentes métodos de busqueda que describen los expertos ponen
especial atencion en el "qué es lo que se busca" y no tanto en el "por qué se esta realizando"

la busqueda de informacién (37)

3.4. Diseiio de la investigacion

El disefio que utilizara la presente investigacion sera experimental e in vitro. Tendréa lugar
en un entorno de laboratorio en condiciones estrictamente estériles. El investigador trabajara
en un entorno controlado para manipular los cultivos respetando todas las normas de
bioseguridad pertinentes. El disefio experimental es una técnica estadistica mediante la cual
se pueden rastrear las causas de un efecto y cuantificar la relacion existente. Es un enfoque
sistematico que permite estudiar, entre las variables de entrada y de salida, la relacion que

existe. (38)
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Grupo A: G + X101 # 02 03 04
Grupo B: G + X201 # 02* 03+ 04
Grupo C: G + X301 # 02 03+ 04

Grupo C: G + X301 # 02+ 03+ 04

Donde:
Grupo A, By C: Grupos de estudio (A, B: Experimental y C: Control)
G: Cultivos de P. gingivalis
X1 = AEE SP
X2 = Clorhexidina al 0.12% (Control positivo)
X3 = Solucion salina al 0.85% (Control negativo)
O1 = Concentracion #1
02 = Concentracion #2
03 = Concentracion #3

04 = Concentracion #4
3.5. Poblacion, Muestra y muestreo
Poblacion:

Para el presente trabajo de investigacion la poblacion estard compuesta por tres grupos
consistente en dieciocho placas Petri con cepas de PG procedentes de un laboratorio de Lima-

Pert. La poblacion serd distribuida de la siguiente manera.

@ Secis placas Petri con cepas de PG se colocd AEE SP. (Grupo de control)

@ Secis placas Petri con cepas de PG donde se colocd agua destilada, las cuales

funcionaron como grupo control negativo, Para garantizar que los resultados no se
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vean influenciados por factores extraiios o para erradicar posibles sesgos, se

implementa el grupo de control. Para el experimento se utiliza una muestra que no se

prevé que tenga éxito.
@ Seis placas Petri con cepas de PG se colocd gluconato de clorhexidina al 0,12%
Muestra:

Para determinar el tamafio de la muestra se hizo uso de la siguiente férmula:

n=(Zo/2+7B)2 2S2

(X1 -X2)
Donde:
n = Tamafio de muestra preliminar.
Za/2 = 1.96 para un o= 0,05
Zp= 0.64 paraun 3 = 0,20
S= (X1 — X2) valor asumido por no haber estudios similares
Reemplazando:
n= (2.)*’(2)(0.64)
n=10
Por tanto cada grupo de estudio estard conformado por 10 placas de Petri.

Criterios de inclusion

@® Placas Petri con PG no contaminadas.
@ Placas Petri a temperatura ambiente (37 °C).

@® Placas Petri en buen estado de conservacion.
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@ Placas Petri que tengan Agar Sangre.

@ Placas Petri previamente esterilizadas.

Criterio de exclusion

@ Placas Petri que no tuvieron cultivo.
@ Placas Petri que no pudieron dar lectura a los halos de inhibicion.
@ Placas Petri que fueron contaminadas.

@ Placas Petri que se danaron

Muestreo:

El muestreo que se llevard a cabo serd de tipo probabilistico intencional, ya que previamente
se realizd una evaluacion exhaustiva para verificar si las cepas seleccionadas cumplian con

los criterios de inclusion establecidos para el estudio.

3.6. Variables y operacionalizacion
Variable independiente: Solucion antibacteriana in vitro.
Variable dependiente: Actividad antibacteriana sobre la PG.

Variable interviniente: Concentracion influyente en la Inhibicion de crecimiento

bacteriano
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Operacional de Variables

Variable Independiente

Variable Definicion Definicion Indicadores Medicion Escala valorizada
conceptual operacional
Aceite E1 AEE SP se Resultante de Inhibicion total Halo de Concentracion del
esencial de | obtuvo a través de | inhibicidn de del crecimiento inhibicion aceite esencial
Eucalipto arrastre de vapor crecimiento bacteriano segliin
de hojas de bacteriano las
Eucalipto concentraciones
del aceite esencial
Variable Dependiente
Variable Definicién Definicién Indicadores Escala de Escala valorizada
conceptual operacional Medicion
Moléculas Presencia de P. gingivalis Crecimiento
Actividad antimicrobianas crecimiento Nominal microbiano
antibacteriana | presentes en el bacteriano

aceite esencial
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Variable Interviniente

Variable Definicion Definicion Indicadores Escala de Escala valorizada
conceptual operacional Medicion
Concentracion | Concentracion que | Concentraciones 100%, 50, 25,
determinada del se evaluara a del AEE SP 12.5,
Concentracion | aceite que inhiba través del
el crecimiento crecimiento
bacteriano Cuantitativa

3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1. Técnica

Se empleard una técnica de observacion indirecta. Este enfoque consistié en evaluar los

intervalos de freno en la proliferacion de cepas de PG en milimetros.

registradas seran detalladas con precision.

Las mediciones

El estudio, que se llevara a cabo en dos periodos de 48 y 72 horas, se plasmara en una hoja

de calculo de Excel. En esta hoja de calculo se desplegara el tiempo en forma de halo y se

evaluara la actividad bacteriana.

Obtencion de la muestra

Se utilizaran cepas de PG previamente identificadas por los microbidlogos y adquiridas en

laboratorios reconocidos.
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Activacion de las cepas:

Después de obtener las cepas puras, se sacaran de su contenedor de almacenamiento y se
sembraran en una placa de Agar Sangre disefiada para microorganismos anaerobios. Es

importante tener en cuenta que este proceso debe completarse en un maximo de 5 minutos.

Cultivo de la cepa:

Para el cultivo de la bacteria se utilizard el agar sangre para anaerobios, y el proceso de
siembra se realizara uniformemente sobre la placa utilizando un hisopo estéril. Para ello se
empleara la técnica de aislamiento de estrias simples, y este proceso se llevara a cabo en tres

cajas de Petri.

3.7.2. Descripcion de instrumentos
Procedimientos para la obtencion de las soluciones:

Una solucion de gluconato de clorhexidina a una concentracion de 0,12% que esta disponible

comercialmente para su compra.

Se utilizarda AEE SP obtenido con la ayuda de especialistas en la produccion de aceites

esenciales de laboratorios de quimica.
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Medio de cultivo microbiologico utilizado cominmente para realizar la prueba de

susceptibilidad a antibiéticos.

Para las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos, se recomienda ampliamente
utilizar Agar Sangre como medio de cultivo debido a su alto valor nutricional. Una vez

realizada esta seleccion, las placas quedaran debidamente etiquetadas para su uso.
Inoculacion de las sustancias en estudio mediante el método de difusion en disco

Para inocular la cepa reactivada se utilizara un hisopo estéril para embeberlo en el in6culo
que se ha mezclado con agua destilada. A continuacion, la mezcla se aplicara sobre la
superficie de Agar Sangre, utilizando la técnica de empobrecimiento en bucle para garantizar
una cobertura completa del area. Después de 3 a 5 minutos de secado, se aplicaran 100 uL a
pocillos que contengan AEE SP y otros con Clorhexidina al 0,12%. Para permitir los halos
de inhibicion, las placas de petri se incubaran en un frasco anaerobio herméticamente cerrado

durante 72 horas a 37°C.

Determinacion del efecto antibacteriano de la Clorhexidina al 0.12% y AEE SP frente

al P. Gingivalis.

@ La inoculacion en el medio de cultivo Agar Sangre sigui6 a la preparacion del agar,
y s6lo después de verificar la cepa en su estado de méximo crecimiento.

@ Para conseguir un césped bacteriano sobre una placa de Agar Sangre, se sembro
uniformemente una cantidad fija de bacterias sobre la superficie. Este proceso se
repitio 10 veces por placa de Petri.

@ Sobre las placas que ya habian sido inoculadas con PG se colocaron diversos discos
de papel de filtro empapados en solucion de irrigacion, facilitados por pinzas

estériles.
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@® Con un intervalo de 15 minutos se dejaron reposar las placas, permitiendo que el
medio consumiera las sustancias luego de insertar los discos.

@ Las placas de Petri fueron transportadas directamente a la incubadora.

@® En cada repeticion, las placas de estudio se sometieron a un periodo de incubacion
que durdé 72 horas, realizdndose la observacion y medicion durante ese tiempo
especifico.

@ El efecto antibacteriano in vitro se evaludé mediante determinacion cualitativa de las

zonas de inhibicion siguiendo la escala de Duraffourd y medicion del diametro de

inhibicion.
Escala de Duraffourd
EFECTO ANTIBACTERIANO | DIAMETRO DE
INHIBICION
NULA (-) 0a7mm.
SENSIBLE (+) 8 al4 mm
MUY SENSIBLE (++) Entre 15 a 20 mm.
ALTAMENTE SENSIBLE (+++) | De 21 mm. a mas

Evaluacion de la efectividad antibacteriana

Medicion del diametro de los halos de inhibicion de crecimiento bacteriano.

El didmetro de los halos que inhiben el crecimiento de microorganismos es un factor crucial
en este estudio. Las mediciones de los halos se realizaran utilizando un calibrador Vernier y
luz reflejada en la superficie de la placa de Petri. Los datos recogidos de las mediciones a las

72 horas se registraran en la correspondiente ficha de recogida de datos.
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Preparacion del AEE SP
El AEE SP se trabaj6 usando las siguientes concentraciones: 100, 50, 25 y 12.5%, se

utiliz6 ademas como solvente el dimetilsulfoxido. (Figura 1)

(Figura 1: Dilucion de aceite esencial y homogeneizacion de cada solucion)

Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento

El microorganismo utilizado en el presente estudio, es decir, PGATCC 33277,
proviene de The American Type Culture Collection (ATCC) y se inoculdé en Agar
Shaedler. (1) suplementado con Vitamina K y Hemina para garantizar el crecimiento
de la bacteria, mientras que las condiciones de incubaciéon fueron de 37°C en
anaerobiosis durante 72 horas. Posteriormente, se cogieron colonias y estas se
inocularon en TSB para su reactivacion bajo las mismas condiciones mencionadas
anteriormente durante 24 horas. (2) Para el siguiente ensayo se ajustd la densidad
oOptica de los caldos bacterianos a 0.8 en 600 nm utilizando solucién salina al 0.85%

estéril como diluyente.
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Actividad antimicrobiana Difusion en placa

Siguiendo la metodologia planteada por Monsalve y Bello, (3) se tom6 un hisopo el
cual se embebid dentro de la suspension bacteriana y se inocul6 en toda la superficie
de la placa petri conteniendo 20 mL de Agar Scheadler suplementado. Posteriormente,
se realizaron pocillos haciendo uso de un sacabocados (Figura 2) y se retiraron en
esterilidad. Finalmente en cada pocillo se dispensaron 100 uL de las siguientes
soluciones: Aceite esencial 100, 50, 25 y 12.5% ademas del control negativo
(Dimetilsulfoxido) y el control positivo (Clorhexidina). Las condiciones de incubacion
fueron de 37°C en anaerobiosis durante 72 horas. Los resultados se reportaron a través
de una medida del halo de inhibicion respectiva a cada muestra de cada pocillo. El

ensayo se realizo por triplicado y 3 veces.

(Figura 2: A) Técnica de corte del agar para pocillos con el sacabocados, B) Disefio
del método de difusion en placa petri. C-: Control negativo, C+: Control positivo)
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Resultados
Actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en placa

El resultado del ensayo de actividad antimicrobiana se presenta en la figura 3 y tabla
1. Como se observa en la figura 3, cada pocillo presentd un halo de inhibicion
alrededor de ¢l, siendo el de mayor diametro el pocillo correspondiente a la
clorhexidina, seguido de las concentraciones de 100, 50, 25 y 12.5%. Finalmente el
pocillo que contenia el dimetilsulféxido como control negativo no present6 ningun halo

de inhibicion alrededor de él.

A)

(Figura 3: A) Halos de inhibicion alrededor de los pocillos en Agar Sangre modificado)

X Diametro de halo de

Muestra i
inhibicion (mm) + DS
AEE SP 100% 12.56+1.24
AEE SP 50% 11.44+1.33
AEE SP 25% 10.2241.01
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AEE SP 12.5% 09.00+0.67

Clorhexidina (C+) 19.56+0.71

Dimetilsulfoxido (C-) 00400

(Tabla 1: Efectividad antibacteriana del aceite esencial y los controles positivo y
negativo en cultivos de PG tras 72 horas de incubacion)

Efectividad Antimicrobiana del Aceite esencial de Eucalipto y Clorhexidina
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AEE: Aceite Esencial de Eucalipto
C+: Control positivo
C-: Control negativo

(Figura 4: Comparacion de la efectividad antimicrobiana del AEE SP, clorhexidina y
dimetilsulfoxido frente a PG)

Prueba de Hipotesis

Prueba de normalidad

Se realiz6 una prueba de normalidad utilizando el test de Shapiro-Wilk (n<50) para

evaluar la distribucion de los valores y si cumplian con criterios de normalidad.
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Muestra Valor p

AEE SP 100% 0.4074
AEE SP 50% 0.2081
AEE SP 25% 0.0284
AEE SP 12.5% 0.0489
Clorhexidina (C+) 0.1954

Nivel de significancia (a0 =0,05)

(Tabla 2: Anélisis de normalidad por Shapiro Wilk de las muestras frente a PG

Los datos obtenidos en la tabla 2 nos muestran la distribucion de los valores e indica
que las muestras correspondientes al AEE SP al 25 y 12.5% no cumplen con los
criterios de normalidad y se recomienda el uso de analisis estadisticos no paramétricos

como la prueba de Friedman.

Prueba de Friedman

Se realizo el siguiente andlisis estadistico para evaluar la significancia entre distintas
muestras enfrentadas a PG. y se consider6 a la prueba de Friedman pues se utilizan las
mismas unidades experimentales y solo cambian las condiciones de tratamiento como
la concentracion del AEE SP o Clorhexidina. Los datos obtenidos en la tabla nos
muestran que se obtuvo un p-value < 0.05 lo que indica diferencias significativas entre
las muestras analizadas y segun el test de Dunn todas las comparaciones entre nuestras

muestras presentan diferencias significativas al presentar también un p-value < 0.05.
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X Diametro de halo de

Muestra inhibicién (mm) + DS
AEE SP 100% 12.5641.24
AEE SP 50% 11.4441.33
AEE SP 25% 10.2241.01
AEE SP 12.5% 09.00+0.67

Clorhexidina (C+) 19.56+0.71

Prueba de Friedman (p <0.05), Test de Dunn (p <0.05)

3.7.3. Validacion y Confiabilidad

Siguiendo el protocolo de investigacion establecido, se llevardn a cabo las mediciones
correspondientes a las 72 horas de incubacion en condiciones controladas. Se procedera a
llevar a cabo el examen minucioso de cada placa, donde se tomard nota detallada de los
diametros de los halos de inhibicidn a través de la lectura meticulosa de cada placa. Para
llevar a cabo este proceso, se empleara el calibrador Vernier debido a su reconocida precision
y exactitud. La validacion de dicho instrumento se llevara a cabo mediante la ejecucion de
una prueba piloto con un tamafio de muestra equivalente al 10% del total, lo cual posibilitara
la realizacién de ajustes necesarios para asegurar la fiabilidad y validez del instrumento en

cuestion.
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3.8. Plan de procesamiento y analisis de datos

Para obtener estadisticas descriptivas y visualizar los tiempos de exposicion de cada muestra,

se utilizara el programa estadistico SPSS para el procesamiento de datos.

3.9. Aspectos éticos

La importancia cientifica de esta investigacion es que contribuye a la expansion y mejora del
campo de conocimiento de la endodoncia. Para garantizar que esta investigacion se lleve a
cabo de acuerdo con todas las reglamentaciones necesarias, se deben cumplir varios
requisitos. En primer lugar, la seleccion de la cepa debe ser certificada por un microbidlogo
cualificado que posea la experiencia necesaria para mantenerla en su estado natural. En
segundo lugar se debe garantizar la calidad del AEE SP y que esté debidamente homologada
y con manual que lo acredite. Finalmente, el gluconato de clorhexidina al 0.12% utilizado
en la investigacion debe estar en un envase que cuente con los correspondientes certificados,
registro farmacéutico y fecha de vencimiento. Especialistas en el campo de la microbiologia

supervisaran todo el estudio.

El estudio del valor social que rodea a estas sustancias es de gran importancia, ya que los
hallazgos beneficiaran tanto a los profesionales como a los pacientes. Los profesionales
podran implementar estas sustancias de una manera mas efectiva, mientras que los pacientes

podran evitar experimentar menos complicaciones clinicas.

El proximo proceso serd analizado y admitido para su implementacion por la Junta de
Revision de Areas de Investigacion de la Escuela de Odontologia Profesional de la

Universidad.
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CAPITULO 5. RESULTADOS

4.1 Resultados

4.1.1. Analisis descriptivo de resultados

Tabla 1. Actividad antimicrobiana del AEE SP sobre el crecimiento de PG

Efecto antibacteriano Efecto antibacteriano Efecto antibacteriano Efecto antibacteriano del

del AEE SP al 100% del AEE SP al 50% del AEE SP al 25% AEE SP al 12.5%

Frecuencia Porcentaje  Frecuencia  Porcentaje  Frecuencia  Porcentaje  Frecuencia  Porcentaje
Sensible 8 88.9% 9 100% 9 100% 9 100%
Muy sensible 1 11.1% 0 0% 0 0% 0 0%
Total 9 100% 9 100% 9 100% 9 100%

En la tabla nimero 1 se puede observar claramente la notable actividad antimicrobiana que

presenta el AEE SP frente al crecimiento de PG. Se destaca que, a una concentracion del

100% de este aceite esencial, se evidenci6 sensibilidad en un porcentaje del 88.9% (N=8),

mientras que a concentraciones del 50%, 25% y 12.5%, la sensibilidad fue del 100% en todos

los casos (N=9).

88.9% 100% 100% 100%
100.0%
80.0%
60.0%
0 0
20.0% Ly % % %
0.0%
Efecto Efecto Efecto Efecto

antibacteriano delantibacteriano delntibacteriano delantibacteriano del
aceite esencial de aceite esencial de aceite esencial de aceite esencial de
Eucalyptus sp al Eucalyptus sp al Eucalyptus sp al Eucalyptus sp al
100% 50% 25% 12.5%

M Sensible W Muy sensible

Figura 1. Grafico de columnas de la actividad antimicrobiana del AEE SP sobre el

crecimiento de PG

Tabla 2. Efecto antibacteriano del AEE SP sobre el crecimiento de PG mediante el

método de difusion en agar usando 100% de aceite
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Frecuencia Porcentaje Media DE. p-valor*

Sensible 8 88.9%
Efecto antibacteriano del Muy sensible 1 11.1% 12.56 1333 0.000
AEE SP al 100%

Total 9 100%

* Prueba T para una muestra

En la tabla 2 se aprecia la actividad antimicrobiana del AEE SP al 100% sobre el crecimiento
de PG en mayor porcentaje fue sensible en un 88.9% (N°=8), seguido de muy sensible en un

11.1% (N°=1). El didmetro de los halos presenté una media de 12.56 y una DE igual a 1.333

90.0%
80.0%
70.0%
60.0%
50.0%
40.0%
30.0%
20.0%
10.0%

0.0%

“

Sensible Muy sensible

Figura 2. Grafico de histograma del efecto antibacteriano del AEE SP sobre el

crecimiento de PG mediante el método de difusion en agar usando 100% de aceite

Tabla 3. Efecto antibacteriano del AEE SP sobre el crecimiento de PG mediante el

método de difusion en agar usando 50% de aceite

Frecuencia Porcentaje Media DE. p-valor*

Elfg;t; antibacteriano del AEE SP g ipje 9 100% 1144 1.014  0.000
a o

* Prueba T para una muestra
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En la tabla 2 se aprecia la actividad antimicrobiana del AEE SP al 50% sobre el crecimiento
de PG el porcentaje total fue sensible en un 100% (N°=9). El didmetro de los halos presentd

una media de 11.44 y una DE igual a 1.014.

Sensible

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Figura 3. Grafico de columna del efecto antibacteriano del AEE SP sobre el crecimiento

de PG mediante el método de difusion en agar usando 50% de aceite

Tabla 4. Efecto antibacteriano del AEE SP sobre el crecimiento de PG mediante el

método de difusion en agar usando 25% de aceite

Frecuencia Porcentaje Media DE. p-valor®

Efecto antibacteriano del AEE
SP al 25%

Sensible 9 100%  10.33 0.500 0.000

* Prueba T para una muestra

En la tabla 4, se evidencia que el AEE SP actlia como un protector microbiano del 25%
contra PG, con una sensibilidad del 100% (N°=9). Los halos mostraron un diametro

promedio de 10.33 y una DE de 0.500.
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Sensible

100%
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30%
20%
10%

0%

Figura 4. Grafico de columna del efecto antibacteriano del AEE SP sobre el crecimiento

de PG mediante el método de difusion en agar usando 25% de aceite

Tabla 5. Efecto antibacteriano del AEE SP sobre el crecimiento de PG mediante el

método de difusion en agar usando 12.5% de aceite

Frecuencia Porcentaje Media DE. p-valor®

Efecto antibacteriano del AEE
SP al 12.5%

Sensible 9 100% 9.11 0.601 0.000

* Prueba T para una muestra

En la tabla 5 se revela que el AEE SP tuvo un impacto del 12.5% en la proliferacion de PG,
siendo la sensibilidad total del 100% (N°=9). Los halos mostraron un didmetro promedio de

9.11 y una DE de 0.601.
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Sensible

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Figura 5. Grafico de columna del efecto antibacteriano del AEE SP sobre el crecimiento

de PG mediante el método de difusion en agar usando 12.5% de aceite

Tabla 6. Actividad antimicrobiana de la Clorhexidina al 0.12% frente a PG

Frecuencia  Porcentaje = Media DE. p-valor*
Clorhexidina al Muy sensible 8 88.9%
0.12% frente a  Aypamente sensible 1 11.1% 19.56 1.236 0.000
Porphyromonas
s Total 9 100%
gingivalis

* Prueba T para una muestra

En la tabla 2, se evidencia la efectividad antimicrobiana del AEE SP al 100%, con un 88.9%
de sensibilidad, seguido de un 11.1% de extrema sensibilidad. Los halos mostraron un

didmetro promedio de 12.56 centimetros y una DE de 1.333 centimetros.
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Muy sensible Altamente sensible

Clorhexidina al 0.12% frente a Porphyromonas gingivalis

Figura 6. Grafico de columnas de la actividad antimicrobiana de la Clorhexidina al

0.12% frente a PG

4.1.2. Prueba de hipotesis

Formulacion de Hipotesis General

HI: Si existe diferencia significativa del efecto antibacteriano del AEE SP segun el halo de
inhibicion en concentraciones de 100, 50, 25 y 12.5% comparado a la clorhexidina al 0,12%

frente a la PG.

HO: No existe diferencia significativa del efecto antibacteriano del AEE SP segtn el halo
de inhibiciéon en concentraciones de 100, 50, 25 y 12.5% comparado a la clorhexidina al

0,12% frente a la PG.
Ho: Hipdtesis nula, HI: Hipdtesis alterna
Establecer el Nivel de Significancia

Para llevar a cabo el estudio, se determind que seria pertinente trabajar con un nivel de

confianza del 95%, lo cual equivale a un nivel de significancia (a) del 5% = 0.05.
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Determinacion del Estadigrafo a Emplear

A través del andlisis T de una muestra, se puede descubrir si el AEE SP actlia como un

formidable protector contra la PG segun el halo de inhibicion utilizando una concentracion

del 100%.
95% de IC
Media Mediana Minimo Maiximo DE Limite Limite p-valor*
inferior  superior
AEE SP 100% 12.56 12 11 15 1.333 11.53 13.58
AEE SP 50% 11.44 12 10 13 1.014 10.67 12.22
AEE SP 25% 10.33 10 10 11 0.500 9.95 10.72 0.000
AEE SP 12.5% 9.11 9 8 10 0.601 8.65 9.57
Clorhexidina al 0.12% 19.56 20 18 22 1.236 18.61 20.51

*Prueba de Friedman

Toma de Decision

La tabla evidencia que, en relacion con la actividad antimicrobiana del AEE SP en relacion
con el crecimiento de PG el AEE SP 100% presenta una media de 12.56 con una Desviacion
Estandar de 1.333, el AEE SP 50 por ciento presenta una media de 11.44 con una Desviacion
Estandar de 1.014, el AEE SP 25 por ciento presenta una media de 10.33 con una Desviacioén
Estandar de 0.500, el AEE SP 12.5% presenta una media de 9.11 con una Desviacion
Estandar de 0.601, mientras que la Clorhexidina al 0.12 por ciento presenta una media de
19.56 con una Desviacion Estandar de 1.236. En todos los resultados se observa un p. valor
de 0.000 (menos de 0.05 por ciento) En consecuencia, se desestima la hipotesis nula, y se
acepta que Si existe diferencia significativa del efecto antibacteriano del AEE SP segiin
el halo de inhibicion en concentraciones de 100, 50, 25 y 12.5% comparado a la

clorhexidina al 0,12% frente a la PG
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Media

Clorhexidinaal  Aceite esencial de Aceite esencial de Aceite esencial de Aceite esencial de
0.12% Eucalipto 100% Eucalipto 50% Eucalipto 25% Eucalipto 12 5%

Figura 7. Grafico de medias de la actividad antimicrobiana del AEE SP con la

clorhexidina frente a PG

Formulacion de Hipotesis especifica 1

Hi: Si existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG segin halo de inhibicion

usando una concentracion del 100%.

Ho: No existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG seglin halo de inhibicion

usando una concentracion del 100%
Ho: Hipdtesis nula, Hy: Hipdtesis alterna
Establecer el Nivel de Significancia

Para llevar a cabo el estudio, se determind que seria pertinente trabajar con un nivel de

confianza del 95%, lo cual equivale a un nivel de significancia (a) del 5% = 0.05.
Determinacion del Estadigrafo a Emplear
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A través del analisis T de una muestra, se puede descubrir si el AEE SP actlia como un
formidable protector contra la PG segun el halo de inhibicion utilizando una concentracion

del 100%..

Sig. asintotica

Prueba T de una muestra 0.000

Nivel de significancia = 0.05

Toma de Decision

Dado que, el resultado de la prueba T de una muestra el p-valor = 0.000 (p< 0.05), se rechaza
la hipdtesis nula es decir Si existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG

segun halo de inhibicion usando una concentracion del 100%.

Formulacion de Hipadtesis especifica 2

Hi: Si existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG segtn halo de inhibicion

usando una concentracion del 50%.

Ho: No existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG seglin halo de inhibicion

usando una concentracion del 50%
Ho: Hipdtesis nula, Hy: Hipdtesis alterna
Establecer el Nivel de Significancia

Para llevar a cabo el estudio, se determind que seria pertinente trabajar con un nivel de

confianza del 95%, lo cual equivale a un nivel de significancia (a) del 5% = 0.05.

Determinacion del Estadigrafo a Emplear
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A través de la prueba T de una muestra, se puede descubrir si el AEE SP actia como un
protector bactericida contra la PG segun el halo de inhibicion utilizando una concentracion

del 50%..

Sig. asintotica

Prueba T de una muestra 0.000

Nivel de significancia = 0.05

Toma de Decision

Dado que, el resultado de la prueba T de una muestra el p-valor = 0.000 (p< 0.05), se rechaza
la hipdtesis nula es decir Si existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG

segun halo de inhibicion usando una concentracion del 50%.

Formulacion de Hipadtesis especifica 3

Hi: Si existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG segtn halo de inhibicion

usando una concentracion del 25%.

Ho: No existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG seglin halo de inhibicion

usando una concentracion del 25%
Ho: Hipdtesis nula, Hy: Hipdtesis alterna
Establecer el Nivel de Significancia

Para llevar a cabo el estudio, se determind que seria pertinente trabajar con un nivel de

confianza del 95%, lo cual equivale a un nivel de significancia (a) del 5% = 0.05.

Determinacion del Estadigrafo a Emplear
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A través de la prueba T de una muestra, se puede descubrir si el AEE SP actia como un
protector bactericida contra la PG segun el halo de inhibicion utilizando una concentracion

del 25%..

Sig. asintotica

Prueba T de una muestra 0.000

Nivel de significancia = 0.05

Toma de Decision

Dado que, el resultado de la prueba T de una muestra el p-valor = 0.000 (p< 0.05), se rechaza
la hipdtesis nula es decir Si existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG

segun halo de inhibicion usando una concentracion del 25%.

Formulacion de Hipotesis especifica 4

Hi: Si existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG segtn halo de inhibicion

usando una concentracion del 12.5%.

Ho: No existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG seglin halo de inhibicion

usando una concentracion del 12.5%
Ho: Hipdtesis nula, Hy: Hipdtesis alterna
Establecer el Nivel de Significancia

Para llevar a cabo el estudio, se tomo la determinacion de trabajar con un nivel de confianza

del 95%, el cual equivale a un nivel de significancia (o) del 5% = 0.05.

Determinacion del Estadigrafo a Emplear
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A través del analisis T de una muestra, se puede descubrir si el AEE SP actlia como un
protector bactericida contra la PG segun el halo de inhibicidn utilizando una concentracion

del 12.5%.

Sig. asintotica

Prueba T de una muestra 0.000

Nivel de significancia = 0.05

Toma de Decision

Dado que, el resultado de la prueba T de una muestra el p-valor = 0.000 (p< 0.05), se rechaza
la hipdtesis nula es decir Si existe un efecto antibacteriano del AEE SP frente a la PG

segun halo de inhibicion usando una concentracion del 12.5%.

4.1.3. Discusion de resultados

El desafio de la resistencia a los antimicrobianos se ve como uno de los grandes retos en el
campo de salud publica; asi que, se sugiere la creacion de nuevas sustancias con habilidad
de combatir microbios que son muy importantes para la salud humana a través de
metabolitos que actien como defensores. El estudio aqui escogi6 aceite de Eucalipto como
un posible buen agente antimicrobiano contra PG, un microbio patégeno comiin en muchas

infecciones bucales, como periodontitis. (4)

Los resultados obtenidos en el ensayo correspondiente a la efectividad antibacteriana del
AEE SP frente a PG evidencia el potencial de esta sustancia al presentar como se observa en
la figura 3 halos de inhibicién alrededor de los pocillos en los cuales se dispensaron las
siguientes soluciones: AEE SP al 100%, 50%, 25% y 12.5%. Ademas, se utilizaron controles

positivos y negativos, siendo estos la clorhexidina y el dimetilsulféxido, respectivamente.
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Autores como Alejo y Pineda (5) proponen el uso de aceite esenciales para hacer frente a PG
este estudio difiere del presente trabajo de investigacion, pues aquellos investigadores
utilizan aceite esencial de Minthostachys “muna” el cual present6 actividad antimicrobiana
evidenciada a través de un halo de inhibicion de 18 mm, los cuales son similares al que
presento aquel ensayo por difusion en placa siendo de 20 mm la cual siguiendo la escala de
Duraffourd (6) se consideraria al primer resultado como una cepa sumamente sensible a
aquella solucién por estar dentro del rango de >20 mm, mientras que el obtenido en esta
investigacion alcanza los 12.56 y 11.44 mm en un porcentaje puro de 100% y diluido al 50%
lo que indica segun la misma escala de Duraffourd una resultado sensible del
microorganismo frente al aceite esencial, por otro lado los resultados del aceite diluido al
25% y 12.5% obtuvieron un resultado de 10.22 y 9.00, respectivamente, lo que indica
consistencia en la inhibicion del aceite esencial sobre PG estando dentro del rango de 9 y 14
mm. Por otro lado comparando aquel resultado con el de firmaco Clorhexidina, este obtuvo
una halo de inhibicidon de 31.33 mm, siendo este sumamente mayor a los presentados por el
aceite esencial en todas sus concentraciones. Segun Ledn, et al. (7) El tratamiento
periodontal idoneo es la Clorhexidina, cuyo poder antibacteriano se ha demostrado en este
estudio, superando incluso al aceite esencial, revelando una eficacia notablemente superior

a la de Eucalipto contra PG.

En el presente estudio se trabajé con AEE SP el cual segtin autores como Montero, ef al. (8)
atribuyen la actividad antibacteriana de este aceite esencial a sustancias como fenoles y
monoterpenos los cuales representan gran parte de la composicion en este aceite esencial y
segun su investigacion este se debe principalmente a su interaccion directa con el citoplasma

bacteriano causando dafnos finalmente en su membrana celular.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se confirm¢ la existencia de una diferencia en el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Eucalyptus sp. en comparacion con la clorhexidina al 0,12%,
evidenciada por el didmetro de la zona de inhibicion registrado a concentraciones
del 100%, 50%, 25% y 12,5% frente a Porphyromonas gingivalis.

Se evidenci6 un efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalyptus sp. contra
Porphyromonas gingivalis demostrado por la formacion de una zona de inhibicion
al emplear una concentracion del 100%.

A una concentracion del 50%, el aceite esencial de Eucalyptus sp. mostro actividad
antibacteriana contra Porphyromonas gingivalis manifestada por la presencia de
una zona de inhibicion.

Se manifiesta actividad antibacteriana del aceite esencial de Eucalyptus sp. contra
Porphyromonas gingivalis a una concentracion del 25%, reflejada en la formacion
de una zona de inhibicion.

A una concentracion del 12,5%, el aceite esencial de Eucalyptus sp. mantuvo su
efecto antibacteriano contra Porphyromonas gingivalis evidenciado por la presencia

de una zona de inhibicion.
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5.2 Recomendaciones

La presente investigacion no busca sustituir completamente el uso de la Clorhexidina como
agente antibacteriano en tratamientos periodontales, sino busca presentar otras alternativas
sobre este tipo de infecciones, principalmente para evitar la generacion de resistencia
antibacteriana de patogenos como PG sobre farmacos conocidos como la clorhexidina,
ademas. pretende iniciar una serie de investigaciones que estudien el potencial de plantas
medicinales y/o cultivos endémicos del Pert con el fin de encontrar metabolitos que tengan
accion antibacteriana y pueden ser consideradas también alternativas en los tratamientos

periodontales.

Se recomienda también continuar las investigaciones del AEE SP, pues este presentd una
elevada accion antibacteriana frente a PG se recomienda realizar el enfrentamiento con otros
patdgenos como Fusobacterium nucleatum, Streptococcus mutans, etc. Ademas de realizar
otros ensayos microbioldgicos como determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI)
con el fin de determinar cudl serd el porcentaje mas bajo en el que se presenta aun actividad

antibacteriana, con el fin de conocer ain mas el potencial de este aceite esencial.
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Anexos

Anexo 1: Matriz de consistencia

Formulacion del Objetivos Hipotesis Variables Disefio Indicadores
problema Metodologico
Problema general Objetivo general Hipotesis General Variable Tipo de Inhibicion del
(Cual es el efecto Determinar el efecto | ¢ HI: Si 1ndependy3 nte: investigacion crecimiento
. . . . . . . Solucion . . o (Halos de
antibacteriano del antibacteriano del existe diferencia ) } ) Método inductivo; o,
. . . . o . antibacteriana in o Inhibicion)
aceite esencial de aceite esencial de significativa del " enfoque mixto; de
Eucalipto segtin el Eucalipto segiin el | efecto VIro. tipo observacional | Porphyromonas
halo de inhibicion | halo de inhibicion en | antibacteriano del de corte transversal gingivalis
en concentraciones concentraciones de | aceite esencial de Variable y descriptivo; de Aceite esencial
de 100, 50,25y 100, 50, 25y 12.5% | Eucalipto segtn el . . disefio experimental. .
o, dependiente: de Eucalipto
12.5% comparado a comparado a la halo de inhibicion Actividad
la clorhexidina al | clorhexidina al 0,12% | en concentraciones . . Gluconato de
antibacteriana sobre < L
0,12% frente a la frente a la de 100, 50, 25 y Poblaciéon Clorhexidina al
la Porphyromona
Porphyromonas Porphyromonas 12.5% comparado oivalis 18 placas petri. 0.12%
gingivalis ? gingivalis a la clorhexidina al &mns ' )
0,12% frente a la Muestra (iionlcggtrgglozrges
Porphyromonas Variable Colonias de e Y, O, £,
o 4o . . . 1250 1 t
Probl:cfmas Obj efiluvos gingivalis interviniente: Porphyromonas es?ng?alageel e
especilicos especiiicos . HO: No Concentracion del gingivalis.

(Cual es el efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
Porphyromonas

Establecer el efecto
antibacteriano del
aceite esencial de

existe diferencia
significativa del
efecto
antibacteriano del

aceite esencial de
Eucalipto

Eucalipto
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gingivalis, segiin
halo de inhibicion
usando una
concentracion del
100%?

(Cual es el efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
Porphyromonas
gingivalis,, segiin
halo de inhibicién
usando una
concentracion del
50%?

(Cual es el efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
Porphyromonas
gingivalis,, segun
halo de inhibicién
usando una
concentracion del
25%7?

(Cual es el efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
Porphyromonas

Eucalipto frente a
Porphyromonas
gingivalis, segin halo
de inhibicion usando
una concentracion del
100%

Establecer el efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
Porphyromonas
gingivalis,, segin
halo de inhibicién
usando una
concentracion del
50%

Establecer el efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
Porphyromonas
gingivalis,, segiin
halo de inhibicion
usando una
concentracion del
25%

Establecer el efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a

aceite esencial de
Eucaliptosegun el
halo de inhibicion
en concentraciones
de 100, 50,25y
12.5% comparado
a la clorhexidina al
0,12% frente a la
Porphyromonas
gingivalis

Hipotesis

especificas
HI: Si existe un
efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
la porphyromonas
gingivalis, segiin
halo de inhibicion
usando una
concentracion del
100%.

HO: No existe un
efecto

antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
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gingivalis,, segiin
halo de inhibicion
usando una
concentracion del
12.5%?

Porphyromonas
gingivalis,, segun
halo de inhibicién
usando una
concentracion del
12.5%

la porphyromonas
gingivalis, segun
halo de inhibicion
usando una
concentracion del
100%.

HI: Si existe un
efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
la porphyromonas
gingivalis, segun
halo de inhibicion
usando una
concentracion del
50%.

HO: No existe un
efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
la porphyromonas
gingivalis, segiin
halo de inhibicion
usando una
concentracion del
50%.

HI: Si existe un
efecto

80



antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
la porphyromonas
gingivalis, segin
halo de inhibicion
usando una
concentracion del
25%.

HO: No existe un
efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
la porphyromonas
gingivalis, segun
halo de inhibicion
usando una
concentracion del
25%.

HI: Si existe un
efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
la porphyromonas
gingivalis, segun
halo de inhibicion
usando una
concentracion del

81



12.5%.

HO: No existe un
efecto
antibacteriano del
aceite esencial de
Eucalipto frente a
la porphyromonas
gingivalis, segun
halo de inhibicién
usando una
concentracion del
12.5%.
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Anexo 2. Ficha de recoleccion de datos

Halos de
Inhibicion
en mm

Aceite esencial de eucalipto

Gluconato de clorhexidina 0.12%

Placas

125 | 255 | 50% | 100%
Y% Y%

12.5
Y%

25.5
Y%

50%

100%

O |0 (A (NN B |W(N|—

83




Anexo 3. Validez de instrumento

W

Universidad
Norbert Wiener

VALIDACION DE INSTRUMENTO
|. DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: l/KS auez o peico -ﬁ(c— [=ANEYNS

1.2 Cargo e Institucién donde labora: _Dgc= LT

1.3 Nombre del Instrumento motivo de evaluacién: FICHD DE RECOLECCIOP DE DATOS
1.4 Autor(es) del Instrumento: SERGIO JOEL QUISPE RIOS

1.5 Titulo de la Investigacion: EVALUACION /N VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE
EUCALYPTUS SP. (EUCALIPTO) Y SU COMPARACION CON EL GLUCONATO DE
CLORHEXIDINA AL 0,12% FRENTE A PORPHYROMONAS GINGIVALIS

Il. ASPECTO DE LA VALIDACION
CRITERIOS Deficiente Baja Regular | Buena | Muy buena
1 2 3 4 5
Esta formulado con lenguaje
1. CLARIDAD apropiado. Q(
Esta expresado en conductas
Z OBJETIVIDAD observables. DZ
Adecuado al avance de la ciencia
3. ACTUALIDAD y tecnologia X
4. ORGANIZACION Existe una organizacion légica. =
Comprende los aspectos de
& SURCGIENGIA cantidad y calidad en sus items. ol
Adecuado para valorar aspectos
6. INTENCIONALIDAD | del desarrolio de capacidades
cognoscitivas. X
Alineado a los objetivos de la
ZCONSISTENCIA investigacién y metodologia. /X
Entre los indices, indicadores y
8. COMERENCIA las dimensiones. o
¢ La estrategia responde al
s propésito del estudio oL
El instrumento es adecuado al
e tipo de Investigacion. 04
CONTEO TOTAL DE MARCAS
{realice el conteo en cada una de fas categorias de O(
la escala)
A B C D E

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

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

Categoria Intervalo
Desaprobado <> | [0,00-0,60]
Observado > <0,60-0,70]
Aprobado i <0,70 - 1,00]

V. OPINION DE APLICABILIDAD:
APl cagrt e

y L6 de _ptoszo  del 2024

Firma y seiio
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VALIDACION DE INSTRUMENTO

. DATOS GENERALES

1.1 Apeliidos y Nombres del Experto: MG. ESpP. (@0 /Q{a())’ SDTCmO\IOQ UUODLUDTI
1.2 Cargo e Institucién donde labora: (N
1.3 Nombre del Instrumento motivo de evaluacion: cicip » pecol

1.4 Autor(es) del Instrumento: SERGIO JOEL QUISPE RIOS

1.5 Titulo de la Investigacién: EVALUACION /N VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE

e Csclecn o

e 00
&eClonw DE DATOS

LC:G(A .

EUCALYPTUS SP. (EUCALIPTO) Y SU COMPARACION CON EL GLUCONATO DE
CLORHEXIDINA AL 0,12% FRENTE A PORPHYROMONAS GINGIVALIS

Il. ASPECTO DE LA VALIDACION
CRITERIOS Deficiente Baja Reguiar | Buena | Muy buena
1 2 3 L] 5
Esta formulado con lenguaje
1. CLARIDAD apropiado. x
Esta expresado en conductas
2. OBJETIVIDAD Sbceables ><
Adecuado al avance de la ciencia
3. ACTUALIDAD y tecnologia X
4. ORGANIZACION Existe una organizacién légica. e
Comprende los aspectos de
5. SUFICIENCIA cantidad y calidad en sus items. ><
Adecuado para valorar aspectos
6. INTENCIONALIDAD | del desarrollo de capacidades X
cognoscitivas.
Alineado a los objetivos de ia
S IENCIA investigacion y metodologia. X
Entre los indices, indicadores y
8. COHERENCIA las dimensiones. X
£ La estrategia responde al
9. METODGLOGIA propésito del estudio X
El instrumento es adecuado al
70 CERTRENCIA tipo de Investigacion. X
CONTEO TOTAL DE MARCAS
(realice el conteo en cada una de las categorias de
la escala)
A B Cc D E

Coeficiente de Validez = (1xA) + (2xB) + (3xC) + (4xD) + (5xE) = 9) q¢
50 ’

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

aspa en el circulo asociado)

Categoria Intervalo
Desaprobado <> | [0,00-0,60]
Observado <> | <060-0,70]
Aprobado e <0,70 - 1,00]

IV.  OPINION DE APLICABILIDAD:

APLICABLE

,_2G de_A6os7o del 2024

85



W

VALIDACION DE INSTRUMENTO
I. DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Rozl o7 W §22) [7 ARG U (~
1.2 Cargo e Institucion donde labora: /) (ZA77 o7 2 00 C 1y

1.3 Nombre del Instrumento motivo de evaluacion: TiCHA D¢ edoieccid, o DA XY .

1.4 Autor{es) del Instrumento: SERGIO JOEL QUISPE RIOS

1.5 Titulo de la Investigacion: EVALUACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE
EUCALYPTUS SP. (EUCALIPTO) Y SU COMPARACION CON EL GLUCONATO DE
CLORHEXIDINA AL 0,12% FRENTE A PORPHYROMONAS GINGIVALIS

1. ASPECTO DE LA VALIDACION
CRITERIOS Defic1|ente B;ja Regsular Bu:na Muy guena
1. CLARIDAD E;:(é) ;:)aré?lado con lenguaje
2. OBJETIVIDAD T
3. ACTUALIDAD )/;\?:gnuoalgglgl avance de la ciencia

4. ORGANIZACION Existe una organizacién Iégica.

5. SUFICIENCIA Comprende los aspectos de

cantidad y calidad en sus items.

6. INTENCIONALIDAD | del desarrollo de capacidades

Adecuado para valorar aspectos

cognoscitivas.
Alineado a los objetivos de la
e ENCIA investigacion y metodologia.
Entre los indices, indicadores y
8: COHERENGIA las dimensiones.
: La estrategia responde al
9. METQDOLOGIA propésito del estudio
El instrumento es adecuado al
10 PERTINENGIA tipo de Investigacion.
CONTEO TOTAL DE MARCAS
{realice el conteo en cada una de las categorias de
la escala)

| 8l S| B[S

A B

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

1lI. CALIFICACION GLOBAL (Ubique el coeficiente de validez obtenido en el intervalo respectivo y marque con un

v.

aspa en el circulo asociado)

Categoria Intervalo
Desaprobado <> | [0,00-0,60]
Observado <> | <0,60-0,70]

Aprobado @ <0,70 - 1,00]

OPINION DE APLICABILIDAD:

,_26 de_ntoSio de12029

Firma y selio
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Anexo 4: Aprobacion de comité de ética

Ario del Bicentenario, de la consolidacion de nuestra CERTIFIED
Independencia, y de la conmemoracién de las 1509001 | | &

heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

Lima, 7 de Marzo de 2025

Dr. Mario Alcarraz Curi

Responsable del laboratorio de Microbiologia

Bioprocesos Industriales Consultores SAC

Mz H lote 7 Urbanizacién Los Jardines del Naranjal Il. San Martin de Porres. Lima

Lima.-

ASUNTO: Autorizacion para aplicacion de estudio de campo

De mi mayor consideracion:

Es grato dirigirme a usted para saludarlo cordialmente y a la vez presentar al egresado de

la carrera profesional de Odontologia; Sergio Joel Quispe Rios, con cddigo de matricula N°

2017101210, con la finalidad de solicitar se brinde todas las facilidades pertinentes para

que pueda aplicar los instrumentos de recoleccién de datos en Ensayos de confrontacion

entre el aceite esencial de Eucalyptus sp y Porphyromonas gingivalis

Toda la informacion que solicita el tesista Sergio Joel Quispe Rios es para la elaboracién
de su proyecto de investigacién denominado: “EVALUACION IN VITRO DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE EUCALYPTUS SP.
(EUCALIPTO) Y SU COMPARACION CON EL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL
0,12% FRENTE A PORPHYROMONAS GINGIVALIS” dirigido por la asesora de tesis, Mg.
Esp. CD. Sara Angelica Morante Maturana para la obtencién del titulo profesional de
Cirujano Dentista.

Agradeciendo por anticipado su autorizacion a la tesista para que logre su propésito, hago
propicia la ocasién para expresarle los sentimientos de mi consideracion y estima

personal.

Atentamente,

DR

uv Meg. Eduardo Falcén Puicén

Jefe de Grados y Titulos

Universidad f : : :
No Wi Universidad Privada Norbert Wiener S.A.
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Anexo 5: Constancia de Exoneracion

‘ ’ COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA E INTEGRIDAD
Universidad CIENTIFICA
Norbert Wiener

CONSTANCIA DE EXONERACION DE REVISION

Lima, 03 de febrero de 2025

Investigador(a)
Sergio Joel Quispe Rios
Exp. N°: 1047-2024

De mi consideracion:

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

e DProtocolo titulado: “EVALUACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE EUCALYPTUS SP.
(EUCALIPTO) Y SU COMPARACION CON EL GLUCONATO DE
CLORHEXIDINA AL 0,12% FRENTE A PORPHYROMONAS
GINGIVALIS.” Version 02 con fecha 18/01/2025.

El cual tiene como investigador principal al Sr(a) Sergio Joel Quispe Rios.

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

Atentamente,
2./ £
Ll
Raul Antonio Rojas Ortega
Presidente
Comité Institucional de Etica e Integridad Cientifica
Avenida Arequipa 440

Universidad Privada Norbert Wiener
Teléfono: 706-5555 anexo 3286-3287 Cel. 981000698
Correo:comite.etica@uwieneredu.pe
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Anexo 6: Carta de aprobacion de la institucion para la recoleccion de datos

BIOCONSULTORES: .

CONSTANCIA

Dra. Brenda Vergara Pinto

Directora

A.A.P. Odontologia — Universidad Norbert Wiener
Presente.

Estimada Doctora:

Es grato dirigirme a usted para hacer de su conocimiento que el sefior SERGIO JOEL
QUISPE RIOS, con DNI 48259899, bachiller en odontologia de la E.A.P que usted dirige,
realizé las pruebas microbiolégicas del estudio experimental in vitro titulado
“EVALUACION IN V ITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE
ESENCIAL DE EUCALYPTUS SP. (EUCALIPTO) Y SU COMPARACION CON EL
GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0,12% FRENTE A PORPHYROMONAS
GINGIVALIS” que corresponde a su tesis para obtener el titulo de Cirujano Dentista.

La experimentacion fue realizada de setiembre 2024 a febrero del presente afio y fue
supervisado por mi persona cumpliendo con todos los protocolos de bioética,
bioseguridad requeridos.

Sin otro particular.
Atentamente

Lima 29 de marzo de 2025

; i \& o
Dr. Mario Alcarraz Curi IBORATOR

Jefe de Laboratorio
C.B.P. 2627

projects@bioconsultores.net Visitenos en: www.bioconsultores.net



Anexo 7: Programa de intervencion

BIOCONSULTORES- .-

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

Basado en CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). (2022).
Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing.

Metodologia
Preparacion del aceite esencial de Eucalipto

El aceite esencial de Eucalipto se trabajé usando las siguientes concentraciones:

100, 50, 25 y 12.5%, se utilizé6 ademas como solvente el dimetilsulfoxido. (Figura

(Figura 1: Dilucién de aceite esencial y homogeneizacion de cada solucion)

Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento
El microorganismo utilizado en el presente estudio, es decir, Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277, proviene de The American Type Culture Collection

projects@bioconsultores.net Visitenos en: www.bioconsultores.net

90



BIOCONSULTORES: .

(ATCC) y se inoculd en Agar Shaedler. (1) suplementado con Vitamina K y
Hemina para garantizar el crecimiento de la bacteria, mientras que las
condiciones de incubacion fueron de 37°C en anaerobiosis durante 72 horas.
Posteriormente, se cogieron colonias y estas se inocularon en TSB para su
reactivacion bajo las mismas condiciones mencionadas anteriormente durante
24 horas. (2) Para el siguiente ensayo se ajusto la densidad optica de los
caldos bacterianos a 0.8 en 600 nm utilizando solucion salina al 0.85% estéril

como diluyente.

Actividad antimicrobiana Difusién en placa

Siguiendo la metodologia planteada por Monsalve y Bello, (3) se tomd un
hisopo el cual se embebié dentro de la suspension bacteriana y se inoculé en
toda la superficie de la placa petri conteniendo 20 mL de Agar Scheadler
suplementado. Posteriormente, se realizaron pocillos haciendo uso de un
sacabocados (Figura 2) y se retiraron en esterilidad. Finalmente, en cada
pocillo se dispensaron 100 uL de las siguientes soluciones: Aceite esencial
100, 50, 25 y 12.5% ademas del control negativo (Dimetilsulféxido) y el control
positivo (Clorhexidina). Las condiciones de incubacion fueron de 37°C en
anaerobiosis durante 72 horas. Los resultados se reportaron a través de una
medida del halo de inhibicion respectiva a cada muestra de cada pocillo. El

ensayo se realizo por triplicado y 3 veces.

projects@bioconsultores.net Visitenos en: www.bioconsultores.net
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(Figura 2: A) Técnica de corte del agar para pocillos con el sacabocados, B)
Disefio del método de difusion en placa petri. C-: Control negativo, C+: Control
positivo)

projects@bioconsultores.net Visitenos en: www.bioconsultores.net
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RESULTADOS DE LOS ENSAYOS

Actividad antimicrobiana mediante el método de difusién en placa

El resultado del ensayo de actividad antimicrobiana se presenta en la figura 3
y tabla 1. Como se observa en la figura 3, cada pocillo presenté un halo de
inhibicion alrededor de él, siendo el de mayor diametro el pocillo
correspondient A)Ia clorhexidina, seguido de las concentraciones de 100, 50,
25y 12.5%. Finalmente el pocillo que contenia el dimetilsulféxido como control

negativo no presentd ningun halo de inhibicion alrededor de él.

(Figura 3: A) Halos de inhibicion alrededor de los pocillos en Agar Sangre
modificado)

X Diametro de halo
de inhibicion (mm)
+ DS

Muestra

Aceite esencial de Eucalipto 100% 12.56+1.24

Aceite esencial de Eucalipto 50% 11.44+1.33

Aceite esencial de Eucalipto 25% 10.224+1.01
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Aceite esencial de Eucalipto 12.5% 09.00+0.67

Clorhexidina (C+) 19.5610.71

Dimetilsulféxido (C-) 00400

(Tabla 1: Efectividad antibacteriana del aceite esencial y los controles positivo
y negativo en cultivos de Porphyromonas gingivalis tras 72 horas de
incubacion)

Efectividad Antimicrobiana del Aceite esencial de Eucalipto y Clorhexidina

- - N N
o o o o
L 1 1 ]

Halo de inhibicién (mm)
T

o
L

& & & & &
e Y ¥ ¥ & &
& 2
O >
¢ &
o\

AEE: Aceite Esencial de Eucalipto
C+: Control positivo
C-: Control negativo

(Figura 4: Comparacion de la efectividad antimicrobiana del aceite esencial

de Eucalipto, clorhexidina y dimetilsulfoxido frente a Porphyromonas gingivalis)
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Prueba de hipotesis Prueba de
normalidad
Se realiz6 una prueba de normalidad utilizando el test de Shapiro-Wilk (n<50)

para evaluar la distribucién de los valores y si cumplian con criterios de

normalidad.
Muestra Valor p
Aceite esencial de Eucalipto 100% 0.4074
Aceite esencial de Eucalipto 50% 0.2081
Aceite esencial de Eucalipto 25% 0.0284
Aceite esencial de Eucalipto 12.5% 0.0489
Clorhexidina (C+) 0.1954

Nivel de significancia (a =0,05)

(Tabla 2: Analisis de normalidad por Shapiro Wilk de las muestras frente a
Porphyromonas gingivalis

Los datos obtenidos en la tabla 2 nos muestran la distribucion de los valores e
indica que las muestras correspondientes al aceite esencial de Eucalipto al 25
y 12.5% no cumplen con los criterios de normalidad y se recomienda el uso de

analisis estadisticos no paramétricos como la prueba de Friedman.
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PRUEBA DE FRIEDMAN

Basado en: The use of ranks to avoid the assumption of normality implicit in the
analysis of variance. Journal of the American Statistical Association,

Se realizé el siguiente analisis estadistico para evaluar la significancia entre
distintas muestras enfrentadas a Porphyromonas gingivalis. y se considero a
la prueba de Friedman pues se utilizan las mismas unidades experimentales y
solo cambian las condiciones de tratamiento como la concentracion del aceite
esencial de Eucalipto o Clorhexidina. Los datos obtenidos en la tabla nos
muestran que se obtuvo un p-value < 0.05 lo que indica diferencias
significativas entre las muestras analizadas y segun el test de Dunn todas las
comparaciones entre nuestras muestras presentan diferencias significativas al

presentar también un p-value < 0.05.

X Diametro de halo
de inhibicion (mm)
+ DS

Muestra

Aceite esencial de Eucalipto 100% 12.56+1.24

Aceite esencial de Eucalipto 50% 11.44+1.33

Aceite esencial de Eucalipto 25% 10.22+1.01

Aceite esencial de Eucalipto 12.5% 09.00+0.67

Clorhexidina (C+) 19.56+0.71

Prueba de Friedman (p <0.05), Test de Dunn (p <0.05)
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DISCUSIONES LOS RESULTADOS ENCONTRADOS

La resistencia a los antimicrobianos representa uno de los principales
problemas en la salud publica, por ende, se propone el uso de nuevas
sustancias que puedan hacer frente a patdgenos de importancia en salud
humana a partir de metabolitos antimicrobianos. El presente estudio selecciono
el aceite esencial de Eucalipto como potencial antimicrobiano frente a
Porphyromonas gingivalis siendo este un patdgeno presente en muchas
infecciones de la cavidad bucal como periodontitis. (4)

Los resultados obtenidos en el ensayo correspondiente a la efectividad
antibacteriana del aceite esencial de Eucalipto frente a Porphyromonas
gingivalis evidencia el potencial de esta sustancia al presentar como se
observa en la figura 3 halos de inhibicién alrededor de los pocillos en los cuales
se dispensaron las siguientes soluciones: aceite esencial de eucalipto al 100%,
50%, 25% y 12.5%. Ademas, se utilizaron controles positivos y negativos,
siendo estos la clorhexidina y el dimetilsulféxido, respectivamente.

Autores como Alejo y Pineda (5) proponen el uso de aceite esenciales para
hacer frente a Porphyromonas gingivalis, este estudio difiere del presente
trabajo de investigacion, pues aquellos investigadores utilizan aceite esencial
de Minthostachys “mufia” el cual presentd actividad antimicrobiana
evidenciada a través de un halo de inhibicion de 18 mm, los cuales son
similares al que presenté aquel ensayo por difusion en placa siendo de 20 mm
la cual siguiendo la escala de Duraffourd (6) se consideraria al primer resultado
como una cepa sumamente sensible a aquella solucién por estar dentro del

rango de =20 mm, mientras que el obtenido en esta investigacion alcanza los

projects@bioconsultores.net Visitenos en: www.bioconsultores.net

97



BIOCONSULTORES: .

12.56 y 11.44 mm en un porcentaje puro de 100% y diluido al 50% lo que indica
segun la misma escala de Duraffourd una resultado sensible del
microorganismo frente al aceite esencial, por otro lado, los resultados del
aceite diluido al 25% y 12.5% obtuvieron un resultado de 10.22 y 9.00,
respectivamente, lo que indica consistencia en la inhibicion del aceite esencial
sobre Porphyromonas gingivalis estando dentro del rango de 9 y 14 mm. Por
otro lado comparando aquel resultado con el de farmaco Clorhexidina, este
obtuvo una halo de inhibicion de 31.33 mm, siendo este sumamente mayor a
los presentados por el aceite esencial en todas sus concentraciones. Segun
Leodn, et al. (7) La Clorhexidina se considera como el tratamiento periodontal
por excelencia, pues este tiene un notable efecto antibacteriano el cual fue
comprobado en el presente estudio, siendo incluso mayor que el del aceite
esencial indicando una efectividad significativamente superior que el aceite
esencial de Eucalipto frente a Porphyromonas gingivalis.

En el presente estudio se trabajo con aceite esencial de Eucalipto el cual,
segun autores como Montero, et al. (8) atribuyen la actividad antibacteriana de
este aceite esencial a sustancias como fenoles y monoterpenos los cuales
representan gran parte de la composicion en este aceite esencial y segun su
investigacion este se debe principalmente a su interaccion directa con el

citoplasma bacteriano causando dafios finalmente en su membrana celular.

Dr. Mario Alcarraz Curi
Jefe de laboratorio
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Anexo 8: Resultados

Muestra | Clorhexidina 100% 50% 25% 12.50%
R1 18 14 12 11 8
R2 19 15 12 11 9
R3 19 12 11 10 9
R4 20 12 10 10 9
RS 18 11 10 10 9
R6 20 12 12 10 10
R7 20 13 12 10 9
R8 20 11 11 10
R9 22 13 13 11 10

(Tabla 1: Resultados de la accion antibacteriana del aceite esencial de Eucalipto)

A)

B)

@)

D)
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E)

G)

(Tabla 2: Resultados de la actividad antibacteriana del aceite esencial en Agar Sangre
modificado A) R1, B) R2, C) R3, D) R4, E) RS, F) R6
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Anexo 9: Informe del asesor de turnitin

Reporte de similitud

NOMBRE DEL TRABAJO AUTOR

Tesis Sergio Quispe

RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES
13768 Words 74634 Characters

RECUENTO DE PAGINAS TAMARO DEL ARCHIVO

66 Pages 944.4KB

FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME

Mar 20, 2025 8:50 PM GMT-5 Mar 20, 2025 8:51 PM GMT-5

® 10% de similitud general

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada
base de datos.

* 10% Base de datos de Internet » 0% Base de datos de publicaciones
 Base de datos de Crossref  Base de datos de contenido publicado de
Crossref

4% Base de datos de trabajos entregados

@® Excluir del Reporte de Similitud

* Material citado « Coincidencia baja (menos de 10 palabras)

Resumen
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Anexo 10: Fotos

1.- Fotos de equipamiento

Autoclave Incubadora a 37°C

Micropipeta Caja con tips de Micropipeta
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Jarra de Anaerobiosis Vortex

2.- Insumos y Reactivos

Dimetilsulféxido (DMSO) Aceite esencial de Eucalipto
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Mucoxidina (Clorhexidina)

3.- Cepa Microbiolégica

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
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4.- Protocolo de preparacion del inoculo de Porphyromonas gingivalis

we
S
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5.- Enfrentamiento de la actividad antimicrobiana: Clorhexidina (Control positivo)

frente a Porphyromonas gingivalis
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6.- Disposicion de placas en una jarran de anaerobiosis
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7.- Medicion de los diametro de los halos de inhibicion obtenidos en el enfrentamiento

frente a Porphyromonas gingivalis
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8.- Disposicion de la jarra de anaerobiosis en una incubadora estatica para el

crecimiento de Porphyromonas gingivalis

AR Ty | |
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9.- Recopilacion de datos obtenidos: Expresion en milimetros de los halos de

inhibicion en el enfrentamiento del aceite esencial de Eucalipto frente a

Porphyromonas gingivalis
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® 10% de similitud general

Principales fuentes encontradas en las siguientes bases de datos:

* 10% Base de datos de Internet

» Base de datos de Crossref

» 4% 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

repositorio.unheval.edu.pe

Internet

hdl.handle.net

Internet

dspace.unitru.edu.pe

Internet

ucsm.edu.pe

Internet

1library.co

Internet

repositorio.uandina.edu.pe

Internet

repositorio.continental.edu.pe

Internet

Reporte de similitud

« 0% Base de datos de publicaciones

» Base de datos de contenido publicado de

Crossref

4%

1%

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

Descripcion general de fuentes


https://repositorio.uwiener.edu.pe/bitstream/handle/20.500.13053/10513/T061_47809007_T.pdf?isAllowed=y&sequence=1
http://repositorio.unheval.edu.pe/bitstream/handle/UNHEVAL/4208/TO00103T74.pdf
https://hdl.handle.net/20.500.12557/4390
https://dspace.unitru.edu.pe/bitstream/handle/UNITRU/12580/Y%C3%A1nac%20Acedo%20Lourdes%20Magdalena.pdf?isAllowed=y&sequence=1
http://www.ucsm.edu.pe/catolica/index.php?Itemid=1015&id=1183%3Arevista-12-2&option=com_content&view=article
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