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Resumen

El objetivo fue comparar el efecto antibacteriano in vitro de diferentes
concentraciones del extracto hidroetanolico de Cymbopogon Citratus (hierba luisa)
y un control clorhexidina 0,12% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
Corresponde a un estudio basico con disefio experimental verdadero. El método de
difusiéon en disco fue utilizado para evaluar la actividad antibacteriana, y el método
de microdilucion en caldo se emple6 para la determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) y Bactericida (CMB). El extracto hidroetandlico se obtuvo
por el método de maceracion con agitacion temperada y se prepararon 10
concentraciones en pg/mL. La clorhexidina 0,12% fue el control positivo y DMSO
1% el control negativo. Se reportd que el efecto antibacteriano de todas las
concentraciones del extracto fue superior al del control positivo (14,48 + 0,413 mm)
con halos de inhibicién entre 16,37 + 0,485 mm (10 pg/mL) y 25,47 £ 0,362 mm
(100 pg/mL). La CMI y la CMB fue 10 pg/mL. Se concluye que extracto
hidroetandlico de C. Citratus presenta efecto antibacteriano in vitro sobre S. mutans
ATCC 25175 de tipo bactericida y el efecto de las concentraciones de 40 pg/mL y
50 pg/mL y las concentraciones 80 pg/mL y 90 pug/mL fueron estadisticamente

iguales entre si.

Palabras clave: Antibacterianos, Cymbopogon, Streptococcus mutans, Extractos

vegetales.
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Abstract

The objective was to compare the in vitro antibacterial effect of different
concentrations of the hydroethanolic extract of Cymbopogon Citratus (lemon
verbena) and a 0.12% chlorhexidine control on Streptococcus mutans ATCC 25175.
It corresponds to a basic study with true experimental design. The disk diffusion
method was used to evaluate the antibacterial activity, and the broth microdilution
method was used to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Bactericidal (CMB). The hydroethanolic extract was obtained by the temperate
stirring maceration method and 10 concentrations were prepared in pg / mL.
Chlorhexidine 0.12% was the positive control and 1% DMSO the negative control.
The antibacterial effect of all extract concentrations was reported to be superior to
that of the positive control (14.48 + 0.413 mm) with inhibition halos between 16.37
+ 0.485 mm (10 pg / mL) and 25.47 £ 0.362 mm (100 pg / mL). The MIC and WBC
were 10 pg / mL. It is concluded that the hydroethanolic extract of C. citratus
presents antibacterial effect in vitro on S. mutans ATCC 25175 of bactericidal type
and the effect of the concentrations of 40 pg / mL and 50 pg / mL and the
concentrations 80 pug / mL and 90 pg / mL were statistically equal to each other.

Keywords: Antibacterials, Cymbopogon, Streptococcus mutans, Plant extracts.
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INTRODUCCION

El informe Global Burden of Disease (GBD) ha demostrado sistematicamente que
la salud bucal representa un importante desafio de salud de la poblacion mundial
desatendida y que la prevalencia de las principales enfermedades orales no ha
disminuido significativamente en los ultimos afios. Se informa que, a nivel mundial,
hubo 3.500 millones de casos de afecciones orales, de los cuales 2.300 millones
eran caries no tratadas en dientes permanentes, 532 millones tenian caries no
tratadas en dientes temporales, 796 millones presentaban periodontitis severa y

267 millones eran edéntulos totales.12

La caries dental es una patologia cronica y progresiva de los tejidos duros dentales
de etiologia multifactorial y mediada por la biopelicula dental que es un
determinante biolégico importante en su progreso. Representa un problema
clinico comin en pacientes de todas las edades.® Su principal causa reconocida
es la fermentaciébn de carbohidratos simples como la sacarosa por los
microorganismos  orales, especificamente por especies bacterianas
pertenecientes a los géneros Streptococcus y Lactobacillus. La lesién cariosa
inicia con desmineralizacion subsuperficial y luego avanza a una cavitacion que si
no es atendida puede comprometer la pulpa, causando hinchazén, abscesos y

signos y sintomas sistémicos.*

Elinicio y progreso de esta enfermedad esta asociada a la frecuencia del consumo
de azucar y la duracion de este en la boca pues se constituye en el sustrato para
los microorganismos denominados cariogénicos.>® Se reconoce que la especie
bacteriana acidogénica - acidurica Streptococcus mutans esta intimamente
involucrada con los procesos cariogénicos, que incluyen caries de la primera
infancia, lesiones cariosas del esmalte, lesiones cavitadas o dentina cariosa.’
Adicionalmente a su acidogenicidad tiene la capacidad de producir grandes
cantidades de mutan, que es un glucano extracelular que favorece su permanente
colonizacién y el de otras especies cariogénicas a las superficies duras del diente.?
Ademas de la caries, S. mutans es responsable de casos de endocarditis
infecciosa con un subconjunto de cepas implicadas indirectamente con la

aparicion de patologias extraorales adicionales.®



Como parte del tratamiento de caries principalmente para pacientes de alto riesgo
de caries, ademas de una higiene bucal eficaz,'° se recomienda terapia quimica,
consistente en una combinacién de terapia antibacteriana diaria que incluye
enjuague bucal con gluconato de clorhexidina al 0,12% p/v y dentifrico con una
concentracion de fluoruro de 5,000 ppm dos veces al dia.'! La clorhexidina es un
compuesto quimico con accion antiséptica de amplio espectro. Si bien, su eficacia
antimicrobiana ha sido comprobada, mediante estudios in vitro e in vivo también
se han informado efectos adversos después de su uso, como alteracion del gusto,
dolor, ardor, irritacion, descamacion leve, ulceracién de la mucosa,*? pigmentacion

dentaria'®, reacciones alérgicas'* y fenémenos de resistencia bacteriana.!®

Ademas de la problemética derivada de los efectos adversos a largo plazo de los
antisépticos orales, y ante la ausencia de una cultura de prevencion en la
poblacion peruana, se suma el alto costo de los tratamientos odontologicos
especializados, lo que dificulta aun mas el acceso de la poblacién de bajos
recursos a los servicios de salud oral.1® Ante esta situacion, se requieren enfoques
novedosos, eficaces, seguros y accesibles para que la poblacion pueda preservar

su salud oral.

En ese contexto, han tomado amplio interés en odontologia los agentes
antimicrobianos derivados de plantas medicinales como una alternativa para
controlar a los principales patdgenos responsables de las patologias orales mas
prevalentes como la caries dental.l” Cymbopogon citratus (hierba luisa) es una
planta medicinal utilizada ampliamente como medicina tradicional y es bien
conocida por sus propiedades antimicrobianas que podrian ser efectivas contra

Streptococcus mutans. 18

Vista la realidad problematica nos planteamos el siguiente cuestionamiento, ¢ Cual
es el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de Cymbopogon

Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 251757

En ese sentido, la presente investigacion se justifica tedricamente pues la
caracterizacion de Cymbopogon Citratus (hierba luisa) realizada por diversos
investigadores establecen la presencia de diversos compuestos bioactivos dentro
de los que destacan; taninos, saponinas, flavonoides, alcaloides, fenoles y

antraquinonas, y en su aceite esencial; citral, geranial, nerol, mirceno, geraniol,



linalol, tumerona, eugenol, isoeugenol, limoneno, burneol, citronelol, neral, a-
terpineol y a-cariofileno responsables de su capacidad antimicrobiana que ha sido
comprobada principalmente como aceite esencial'®?? pero no como extracto total
y frente a diversos microorganismos pero no sobre Streptococcus mutans. Los
resultados de esta investigacion permitiran llenar estos vacios del conocimiento
respecto al potencial inhibitorio del extracto hidroetandlico total de C. Citratus
sobre una bacteria de interés estomatolégico como S. mutans. Su justificacion
practica radica en que, si se demuestra un alto potencial antibacteriano de esta
planta, se estaria generando las bases para continuar con investigaciones que
permitan materializar sus bondades en productos accesibles y seguros para la
poblacién y se constituiria en una alternativa natural para reducir la carga
microbiana cariogénica. Tiene justificacion social pues esta investigacion permitira
revalorar y ampliar las potencialidades de las plantas medicinales que se han
adaptado adecuadamente a diferentes regiones del pais como es el caso de C.
Citratus no solo para su uso por la poblacion sino también desde el aspecto
industrial. También presenta justificacion por conveniencia debido a que la
realizacion de esta investigacion y su sustentacion permitira a los investigadores

obtener el titulo profesional de Cirujano Dentista en la Universidad César vallejo.

En ese sentido, para responder al problema planteado proponemos el siguiente
objetivo general; Comparar el efecto antibacteriano in vitro de diferentes
concentraciones del extracto hidroetandlico de Cymbopogon Citratus (hierba
luisa) y un control clorhexidina 0,12% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
El cual sera fundamentado con los siguientes objetivos especificos; Determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto hidroetandlico de
Cymbopogon Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) del extracto hidroetanélico
de Cymbopogon Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

La hipétesis planteada es que el efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroetandlico de Cymbopogon Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans

ATCC 25175 es de tipo bactericida y dependiente de la concentracion.



MARCO TEORICO

Gao, et al?® (2020) en China, evaluaron la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de limoncillo (Cymbopogon flexuosus) y su componente activo citral
contra biofilms formado por Staphylococcus aureus y Candida. Fue una
investigacion experimental. Las cepas utilizadas fueron C. albicans SC 5314, C.
tropicalis ATCC 1369 y S. aureus ATCC 25923. La actividad antimicrobiana se
obtuvo mediante la determinacion de la concentracion inhibitoria minima (MIC) de
las células planctonicas a través del método de microdilucion. Los resultados
indicaron que la MIC del aceite esencial de C. flexuosus contra C. albicans, C.
tropicalis y S. aureus plancténico fue de 8 pg/mL (0.0781%), 4 pg/mL (0.039%) y
8 pg/mL (0.0781%) respectivamente. Mientras que la MIC del citral contra C.
albicans, C. tropicalis y S. aureus 3,2 pg/mL (0.0313%), 1,6 ug/mL 0.0156% y 3,2
Mg/mL (0.0313%). Se concluye que el aceite esencial de C. flexuosus y del citral
en concentraciones bajas son suficientes para inhibir el crecimiento de las
especies plancténicas de S. aureus y Candida y muestran potencial como agentes

prometedores contra las biopeliculas polimicrobianas.

Subramaniam, et al’* (2020) en Malasia, evaluaron la actividad antibacteriana de
Cymbopogon citratus contra bacterias clinicamente importantes. Fue una
investigacion experimental in vitro. Se evaluaron extractos acuosos, metandlicos
y aceite esencial sobre aislamientos clinicos de E. faecalis, S. aureus, S.
epidermidis, A. baummanii, C. freundii, E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, P.
mirabilis, P. vulgaris y P. aeruginosa. La eficacia antibacteriana de los extractos
se determin6 con los ensayos de difusion en disco y en pozos de agar. Los
resultados mostraron que el aceite esencial de C. citratus mostré la mayor
actividad antibacteriana (zonas de inhibicién entre 10 mm y 20 mm en P. mirabilis,
E coli, P. vulgaris, A. baumannii, K. pneumoniae y E. cloacae) seguido del extracto
metanolico. El extracto acuoso no exhibié actividad antibacteriana. El extracto
también exhibié una mejor actividad antibacteriana en bacterias gram positivas
gue en bacterias gram negativas, con la excepcion de P. aeruginosa que fue muy
susceptible a los extractos metanolicos (halos de inhibicion superiores a 35
mm). Concluyeron que C. citratus podria tener un uso potencial en el tratamiento

de infecciones relacionadas con el desarrollo de biopeliculas.



Leja, et al*® (2020) en Polonia, compararon la efectividad de aceites comerciales
de Piper nigrum, Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratus y Juniperus
communis L. con aceites obtenidos en nuestro laboratorio. Fue una investigacion
experimental. La actividad biolégica antimicrobiana fue determinada contra cepas
de Pseudomonas orientalis empleando la técnica de difusion en discos estandar.
Los resultados demostraron que tanto los aceites esenciales comerciales como
los extraidos en el laboratorio pueden inhibir eficazmente el crecimiento de
bacterias saprofitas de P. orientalis. El aceite esencial extraido de C. citratus formo
halos de inhibicion de 18,1 a + 1,9 mm sobre la bacteria evaluada. La CIM fueron
calculadas en 70,6 a + 0,33 mg/mL y 98 + 0,5 mg/mL para el aceite comercial y el
aceite extraido respectivamente. Concluyeron que los aceites destilados en el
laboratorio tuvieron un efecto bacteriostatico a menor concentracion, lo cual es

importante para su aplicacion en la industria alimentaria.

Boeira, et al*® (2020) en Brasil, investigaron la caracterizacion fitoquimica y la
actividad antimicrobiana del extracto hidroalcoholico de Cymbopogon citratus para
su aplicacibn como antioxidante natural en embutidos frescos. Fue una
investigacion experimental. La actividad antimicrobiana se determiné por el
meétodo de difusion en disco sobre las cepas Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Los
resultados mostraron que el extracto de C. citratus es un agente antibacteriano
potencial. Las zonas de inhibicion formadas fueron para E. coli 9,30 £ 0,14 mm;
para S. enteritidis 10,02 + 0,04 mm y para S. aureus 10,60 + 0,27 mm.
Concluyeron gue el extracto C. citratus puede mantener la calidad de la salchicha

de pollo refrigerada hasta por 42 dias de almacenamiento.

Basera, et al*’ (2019) en India, investigaron el potencial de nanoparticulas de plata
desarrolladas a partir del extracto metandlico de Cymbopogon citratus contra
bacterias patdégenas. Fue un estudio experimental. Las bacterias evaluadas fueron
Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia
coli. La actividad antibacteriana se determino con el método de difusion en disco
y la concentracion minima inhibitoria y bactericida (CMI) (CMB) por el método de
microdilucion. Los resultados mostraron que las nanoparticulas sintetizadas a

partir de la concentracion de 25 pg/mL del extracto metandlico de C. citratus formo



zonas de inhibicion de 1,41 + 0,12 mm sobre B. cereus; de 1,92 + 0,07 mm sobre
B. licheniformis; de 2,51 + 0,44 mm sobre E. coliy de 2,91 + 0,12 mm sobre P.
aeruginosa. La concentracién de 50 pg/mL formoé zonas de inhibicion de 6,93 +
0,08 mm sobre B. cereus; de 7,52 + 0,42 mm sobre B. licheniformis; de 8,12 +
0,12 mm sobre E. coliy de 9,12 £ 0,14 mm sobre P. aeruginosa. La concentracion
de 100 pg/mL formé zonas de inhibicién de 12,23 + 0,4 mm sobre B. cereus; de
13,24 £ 0,12 mm sobre B. licheniformis; de 18,96 + 0,46 mm sobre E. coli y de
19,23 + 0,24 mm sobre P. aeruginosa. La concentracion de 150 pg/mL formo
zonas de inhibicion de 20,12 + 0,42 mm sobre B. cereus; de 20,12 + 0,42 mm
sobre B. licheniformis; de 31,87 + 0,24 mm sobre E. coli y de 35,23 £ 0,46 mm
sobre P. aeruginosa. La CMI y la CMB para todas las bacterias evaluadas fue 25
Mg/mL y 50 pg/mL respectivamente. Concluyen que se demostré la elevada
actividad antimicrobiana de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del
extrado de C. citratus contra especies patégenas gram positivas y gram negativas

y que podrian utilizarse como una aplicacién biomédica eficaz.

Ebani, et al?® (2019) en ltalia, investigaron la actividad antimicrobiana in vitro de
aceites esenciales de Aloysia triphylla, Cinnamomum zeylanicum, Cymbopogon
citratus, Litsea cubeba, Mentha piperita, Syzygium aromaticum contra Salmonella
enteritidis y Salmonella typhimurium aisladas de aves de corral. Fue una
investigacion experimental. La actividad antibacteriana fue determinada por el
meétodo de difusién en disco y la mas alta se obtuvo con el aceite esencial de C.
zeylanicum con MIC que van desde 1,26 mg/mL a 0,63 mg/mL. En el caso del
aceite esencial de C. citratus formé zonas de inhibicion de 7,0 + 0,0 mm tanto
sobre S. enteritidis como S. typhimurium. Con una MIC de 17,9 mg/mL para ambas
bacterias. Concluyeron que los aceites esenciales evaluados podrian utilizarse
solos o en combinacion para la desinfeccion del entorno de la granja y en la dieta
de aves de corral como un enfoque integrado para evitar la colonizacién intestinal

de Salmonella.

Iram, et al?® (2019) en Pakistan, evaluaron el potencial biol6gico de extractos de
metanol y n-hexano de partes aéreas de siete especies de la familia Poaceae. Fue
una investigacion experimental. El potencial antimicrobiano se determino

mediante el método de difusion en disco y la concentracion inhibitoria minima



(MIC). Los estudios revelaron la presencia de alcaloides, flavonoides, glucésidos,
fenoles, esteroides, saponinas, taninos, antocianinas y cumarinas en la mayoria
de los extractos vegetales. Se observo un potencial antimicrobiano maximo en el
extracto metandlico y hexandlico de Cymbopogon citratus. Los organismos mas
susceptibles e inhibidos por la mayoria de los extractos fueron Staphylococcus
aureus y Bacillus spizizenii seguidos de Listeria monocytogenes. C. citratus formo
zonas de inhibicion de 7.0 £ 0.5 mm sobre S. aureus con una MIC a 50 pg/mL; de
9.0 + 2.0 mm sobre L. monocytogenes con una CIM a 50 pg/mL. Sobre B.
spizizenii formd un halo de inhibicion de 8.0 £ 2.3 mm con una MIC a 75 pg/mL.
Concluyeron que los extractos de metanol exhiben un potencial antioxidante y
antimicrobiano significativo que puede correlacionarse con sus valores

medicinales.

Erhabor, et al*®® (2019) en Nigeria, evaluaron las propiedades antibacterianas,
fitoquimicas y citogenotoxicologicas del extracto acuoso de hoja de Cymbopogon
citratus. Fue una investigacion experimental in vitro. El potencial antibacteriano
del extracto se determind mediante técnicas de difusion y microdilucion en pozos
de agar. El analisis fitoquimico se realiz6 mediante protocolos estandar y la
citogenotoxicidad del extracto se analiz6 mediante el ensayo de Allium cepa. Las
concentraciones del extracto evaluadas fueron 12,5 mg/mL, 25 mg/mLy 50 mg/mL
sobre Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus saprophyticus y Klebsiella pneumoniae. Las Reportaron que
todas las bacterias de prueba eran sensibles al extracto excepto P. aeruginosa
donde no se pudo determinar una zona de inhibicibn medible en todas las
concentraciones evaluadas. Las zonas inhibicibn mas grandes se generaron con
las tres concentraciones sobre S. saprophyticus y K. pneumoniae, a la
concentracion de 12,5 mg/mL los halos fueron de 12,67 + 0,88 mmy 3,00 + 0,58
mm, respectivamente; a 25 mg/mL halos de 17,67 + 1,20 mmy 7,00 £ 0,28 mmy
a 50 mg/mL halos de 21,33 £ 1,20 mm y 13,00 £ 1,15 mm, respectivamente. La
CMI la mayoria de bacterias fue 1,56 mg/mL a excepcion de P. mirabilis que fue
3.13 mg/mL. La CMB fue 3.13 mg/mL en todas las cepas evaluadas. Concluyeron
gue C. citratus podria ser una fuente potencial de compuestos antibacterianos
para el posible tratamiento de infecciones relacionadas con la reproduccion

masculina.



Oliveira, et al*! (2019) en Brasil, investigaron la actividad antimicrobiana in vitro e
in vivo del aceite esencial de Cymbopogon citratus Contra Staphylococcus spp.
aislado de bebés recién nacidos en una unidad de cuidados intensivos. Fue una
investigacion experimental. La susceptibilidad in vitro de los microorganismos al
aceite esencial de C. citratus se compar6 con las actividades de los antibioticos
estandar administrados a los recién nacidos mediante métodos de difusion por
disco y microdilucién. Las 107 cepas probadas fueron inhibidas por tratamiento
con el aceite esencial de C. citratus. Los diametros medios del halo de inhibicién
para las cepas de S. aureus y Staphylococcus no aureus fueron 31,4 mm y 30,47
mm, respectivamente. Estos halos fueron mas grandes que los obtenidos con el
antibiético vancomicina, que fueron de 21,52 mm y 21,1 mm, respectivamente.
Las concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas para el aceite de C.
citratus fueron 0,625 mg/mL en todas las cepas analizadas. Concluyeron que las
cepas de Staphylococcus de los recién nacidos son sensibles al aceite de C.

citratus, demostrando su potencial como alternativa antibiotica.

Elansary, et al®? (2018) en Egipto, determinaron la bioactividad y los perfiles
fendlicos de las plantas medicinales tradicionales en Alejandria Asparagus
aethiopicus L., Citrullus colocynthis L., Senna alexandrina L., Kalanchoe
delagoensis L., Gasteria pillansii L., Cymbopogon citratus, Brassica
junceay Curcuma longa L. La actividad antibacteriana de los extractos de plantas
se determind con el célculo de la concentracibn minima inhibitoria (MIC) y la
concentracion bactericida minima (MBC) contra Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus flavus, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia coli. Los resultados revelaron actividades antioxidantes,
antibacterianas y antifingicas relativamente altas con los extractos de C.
colocynthis, S. alexandrinay A. aethiopicus. Respecto al extracto de
Cymbopogon citratus establecieron que la CMI para P. aeruginosa, B. cereus, L.
monocytogenes, E. coli, M. flavus y S. aureus fueron 0,09 + 0,01 mg/mL; 0,15 +
0,01 mg/mL; 0,20 = 0,01 mg/mL; 0,15 + 0,01 mg/mL; 0,13 £ 0,02 mg/mL y 0,25 *
0,02 mg/mL respectivamente. La CMB para las mismas bacterias fueron 0,17 +
0,01 mg/mL; 0,33 + 0,03 mg/mL; 0,41 £ 0,01 mg/mL, 0,41 + 0,01 mg/mL; 0,27 %

0,01 y 0,47 + 0,01 mg/mL respectivamente. Concluyeron que estos extractos de



plantas medicinales tienen un amplio espectro de actividades antimicrobianas que

podrian usarse en las industrias farmacéuticas y para controlar enfermedades.

Mohamad, et al®® (2018) en Malasia, evaluaron la actividad antituberculosa de
Costus speciosus, Cymbopogon citratus y Tabernaemontana coronaria y sus
efectos sobre la cinética de crecimiento y la integridad celular de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv. Fue una investigacion experimental in vitro. Se determing la
actividad anti-TB diferentes particiones de solvente de los materiales vegetales
contra M. tuberculosis H37Rv usando un ensayo de microdilucion. Los efectos de
estas particiones sobre la cinética de crecimiento de las micobacterias se
evaluaron durante un periodo de tratamiento de 7 dias en un sistema de cultivo
discontinuo. Reportaron que el extracto de n-hexano de C. speciosus, C. citratus
y T. coronaria exhibieron la actividad anti-TB mas alta con concentraciones
inhibitorias minimas (CMI) de 100-200 pug/mL y concentracion bactericida minima
(MBC) de 200 pg/mL. Las particiones de tallo-rizoma de C. citratus que exhibieron
actividad anti-TB fueron n-hexano (MIC: 200 ug / mL), cloroformo y acetato de etilo
(MIC: 1600 pg / mL). Concluyeron que la particion de n-hexano de las plantas
evaluadas exhibi6 una actividad anti-TB in vitro prometedora contra M.

tuberculosis H37Rv.

Javed, et al®** (2018) en Pakistan, realizaron la deteccion y caracterizacion de
farmacos naturales con potencial antibacteriano. Fue una investigacion
experimental in vitro. Se seleccionaron las plantas medicinales de Thymus
vulgaris, Lavandula angustifolia, Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratus y
Achillea millefolium, para estudiar su potencial antibacteriano. El extracto crudo
de las plantas seleccionadas se prepar6 mediante el método de maceracién en
etanol y hexano. Actividad antibacteriana se determiné por el método de difusion
en disco y concentraciébn minima inhibitoria (CMI) sobre las cepas bacterianas
seleccionadas. Comunicaron que el extracto etandlico de hojas de Rosmarinus
officinalis mostré el efecto inhibidor mas prometedor con zonas de inhibicién de
18,17 = 0,01lmm frente a Klebsiella pneumoniae y de 15,5 + 0,29 mm frente a
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (p <0,05). Los valores de MIC se
registraron en el rango de 1 a 20 mg/mL. La inhibicién del extracto etandlico de C.

citratus sobre E. coli fue de 14.3 + 0.33 mm); sobre K. pneumoniae fue de 15.17 *



0.44 mm; sobre P. vulgaris fue de 7 + 0.58 mm y sobre S. aureus fue de 14.33
0.33 mm. Concluyeron que las plantas probadas pueden tener el potencial de
contrarrestar algunas enfermedades infecciosas causadas por cepas bacterianas

patdgenas humanas seleccionadas.

De Silva, et al®® (2017) en Corea, examinaron la actividad antimicrobiana del
aceite de limoncillo (Cymbopogon citratus) contra las bacterias patdgenas
Aeromonas hydrophila, A. caviae, Citrobacter freundii, Salmonella enterica,
Edwardsiella tarda, Pseudomonas aeruginosa y Proteus mirabilis aisladas de
tortugas mascotas. Fue una investigacion experimental. La actividad
antibacteriana se determind mediante la prueba de difusién de disco y la
determinacién de la concentracion minima inhibitoria y bactericida (CMI y CMB)
por el método de microdilucién en caldo. Los resultados revelaron que el aceite
esencial mostré actividad antibacteriana contra la mayoria de las bacterias Gram
negativas probadas (85%) excepto P. aeruginosa con magnitudes variables.
Reportaron que la sensibilidad se incrementa gradualmente con el aumento de la
concentracion. E. tarda fue la especie mas susceptible con la zona de inhibicion
mas alta (44 mm). La inhibicion mas alta registrada para A. hydrophila fue de 32
mm. En el caso de A. caviae, la inhibicibn mas alta observada fue de 18 mm.
Concluyeron que el aceite esencial de C. citratus es un agente antimicrobiano
eficaz en el control de la infeccién por bacterias Gram negativas patdgenas

transmitidas por tortugas con excepcion de P. aeruginosa.

Kacaniova, et al*® (2017) En Eslovaquia, determinaron la actividad antioxidante y
antimicrobiana de 21 aceites esenciales contra especies de Pseudomonas spp.
aisladas de peces de agua dulce. Fue una investigacion experimental. Para la
determinacion de la actividad antimicrobiana se utilizé el método de difusion en
disco y la deteccion de la concentracion minima inhibitoria (MIC). Todos los AE
evaluados mostraron actividad antimicrobiana, sin embargo, Cinnamomum
zeylanicum fue el mas eficaz contra Pseudomonas spp. El aceite esencial de
Cymbopogon nardus formo zonas de inhibicién de 4,66 £ 0,58 mm sobre P.
agglomerans; de 5,00 = 1,00 mm sobre P. antarctica; de 3,33 £ 0,58 mm sobre P.
brassicacearum; de 4,67 = 0,58 mm sobre P. frederiksbergensis y de 4,33 + 0,57

mm sobre P. koreensis. La CMI del aceite esencial de C. nardus para las
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diferentes especies de Pseudomonas varié entre 12,5 uL/mL y 100 pL/mL.
Concluyeron que los aceites esenciales utilizados en el presente estudio revelaron
una actividad antimicrobiana significativa en Pseudomonas spp. Ademas, son una
fuente potencial de agentes antibacterianos naturales y puede usarse como

compuestos naturales con actividad anti-pseudomonal.

Uzair, et al®” (2017) en Pakistan, investigaron la eficacia de aceites esenciales
para inhibir el crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA). Fue una investigacion experimental. Se utilizd el método de
difusion por disco para evaluar la actividad anti MRSA de diez aceites esenciales
extraidos de las plantas tradicionales; Thymus vulgaris L, Mentha pulegium,
Ocimum sanctum, Mentha piperita, Cymbopogon citratus, Rosmarinus officinalis
L., Cortex cinnamom, Citrus nobilis, Citrus deliciosa y Origanum
vulgare. Reportaron que todos los aceites esenciales inhibieron el crecimiento de
S. aureus en diferentes grados, al exhibir zonas de inhibicibn de moderadas a
elevadas. Los aceites esenciales de canela y tomillo fueron los mas poderosos
contra las cepas de MRSA Lutilizadas en este estudio. A la concentracion de
25ul/mL de aceites esenciales, se formaron zonas de inhibicién de 9 + 0.085 mm
y 8 £ 0.051 mm, y a concentraciones elevadas hubo una disminucion total en el
crecimiento de MRSA con una zona de inhibicion muy clara. Concluyeron que los
aceites esenciales evaluados son efectivos contra S. aureus meticilino resistente
y podrian contribuir en la terapia farmacologica contra microorganismos

resistentes a los antibiéticos.

En ese sentido, la region orofacial es Unica debido a su importancia en las
interacciones sociales, incluida la comunicacion y la expresién emocional, y en la
supervivencia con la masticacion. Desde las perspectivas mas fundamentales de
la relacion de salud oral-sistémica, una buena salud bucal garantiza que una
persona pueda comer, hablar y socializar sin dolor ni vergienza. Existen
relaciones de salud oral-sistémica mas complejas en las que una mala salud bucal
puede contribuir a enfermedades sistémicas, incluidos los vinculos entre las
enfermedades orofaciales y, por ejemplo, la diabetes, las enfermedades

cardiovasculares, la neumonia o la artritis reumatoide. En consecuencia, una
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buena salud bucal es componente importante para la salud y el bienestar en

general.38

Se ha establecido ademas, que las restricciones econdémicas de la poblacion
afectarian la calidad de su salud bucal pues influyen en la persistencia de las
enfermedades orales mas prevalentes, que, a largo plazo, se convierten en
patologias crénicas irreversibles.3® Esta menciéon es importante, tomando en
cuenta que en Peru, se han descrito varias desigualdades en salud por regiones
naturales o administrativas, entornos de residencia rural y urbana, grupos de
edad, quintiles de ingresos, entre otros. Estas desigualdades estan relacionadas
con el sistema de salud fragmentado y la baja inversién que se ha realizado. La
salud bucal es uno de los aspectos mas desatendidos del sistema de salud
peruano, con una minima utilizacion de los servicios dentales a pesar de una alta

prevalencia de patologias oro-dentales.*°

El microbioma oral es natural y tiene una relacién simbi6tica con el huésped al
brindar importantes beneficios. La relacion entre el microbioma y el huésped es
dindmica vy, por lo tanto, susceptible de cambiar si se producen perturbaciones
importantes en el medio ambiente. En salud bucal, se alcanza un equilibrio
dinamico entre el huésped, el medio ambiente y el microbioma. Sin embargo, la
ingesta frecuente de sacarosa y / o las reducciones en el flujo salival dan como
resultado periodos prolongados de pH bajo en la biopelicula, alterando la relaciéon
simbidtica. Tales condiciones inhiben el crecimiento de especies beneficiosas e
impulsan la seleccidon de bacterias acidogénicas y aciduricas, incrementado el

riesgo de caries.*?

La caries dental es una enfermedad dinamica, atribuida a diversos factores que
provocan la degeneracion localizada del esmalte dental por exposicién a los
acidos originados por fermentacién microbiana de azlcares.*? Se sabe que cuanto
mas acido se produzca en la boca, la desmineralizacién del diente sera mayor.4
El avance de la caries, conlleva a la formacién de una cavidad en el diente que
normalmente va acomparfiado de dolor e incomodidad. Si la lesién avanza hacia
la pulpa dental, conduciria a una infeccion y podria desencadenar sepsis y pérdida
de la pieza dental afectada. La cavitacion es el criterio comun para la deteccion

de caries en la mayoria de los estudios epidemiolégicos a nivel mundial. 4°
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La caries dental es una enfermedad que resulta de la disbiosis del microbioma
con la participacion de multiples especies cariogénicas, incluido Streptococcus
mutans, Lactobacillus spp., y Actinomyces que tienen los rasgos cariogénicos de
produccién de &cido y tolerancia a los acidos. La transmision de S. mutans que
abarca multiples fuentes pudiendo tener impactos a largo plazo en el microbioma
oral y el desarrollo de caries.*>*’ El potencial cariogénico y virulencia de S. mutans
estd asociado a su alta capacidad de adhesion a la superficie dental, producir
acidos organicos mediante la fermentacion de carbohidratos de la dieta, sobrevivir
en esas condiciones y sintetizar una amplia gama de polisacaridos extracelulares
(EPS) solubles e insolubles a través de exoenzimas tipo glucosiltransferasas a
partir de la sacarosa.®>% El hecho de que S. mutans haya sido claramente
reconocida como la principal especie bacteriana implicada en la caries dental ha
llevado a la implementacion de medidas preventivas y de control tendientes a
eliminar o reducir su presencia en la cavidad bucal. Se han disefiado diferentes
estrategias para tal fin, pero por falta de continuidad, sistematizacion, regulacion

y supervision, no han resultado muy efectivas.>!

Las terapias utilizadas actualmente para contrarrestar el efecto de la caries, como
el flior y la clorhexidina, si bien son efectivas, han reportado tener efectos
colaterales y provocar el desarrollo de resistencia a los antimicrobianos en los
agentes expuestos. Por lo tanto, se necesita con urgencia el desarrollo de
inhibidores alternativos para controlar el desarrollo de S. mutans.®?> En este
contexto, la fitoterapia presenta recursos valiosos ricos en compuestos bioactivos
contras varios agentes infecciosos incluidos los involucrados en el desarrollo de
caries dental.>® Actualmente se esta estudiando el uso de los extractos crudos y
aceites esenciales con la intension de identificar agentes antimicrobianos
alternativos contra S. mutans.>* Los principios bioactivos de origen vegetal son los
compuestos polifendlicos que alteran la permeabilidad de la membrana celular y
la actividad enzimética del microorganismo ocasionando su muerte. De igual
manera estas sustancias pueden provocar cambios en la expresion de genes que

codifican la formacién de biopeliculas incapacitandolos para esa funcién.>®

Los extractos de plantas juegan un papel importante debido a sus propiedades

nutricionales, visuales y gustativas. La mayoria de las aplicaciones de extractos
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de plantas ricos en compuestos fenélicos estan relacionadas con su actividad
antioxidante y antimicrobiana pudiendo actuar como inhibidores de
microorganismos patégenos.>® Algunos flavonoides importantes son la apigenina,
miricetina, quercetina, kaempferol y galato de epigalocatequina. La apigenina
afecta la acumulacion y el contenido de polisacaridos de las biopeliculas de S.
mutans. Por su parte la miricetina inhibe la capacidad de S. mutans para formar
biopeliculas, inhibe la actividad de la glucosiltransferasa y reduce la expresion del
grupo de genes gtfBC, que participan en la sintesis de glucanos. La quercetina y
el kaempferol inhiben significativamente la acidogenicidad, la acidez, la actividad

F-ATPasa y el crecimiento de S. mutans. 5356

Cymbopogon citratus pertenece a la familia Poaceae y se le denomina
comunmente “hierba limon” y en algunas regiones del pais “hierba luisa”. Esta
planta es una de las fuentes importantes de aceites esenciales para las industrias
de aromas y fragancias en todo el mundo. También se utiliza mucho en diversas
medicinas tradicionales como infusion o en decoccion. Contiene principios activos
como taninos, saponinas, flavonoides, alcaloides, fenoles y antraguinonas en el
extracto total, mientras que su aceite esencial es rico en citral (potente compuesto
bioactivo con actividad antimicrobiana comprobada), geranial, nerol, mirceno,
geraniol, linalol, tumerona, eugenol, isoeugenol, limoneno, burneol, citronelol,

neral, a-terpineol y a-cariofileno.3% 57, 58
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METODOLOGIA

3.1.

3.2.

3.3.

Tipo y disefio de investigacion

Estudio de tipo basico porque su finalidad es incrementar el conocimiento
preexistente sobre el tema. Los resultados obtenidos en la investigacion no
pueden ser aplicados para solucionar problemas practicos en la realidad,

sino que permiten generar las bases para futuras investigaciones. %°

Su disefio es experimental puro, pues el investigador manipula una o mas
variables independientes, las cuales son sometidas a una o mas variables

dependientes para establecer su efecto sobre estas.°
Variables y operacionalizacion

Variable Independiente: Extracto hidroetandlico de Cymbopogon Citratus
(hierba luisa). Es una variable de tipo cuantitativa. Su definiciébn conceptual
es el producto total de la maceracion hidroetandlica del material vegetal seco

de C. Citratus que contiene los fitoquimicos de la matriz vegetal (Anexo 1).%°

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175. Es una variable cuantitativa. Su definicion conceptual
indica que es la capacidad de una sustancia de inhibir el crecimiento de S.

mutans ATCC 25175 en condiciones in vitro (Anexo 1).51

Poblacién (criterios de seleccidon), muestra, muestreo, unidad de
andlisis

La poblacion estuvo constituida por la planta Cymbopogon Citratus (hierba
luisa) y la bacteria Streptococcus mutans ATCC 25175. La muestra estuvo
conformada por 10 concentraciones (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90y 100
pMg/mL) del extracto hidroetandlico de C. Citratus y la concentracion del
inéculo de S. mutans ATCC 25175 equivalente a 1,5x108 UFC/mL.

El muestreo en las investigaciones experimentales fue equivalente al célculo
de repeticiones mediante®? (Anexo 2). Las unidades de Andlisis fueron 10
cada grupo experimental (Anexo 3). Se evaluaron 12 grupos experimentales
gue corresponden a 10 concentraciones del extracto hidroetandlico de C.

Citratus, un grupo control positivo (clorhexidina 0,12%) y el grupo control
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3.4.

3.5.

negativo (Dimetilsulfoxido DMSO 1%). Esto hace un total de 120 unidades
de anadlisis bajo el siguiente detalle: Grupo 1 (concentracion de extracto 10
pg/mL); Grupo 2 (20 pg/mL); Grupo 3 (30 ug/mL); Grupo 4 (40 ug/mL); Grupo
5 (50 pg/mL); Grupo 6 (60 pg/mL); Grupo 7 (70 ug/mL); Grupo 8 (80 ug/mL);
Grupo 9 (90 pg/mL); Grupo 10 (100 pg/mL); Grupo 11 (Clorhexidina 0,12%);
Grupo 12 (DMSO 1%) (Anexo 2).

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La técnica fue la experimentacion. La fiabilidad de los datos obtenidos se
garantiz6 mediante la aplicacion de métodos estandarizados por el Clinical
and Laboratory standard institute (CLSI).6® Estos métodos consistieron en la
espectrofotometria con el cual se estandariz6 el in6éculo de S. mutans ATCC
25175. La inoculacion microbiana se realizé por el método de diseminacion
en superficie con hisopo. La dosificacion de las concentraciones del extracto
hidroetandlico de C. Citratus (hierba luisa) se hizo mediante el pesado en ug
del extracto total seco en balanza analitica y su diluciéon en volumen en mL del
solvente inerte medido con micropipeta de rango variable. La actividad
antibacteriana se evalué por el método de difusion en disco. La concentracion
minima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) se determinaron por el método
de microdilucion. Los halos de inhibicién se midieron con un vernier mecanico
de la marca Starrett®.5%-%” E| procesamiento microbiol6gico fue realizado por

un especialista en microbiologia (Anexo 3-4).
Procedimientos
Obtencién y certificacion del material vegetal

El material vegetal C. Citratus (hierba luisa) fue recolectado en el Vivero
Forestal (FO2L05) ubicado en la Jr. Junin s/n Urb. Hanccocca del distrito
Marangani, provincia de Canchis y departamento de Cusco durante el mes de
junio del 2021 e identificado taxondémicamente en el Herbarium Piurense
(Anexo 5).

Obtencién del extracto hidroetandlico y dosificacion

El material vegetal recolectado fue transportado via terrestre envuelto en

papel Kraft desde el punto de colecta hasta al laboratorio de Investigacion
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Science Experiment E.l.LR.L. en la ciudad de Trujillo donde se realiz6é la
seleccion de las hojas de color verde homogéneo verdes y sin signos de dafio
mecanico microbiano o por insecto. Las hojas seleccionadas fueron lavadas
dos veces con agua corriente con la finalidad de eliminar impurezas. Luego
fueron cortadas en bloques de 5 cm aproximadamente para facilitar su secado
y posterior molienda. El material vegetal fue secado en estufa a 40 °C durante
48 horas y posteriormente pulverizado en molino artesanal marca corona.
Luego fue pesado y depositado en un matraz Erlenmeyer para el proceso de
extraccion hidroetandlica mediante maceracién con agitacién durante 72 h/40
°C en agitador magnético con calefaccion marca FOUR E'S Scientific modelo
MI0102003. Obtenido el extracto, el sobrenadante fue decantado en matraz
estéril y filtrado dos veces con papel de filtro Whatman N° 1 y N° 2. El extracto
seco se obtuvo luego de la exposicion del filtrado en estufa microbiologica a
38 °C durante 24 h. Las 10 concentraciones del extracto total se obtuvieron
por disolucién del extracto seco en dimetilsulfoxido al 1 % (DMSO Sigma®).

El diluyente DMSO 1% fue utilizado control negativo (Anexo 6).53-67
Obtencion de la cepa de S. mutans ATCC 25175

La bacteria S. mutans cepa ATCC 25175 certificada, se adquiri6 mediante
importacion por la empresa de GenLab del Peru S.A.C en estado liofilizado
(Anexo 6).

Medios de cultivo y condiciones de cultivo

La cepa bacteriana fue reactivada en caldo Mueller-Hinton (Merck®) y en Mitis
Salivarius Agar (Liofilmchem®). Las condiciones microbiolégicas de cultivo
fueron en microaerofilia a 37 °C durante 24 horas. La cepa reactivada se
mantuvo viable en Mitis Salivarius Agar (Liofilmchem®) en el cual también se

realiz6 la determinacion del efecto antibacteriano (Anexo 6).
Obtencidn y estandarizacion del inoculo bacteriano

El in6dculo bacteriano fue preparado a partir de las unidades formadoras de
colonia (UFC) que desarrollaron en Mitis Salivarius Agar (Liofilmchem®)
después de la reactivacion de la cepa. La estandarizacion del inoculo se

realizd turbidimétricamente en un espectrofotometro de luz visible marca
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Kyntel® modelo KV-1200. El estdndar 0,5 de concentracion MacFarland fue
equivalente a 1,5 x108 UFC/mL con una absorbancia de 0,09 a una longitud

de onda de 625 nm (Anexo 6).63-¢7
Evaluacioén del efecto antibacteriano
Método Difusion en Disco

A partir del in6culo estandarizado previamente y en condiciones de esterilidad
se realiz6 la siembra por el método de dispersion en superficie sobre placas
con Mitis Salivarius Agar (Liofilmchem®). Pasados 15 minutos se incorporaron
los discos de sensibilidad con cada una de las concentraciones del extracto
hidroetandlico de C. Citratus y controles. Las placas se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 30 minutos y luego fueron selladas con cinta
Parafilm para generar las condiciones de microaerofilia. La incubacion se
realiz6 en estufa microbiol6gica marca Kyntel modelo HHA-12 a 37 °C durante
24 h (Anexo 6). 6367

Método de Microdilucion

Con este método se realizé la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB). Para ello, se emple6é una microplaca
estéril de 96 pocillos con tapa. Los pocillos de la microplaca codificados con
nameros del 1 al 10 correspondieron a cada una de las concentraciones del
extracto, el nimero 11 al control positivo y el nimero 12 al control negativo.
Los pocillos codificados con letras de la A hasta la H se constituyeron en
replicaciones. A cada pocillo se incorporé 50 uL de las concentraciones de los
extractos y 50 pL del in6culo bacteriano. Las microplacas se incubaron a 37°C
°C durante 20 horas. El volumen final en cada pocillo fue de 100 pL. Finalizada
la incubacion se tomé una alicuota de cada uno de los pocillos donde no se
observé crecimiento microbiano y se inocularon placas con Mitis Salivarius

Agar (Liofilmchem®) para la corroboraciéon de la CMI 'y CMB (Anexo 6). 6367
Lectura de resultados.

Los resultados en el método Difusién en disco se obtuvieron mediante la
medicion con un vernier mecanico marca Starrett® de los halos de inhibicion

formados alrededor de los discos de sensibilidad con cada una de las
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3.6.

3.7.

concentraciones del extracto y los controles. Estas mediciones se reportaron
en mm segun tratamiento + desviacion estandar y registrada en la ficha de
recoleccion de datos. Respecto al método de microdilucion, la CMI fue la
concentracion mas baja en la que no se observo crecimiento bacteriano. La
CMB se determind mediante la ausencia de UFC en las placas con Mitis
Salivarius Agar (Liofilmchem®) sembradas a partir de los pocillos donde no se

observo crecimiento (Anexo 6). 6367
Método de analisis de datos

Los resultados obtenidos se registraron en una ficha de recoleccion de datos
y se tabularon en el programa Excel 2019. El andlisis de datos se realiz6 con
el paquete estadistico SPSS v.26. Se realizo el analisis de la normalidad de
los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. A los datos normales
se le realiz6 comparacion de medias mediante ANOVA unidireccional y la
significancia estadistica mediante comparaciones multiples del analisis post

hoc de Tukey con un nivel de confianza del 95% (Anexo 7).?
Aspectos éticos

Se realiz6 una manipulacion responsable y segura de la cepa bacteriana de
interés. Para ello, se cumplié la normativa establecida en el Manual de
Bioseguridad y Gestion de residuos comunes y biocontaminados del
laboratorio Science Experiment E.I.R.L.; del Ministerio de Salud (MINSA)® y
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).®°
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IV. RESULTADOS

Tabla 1. Comparacion del efecto antibacteriano in vitro de diferentes concentraciones del extracto hidroetandlico de

Cymbopogon Citratus (hierba luisa) y un control clorhexidina 0,12% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Concentracion Zona de inhibicién en mm sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 Sig.**
Sustancias Sc*1 Sc2 Sc3 Sc4 Sc5 Sc6 Sc7 Sc8 Sc9 Scl0
DMSO 1% - 10 0,00 + 0,000
CLX 0,12% + 10 14,48 £ 0,413
10 pg/mL 10 16,37 + 0,485
20 pg/mL 10 17,15 £ 0,347
30 pg/mL 10 18,45 + 0,384
40 pg/mL 10 19,74 £ 0,440 0,010
50 pg/mL 10 20,13 + 0,245
60 pug/mL 10 21,44 +0.357
70 pg/mL 10 22,62 +0.312
80 pg/mL 10 23,75 +0,438
90 pg/mL 10 24,22 + 0,365
100 pg/mL 10 25,47 + 0,362
Sig.*** 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,427 1,000 1,000 0,167 1,000

Fuente: Base de datos

*Sc= subconjuntos homogéneos (media + Desviacion estandar).

** Sig. = Significancia: ANOVA (Intervalo de confianza del 95% para la media).
*** Sig.= p= Significancia (HSD Tukey?).

- Dimetilsulféxido

+ Gluconato de Clorhexidina
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En la tabla 1 se observa la comparacién de las medias de halos de inhibicion
para los grupos en los subconjuntos homogéneos mediante el andlisis de
comparaciones multiples de Tukey. Un subconjunto homogéneo es la
agrupacion de los promedios de halos de inhibicion que no presentan diferencias
estadisticas significativas entre si por lo que se consideran iguales (p>0,05).
Como se puede apreciar en la columna de concentracidn/sustancia se observan
los 12 grupos experimentales (10 concentraciones del extracto, el control
negativo y el control positivo). Si el efecto antibacteriano de cada uno de estos
grupos fuese distinto se habrian formado 12 subconjuntos homogéneos, sin
embargo, se observan solo 10. Esto debido a que en el subconjunto 6 se estan
agrupando las medias de los halos de inhibicién (efecto antibacteriano) de las
concentraciones de 40 pg/mL (19,74 £ 0,440 mm) y 50 pg/mL (20,13 £ 0,245
mm) y se consideran estadisticamente iguales. Lo mismo sucede en el
subconjunto 9 donde se agrupan las medias de los halos de inhibicion de las
concentraciones de 80 pg/mL (23,75 + 0,438 mm) y 90 pug/mL (24,22 *+ 0,365
mm) y que alno tener diferencia estadisticamente significativa (p>0,05) se

consideran efectos antibacterianos iguales.
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto hidroetandélico de
Cymbopogon Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

CONCENTRACION pg/mL

BACTERIA

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 C-* C+**
S. mutans
ATCC 25175 ZE e

CMI

Fuente: Base de datos

(+) = Presencia de crecimiento Bacteriano.

(-) = Ausencia de Crecimiento Bacteriano.

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

En la tabla 2 se denota la inhibicién del crecimiento de S. mutans ATCC 25175
al exponerse a 10 concentraciones del extracto hidroetandlico de C. Citratus
(hierba luisa). Se observa que no hubo crecimiento bacteriano a partir de la
concentracion de 10 ug/mL y al ser esta la concentracion mas baja evaluada
indica que esta fue la concentracion minima inhibitoria (CMI). EI crecimiento

microbiano solo fue observable en el control negativo.
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Tabla 3. Concentracién minima bactericida (CMB) del extracto hidroetandlico de
Cymbopogon Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

CONCENTRACION pg/mL

BACTERIA

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 C-* C+**
S. mutans
ATCC 25175 ST T T s s

CMB

Fuente: Base de datos

(+) = Presencia de crecimiento Bacteriano.
(-) = Ausencia de Crecimiento Bacteriano.
CMB: Concentracion Minima Bactericida.

En la tabla 3 se aprecia el efecto antibacteriano sobre S. mutans ATCC 25175
de a 10 concentraciones del extracto hidroetandlico de C. Citratus (hierba luisa).
No se observé crecimiento bacteriano desde la concentracion de 10 uyg/mL. Se
corrobord esta inhibicion con siembra en placa y tampoco se observo crecimiento
bacteriano lo que indica que la concentracion de 10 ug/mL no solo fue la
concentracion minima inhibitoria (CMI) sino también la concentracion minima
bactericida (CMB). El crecimiento microbiano solo fue observable en el control

negativo.
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DISCUSION

Cymbopogon citratus es una planta conocida comunmente como “hierba limon”
y en algunas localidades del Peru como “hierba luisa”. Este vegetal viene siendo
utilizado durante muchos afios con fines medicinales. Su potencial farmacoldgico
es reconocido tanto en su aceite esencial como en los extractos obtenidos de
sus hojas. Sus propiedades antibacterianas se han comprobado tanto en
organismos gram positivos como gram negativos. La finalidad de la presente
investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano de diferentes concentraciones
del extracto hidroetandlico total de C. citratus, comparar el efecto de cada una
de las concentraciones con la sustancia Gluconato de clorhexidina 0,12%
utilizado como control positivo. Los resultados se expresaron en mm de diametro
de halo de inhibicion y la determinacion de la concentracion minima inhibitoria

(CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB).

Se reportaron halos de inhibicién de 16,37 + 0.485 mm para la concentracion de
10 pg/mL; de 17,15 + 0.347 mm para 20 pg/mL; de 18,45 + 0.384 mm para 30
pg/mL; de 19,74 + 0.440 mm para 40 ug/mL; de 20,13 + 0.245 mm para 50
pg/mL; de 21,44 + 0.357 mm para 60 pg/mL; de 22,62 + 0.312 mm para 70
pMg/mL; de 23,75 + 0.438 mm para 80 pg/mL; de 24,22 + 0.365 mm para 90
pg/mL; de 25,47 + 0.362 mm para 100 ug/mL. La clorhexidina 0,12% formé un
halo de inhibicion de 14,48 + 0.413 mm, mientras que el control negativo
dimetilsulféxido 1% (DMSO) no formé halo de inhibicién. Tanto la CMI como la
CMB fueron establecidas a la concentracion de 10 pg/mL.

En ese sentido; Gao, et al’® evaluaron la actividad antimicrobiana del aceite
esencial Cymbopogon flexuosus y su componente activo citral contra biofilms
formado por Staphylococcus aureus y Candida. Ellos indicaron que la MIC del
aceite esencial de C. flexuosus contra S. aureus planctonico fue de 8 ug/mL.
Mientras que la MIC del compuesto purificado citral contra S. aureus fue de 3,2
pg/mL. Como podemos observar estos resultados se relacionan con los
obtenidos en la presente investigacion pues si bien, Gao, et al?® investigd la
actividad antibacteriana del aceite esencial, este se encuentra dentro de los
extractos totales como el que fue investigado en este estudio, otra similitud radica

en que ellos evaluaron el efecto sobre S. aureus que es una bacteria coco
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grampositivo similar al S. mutans utilizado en la presente investigacién. Se
observa que la MIC determinada por Gao, et al’®para S. aureus fue de 8 ug/mL
y en el presente estudio se establecié una MIC de 10 pg/mL para S. mutans. Con
estos resultados se corrobora que las propiedades antibacterianas de
Cymbopogon se conservan en otras especies del género pues mientras Gao, et

al?® estudio la especie C. flexuosus en esta investigacion se evalué a C. citratus.

Por su parte, Subramaniam, et al** evaluaron la actividad antibacteriana de C.
citratus contra bacterias clinicamente importantes. Ellos reportaron el efecto
antibacteriano del aceite esencial de C. citratus mediante la formacion de zonas
de inhibicion que fluctuaron entre 10 mm y 20 mm en P. mirabilis, E coli, P.
vulgaris, A. baumannii, K. pneumoniae y E. cloacae. Lo cual se relaciona con la
presenta investigacion pues se obtuvo un halo de inhibicién muy similar (20 mm)
con la concentraciéon de 50 pg/mL. Del mismo modo, Leja, et al?® compararon la
efectividad de aceites comerciales de distintas plantas incluida Cymbopogon
citratus con aceites obtenidos en laboratorio. Reportaron que el aceite esencial
extraido de C. citratus formo halos de inhibicién de 18,1 a £ 1,9 mm sobre P.
orientalis. La CIM fueron calculadas en 70,6 a £ 0,33 mg/mL y 98 £ 0,5 mg/mL
para el aceite comercial y el aceite extraido respectivamente. Los resultados de
leja se relacionan solo respecto al diametro del halo de inhibicion obtenido, en el
caso de nuestra investigacion, a 30 ug/mL (18,45 £ 0.384 mm). Sin embargo
difiere respecto a la CIM que es mucho mayor a la reportada en la presente

investigacion.

Al respecto, Boeira, et al*® investigaron la caracterizacion fitoquimica y la
actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de Cymbopogon citratus
para su aplicacion como antioxidante natural en embutidos frescos.
Comunicaron gue las zonas de inhibicién formadas fueron para E. coli 9,30 *
0,14 mm; para S. enteritidis 10,02 £ 0,04 mm y para S. aureus 10,60 + 0,27 mm.
Concluyeron que el extracto C. citratus puede mantener la calidad de la salchicha
de pollo refrigerada hasta por 42 dias de almacenamiento. De igual manera,
Basera, et al?’ estudiaron el potencial de nanoparticulas de plata desarrolladas
a partir del extracto metandlico de Cymbopogon citratus contra bacterias

patdgenas. Sus resultados mostraron que las nanoparticulas sintetizadas a partir
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de la concentracion de 25 ug/mL del extracto metandlico de C. citratus formo
zonas de inhibicion de 1,41 + 0,12 mm sobre B. cereus; de 1,92 + 0,07 mm sobre
B. licheniformis; de 2,51 + 0,44 mm sobre E. coli y de 2,91 £ 0,12 mm sobre P.
aeruginosa. La concentracion de 50 yg/mL formé zonas de inhibicion de 6,93
0,08 mm sobre B. cereus; de 7,52 + 0,42 mm sobre B. licheniformis; de 8,12 +
0,12 mm sobre E. coliy de 9,12 + 0,14 mm sobre P. aeruginosa. La concentracion
de 100 pyg/mL formé zonas de inhibicién de 12,23 + 0,4 mm sobre B. cereus; de
13,24 £ 0,12 mm sobre B. licheniformis; de 18,96 + 0,46 mm sobre E. coli y de
19,23 = 0,24 mm sobre P. aeruginosa. La concentracion de 150 pg/mL formé
zonas de inhibicion de 20,12 + 0,42 mm sobre B. cereus; de 20,12 + 0,42 mm
sobre B. licheniformis; de 31,87 + 0,24 mm sobre E. coli y de 35,23 = 0,46 mm
sobre P. aeruginosa. La CMI y la CMB para todas las bacterias evaluadas fue 25
pg/mL y 50 pg/mL respectivamente. En ambos casos, sus resultados difieren de
los obtenidos en la presente investigacion, tanto en los diametros de halos de
inhibicion que fueron menores y con una concentracidon mas elevada, como con

la determinacion de la CMI y la CMB.

Por su parte, Ebani, et al?® investigaron la actividad antimicrobiana in vitro de
aceites esenciales de diferentes plantas incluidas Cymbopogon citratus contra
Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium aisladas de aves de corral. La
actividad antibacteriana fue determinada por el método de difusién en disco y la
mas alta se obtuvo con el aceite esencial de C. zeylanicum con MIC que van
desde 1,26 mg/mL a 0,63 mg/mL. En el caso del aceite esencial de C. citratus
formé zonas de inhibicién de 7,0 £ 0,0 mm tanto sobre S. enteritidis como S.
typhimurium. Con una MIC de 17,9 mg/mL para ambas bacterias. Estos
resultados difieren con los obtenidos en la presente investigacion,
probablemente se deba a que se trabajé sobre bacterias morfoldgica y
fisiolégicamente distintas. Similarmente diferencias existen con los resultados
reportados por Iram, et al*® quienes evaluaron el potencial biolégico de extractos
de metanol y n-hexano de partes aéreas de siete especies de la familia Poaceae.
Observaron un potencial antimicrobiano maximo en el extracto metandlico y
hexandlico de Cymbopogon citratus. Los organismos mas susceptibles e
inhibidos por la mayoria de los extractos fueron Staphylococcus aureus y Bacillus

spizizenii seguidos de Listeria monocytogenes. C. citratus formo zonas de
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inhibicion de 7.0 + 0.5 mm sobre S. aureus con una MIC a 50 pg/mL; de 9.0 +
2.0 mm sobre L. monocytogenes con una CIM a 50 pug/mL. Sobre B. spizizenii
formo un halo de inhibicion de 8.0 £ 2.3 mm con una MIC a 75 pg/mL. Los halos
fueron menores a los obtenidos en el presente estudio con la misma
concentracion, debido quizés a la diferencia de microorganismo y de extractos

evaluados.

Sn embargo los resultados obtenidos en este estudio se relacionan parcialmente
con los reportados por Erhabor, et al®® quienes evaluaron las propiedades
antibacterianas, fitoquimicas y citogenotoxicolégicas del extracto acuoso de hoja
de Cymbopogon citratus. Las zonas inhibicibn mas grandes se generaron con
las tres concentraciones sobre S. saprophyticus y K. pneumoniae, a la
concentracion de 12,5 mg/mL los halos fueron de 12,67 + 0,88 mmy 3,00 + 0,58
mm, respectivamente; a 25 mg/mL halos de 17,67 £ 1,20 mm y 7,00 + 0,28 mm
y a 50 mg/mL halos de 21,33 = 1,20 mm y 13,00 + 1,15 mm, respectivamente.
La CMI la mayoria de bacterias fue 1,56 mg/mL a excepcién de P. mirabilis que
fue 3.13 mg/mL. La CMB fue 3.13 mg/mL en todas las cepas evaluadas. La
relacion parcial se da en el didmetro del halo de inhibiciébn, mas no en la
concentracion. Coincidentemente, Oliveira, et al®! investigaron la actividad
antimicrobiana in vitro e in vivo del aceite esencial de Cymbopogon citratus
Contra Staphylococcus spp. aislado de bebés recién nacidos en una unidad de
cuidados intensivos. Las 107 cepas probadas fueron inhibidas por tratamiento
con el aceite esencial de C. citratus. Los diametros medios del halo de inhibicion
para las cepas de S. aureus y Staphylococcus no aureus fueron 31,4 mmy 30,47
mm, respectivamente. Estos halos fueron mas grandes que los obtenidos con el
antibiotico vancomicina, que fueron de 21,52 mm y 21,1 mm, respectivamente.
Las concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas para el aceite de C.
citratus fueron 0,625 mg/mL en todas las cepas analizadas. La diferencia se
observa tanto en los halos de inhibicion que fueron muy superiores a los
reportados en esta investigacién, pero probablemente a que también se

utilizaron concentraciones del antimicrobiano mas elevadas.

Diferencias también se observan con los resultados reportados por Elansary, et

al®? quienes determinaron la bioactividad y los perfiles fenélicos de las plantas
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medicinales tradicionales entre las que se encontraba Cymbopogon citratus.
Respecto al extracto de Cymbopogon citratus establecieron que la CMI para P.
aeruginosa, B. cereus, L. monocytogenes, E. coli, M. flavus y S. aureus fueron
0,09 + 0,01 mg/mL; 0,15 = 0,01 mg/mL; 0,20 £ 0,01 mg/mL; 0,15 + 0,01 mg/mL;
0,13 £ 0,02 mg/mL y 0,25 = 0,02 mg/mL respectivamente. La CMB para las
mismas bacterias fueron 0,17 + 0,01 mg/mL; 0,33 £ 0,03 mg/mL; 0,41 + 0,01
mg/mL, 0,41 + 0,01 mg/mL; 0,27 + 0,01 y 0,47 £ 0,01 mg/mL respectivamente.
Todas las CMI reportadas por ellos fueron superiores a la de la presente
investigacion, probablemente por la diferencia de miroorganismos evaluados que

son bacterias con alto grado de patogenicidad y virulencia.

Hemos observado que el potencial antibacteriano de los extractos y aceites
esenciales de C. citratus se ha confirmado en bacterias tanto gram positivas
como gram negativas también se conoce de su potencial sobre bacterias que no
se ajustan a ninguno de esos grupos y ademas que tienen resistencia a los
antibiéticos. Al respecto, Mohamad, et al®® evaluaron la actividad antituberculosa
de Costus speciosus, Cymbopogon citratus y Tabernaemontana coronaria y sus
efectos sobre la cinética de crecimiento y la integridad celular de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv. Reportaron que el extracto de n-hexano de C. speciosus, C.
citratus y T. coronaria exhibieron la actividad anti-TB mas alta con
concentraciones inhibitorias minimas (CMI) de 100-200 ug/mL y concentracién
bactericida minima (MBC) de 200 pg/mL. Las particiones de tallo-rizoma de C.
citratus que exhibieron actividad anti-TB fueron n-hexano (MIC: 200 ug / mL),

cloroformo y acetato de etilo (MIC: 1600 ug / mL).

Por su parte, Javed, et al** realizaron la deteccién y caracterizacién de farmacos
naturales con potencial antibacteriano a partir de plantas medicinales como
Cymbopogon citratus entre otras. Comunicaron que el extracto etandlico de
hojas de Rosmarinus officinalis mostrd el efecto inhibidor mas prometedor con
zonas de inhibicién de 18,17 + 0,01 mm frente a Klebsiella pneumoniae y de 15,5
+ 0,29 mm frente a Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (p <0,05). Los
valores de MIC se registraron en el rango de 1 a 20 mg/mL. La inhibicion del
extracto etandlico de C. citratus sobre E. coli fue de 14.3 £ 0.33 mm; sobre K.

pneumoniae fue de 15.17 + 0.44 mm; sobre P. vulgaris fue de 7 + 0.58 mm y
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sobre S. aureus fue de 14.33 + 0.33 mm. Al respecto, De Silva, et al*®> examinaron
la actividad antimicrobiana del aceite de Cymbopogon citratus contra las
bacterias patégenas Aeromonas hydrophila, A. caviae, Citrobacter freundii,
Salmonella enterica, Edwardsiella tarda, Pseudomonas aeruginosa y Proteus
mirabilis. Reportaron que la sensibilidad se incrementa gradualmente con el
aumento de la concentracion. E. tarda fue la especie mas susceptible con la zona
de inhibicibn més alta (44 mm). La inhibicibn méas alta registrada para A.
hydrophila fue de 32 mm. En el caso de A. caviae, la inhibicion mas alta
observada fue de 18 mm. En ese sentido, Kacaniova, et al*® determinaron la
actividad antioxidante y antimicrobiana de 21 aceites esenciales contra especies
de Pseudomonas spp. Todos los AE evaluados mostraron actividad
antimicrobiana, sin embargo, Cinnamomum zeylanicum fue el mas eficaz contra
Pseudomonas spp. El aceite esencial de Cymbopogon nardus formé zonas de
inhibicion de 4,66 + 0,58 mm sobre P. agglomerans; de 5,00 + 1,00 mm sobre P.
antarctica; de 3,33 £ 0,58 mm sobre P. brassicacearum; de 4,67 = 0,58 mm sobre
P. frederiksbergensis y de 4,33 + 0,57 mm sobre P. koreensis. La CMI del aceite
esencial de C. nardus para las diferentes especies de Pseudomonas vari6é entre
12,5 uL/mL y 100 pyL/mL. Por su parte, Uzair, et al*’ investigaron la eficacia de
aceites esenciales dentro de los que se encontraba el de Cymbopogon citratus
para inhibir el crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA). Reportaron que todos los aceites esenciales inhibieron el
crecimiento de S. aureus en diferentes grados, al exhibir zonas de inhibicion de
moderadas a elevadas. A la concentracion de 25ul/mL de aceites esenciales, se
formaron zonas de inhibicibn de 9 + 0.085 mm y 8 + 0.051 mm, y a
concentraciones elevadas hubo una disminucion total en el crecimiento de
MRSA con una zona de inhibicion muy clara. Todos estos ultimos estudios
confirman el potencial antibacteriano de Cymbopogon citratus, sin embargo los
resultados no son concluyentes debido a que existe demasiada variabilidad
asociada al tipo de producto evaluado de la planta, la concentracion del

antimicrobiano y el tipo de microorganismo.
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VI. CONCLUSIONES

1. El efecto antibacteriano de las 10 concentraciones del extracto hidroetandlico
de Cymbopogon Citratus (hierba luisa) fueron superiores al del control positivo
Gluconato de clorhexidina 0,12% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,
asi mismo, el efecto de las concentraciones de 40 pg/mL y 50 pg/mL y las
concentraciones 80 pg/mL y 90 pg/mL fue considerado estadisticamente

iguales entre si.

2. La concentracion de 10 pg/mL fue establecida como la concentracién minima
inhibitoria (CMI) del extracto hidroetandélico de Cymbopogon Citratus (hierba

luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

3. La concentracion de 10 pg/mL fue establecida como la concentraciéon minima
bactericida (CMI) del extracto hidroetandélico de Cymbopogon Citratus (hierba

luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

30



VII.

RECOMENDACIONES

1. Evaluar concentraciones menores a 10 pug/mL el extracto hidroetandlico de
Cymbopogon Citratus (hierba luisa) para establecer si el potencial

antibacteriano se conserva.

2. Evaluar el grado de citotoxicidad de la concentracion de 10 pg/mL sobre

lineas celulares humanos.

3. Evaluar el grado de genotoxicidad de la concentracion de 10 pg/mL sobre

lineas celulares humanas.
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ANEXOS

ANEXO 1
MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Variable Definicién Definicidon Dimensiones Indicador Escala
conceptual operacional
Es el producto total 10 pg/mL
Extracto de la maceracion Cantidad en ug del 20 pg/mL
hidroetandlico hidroetandlica del extracto seco total 30 pg/mL
de material vegetal de C. Citratus y 40 pg/mL De
Cymbopogon | seco de C. Citratus | (hierba luisa) diluida Concentracion 50 pg/mL Razon
Citratus que contiene los en un solvente inerte hg /mL 60 pg/mL
(hierba luisa) fitoquimicos de la de DMSO 1%. 70 pg/mL
matriz vegetal.?® 80 pg/mL
90 pg/mL
100 pg/mL
Formacion o Sin efecto Halos de
ausencia de halo de Inhibicién
Efecto Es la capacidad de | inhibiciény de UFC 0 mm = Sin
antibacteriano una sustancia de de S. mutans ATCC efecto
in vitro sobre | inhibir el crecimiento 25175 al ser Efecto
Streptococcus | de S. mutans ATCC expuesta a 10 Bacteriostatico <12mm= De
mutans ATCC 25175 in vitro. 5! concentraciones del Efecto Razén
25175 extracto Bacteriostatico
hidroetandlico de C.
Citratus (hierba > =
Iuisa(l). Efecto ) EET{Q
bactericida i
bactericida
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ANEXO 2

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Se desarroll6 la férmula para la determinacion del nimero de unidades de ensayo

(repeticiones) en estudios experimentales:

W W2 Zp +14 22
n= W2

Donde:

n: Niamero minimo de repeticiones a realizarse en la investigacion.
Za: Valor correspondiente al nivel de confianza asignado.

ZB: Valor correspondiente al valor estadistico.

W: Eficiencia minima observable.

W-— W?-Zs +1,4 -7
w2

n =

08— (0.8)% - (0.842) + 1,4 (1.96)°
n= (0.8)2

0.8 — (0.64). (0.842) + 1,4 (3.842)
n =
0.64

n=9

Reemplazando los valores en la férmula se obtiene que el nimero de repeticiones
necesarias son 9. Entonces cada grupo experimental estuvo conformado por 10
unidades de ensayo (1 ensayo original + 9 repeticiones). Debido a que fueron 12
grupos (10 concentraciones y dos controles) el total de unidades de ensayo fue
120.
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ANEXO 3

CONSTANCIA DE EJECUCION MICROBIOLOGO

SCIENCE EXPERIMENT
Research Laboratory

CONSTANCIA

La que suscribe, Rubi Jackeline Espinola Aguirre identificada con DNI Ne
43303261, Bidloga Microbidloga, especidlista en Andilisis Clinico vy
biolégicos con CBP Ne 8258; hace constar que ha colaborado como
microbiéloga especidiista en la ejecucién de la investigacién titulada:
“Efecto anfibacteriano in vifro del exiracto hidroetandlico de
Cymbopogon Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC
25175", de las Srtas. Cardenas Pachas Aslhey Brisset, identificada con DNI
Ne 74809192 y Fartdn Villafuerte Paola Estela, identificada con DNI Ne
73125202 bachilleres en Estomatologia de la Universidad Alas Peruanas y
estudiantes del Taller de Titulacién para Universidades No Licenciadas de
la Universidad César Vallgjo. La ejecucién de la investigacion fue realizada
enfre el 10 de junio y el 10 de julio del 2021 en el Laboratorio de
investigacion Science Experiment E.LR.L, de la Ciudad de Trujillo.

Se expide la presente a solicitud de la interesada, para los fines que

estime conveniente.

Trujillo, 20 de julio de 2021.

Biodlogo Microbidlogo
C.B.p 8258

SCIENCE EXPERIMENT| 5, | . Marina # 1326 Int. 2 Urb. La Perla Truiillo. Telf. 983771019
Research Laboratory
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ANEXO 4

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

SCIENCE EXPERIMENT

_Q Research Laboratory

RESULTADOS DE EJECUCION DE TESIS

Titulo: Efecto antibacteriano in vitro del exiracto hidroetanélico de Cymbopogon
Citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Autoras: Br. Cardenas Pachas Aslhey Brisset / Br. Farfan Villafuerte Paola Estela
Microbidlogo Especialista: Rubi Jackeline Espinola Aguirre

METODO DE DIFUSION EN DISCO

HALOS DE INHIBICION EN mm / Concentraciones en pg/mL

10| 20 | 30 | 40 | 50 60 70 80 90 | 100 | C-* | C+*

16.3(17.1/185(19.8| 201 | 214 | 226 | 238| 24.2| 255| 0.0 | 145
16.0/16.9/ 18.9|195) 199 | 219 | 22.0 | 245 | 245 | 26.0| 0.0 | 15.2
16.5( 175/ 18.0|{19.4| 201 | 218 | 225 | 235| 234 | 26.0| 0.0 | 140
156.9(17.0/18.8|20.2) 204 | 21.0 | 229 | 23,5| 245 | 25.8| 0.0 | 14.2
17.0(17.4[19.0{19.5]| 20.3 | 215 | 23.0 | 23,9 | 246 | 251 | 0.0 | 146
16.8( 16.8| 18.0/19.5| 198 | 219 | 23.0 | 23,5| 24.0| 25.0| 0.0 | 14.0
16.5(175[185|205| 203 | 216 | 228 | 245| 244 | 254 | 0.0 | 151
16.4(17.3/186/20.3) 198 | 21.0 | 225 | 232 | 241 | 255| 0.0 | 14.2
17.0(175/18.0{119.2) 205 | 210 | 224 | 236 | 245| 25.2| 0.0 | 145
10 16.3( 16.5/ 18.2|195| 201 | 214 | 225 | 23,5| 24.0| 25.2| 0.0 | 145
* Dimetilsulfoxido al 1 % (DMSO).
**Gluconato de clorhexidina 0,12 %.

METODO DE MICRODILUCION

Ensayos

W0~ & || k=

CRECIMIENTO BACTERIANO / CONCENTRACION pg/mL

Bacteria
10 | 20| 30 | 40 50 60 | 70 | 80 | 90 | 100 | C-* | C+**
S. mutans - - = = - - - - - - + -
CMI
CMB

(+]) = Presencia de crecimiento Bacteriano.
(-} = Ausencia de Crecimiento Bacteriano.

Trujillo, 20 de julio de 2021.

Bidlogo Microbidlogo
C.B.P 8258

SCIENCE EXPERIMENT

Av. La Marina # 1326 Int. 2 Urb. La Perla Truijillo. Telf. 949388950
Research Laboratory
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ANEXO 5

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION DE PLANTA

N

HERBARIUM PIURENSE HERBARIUM PIURENSE

s Universidad Nacional de Piura

Constancia N° 045-2021

El que suscribe, Dr. J. Manuel Charcape Ravelo, docente del Departamento de Ciencias
Bioldgicas de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Piura, Director de la
Unidad de Investigacion de la Facultad de Ciencias y Director del Herbarium Piurense,
deja

CONSTANCIA

Que la Srta. Cardenas Pachas Aslhey Brisset, identificada con DNI N° 74809192, egresada
de la carrera de estomatologia y estudiante del Taller de Titulacién para Universidades
No Licenciadas de la Universidad César Vallejo, quien trajo una muestra botanica para
ser determinada en esta institucién, para la realizaciéon de su Tesis titulada: Efecto
antibacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de Cymbopogon Citratus (hierba luisa)
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. La muestra examinada resultd ser:
Cymbopogon Citratus (DC.) Stapf. POACEAE “hierba luisa”.

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida
Orden: Cyperales
Familia: Poaceae
Género: Cymbopogon
Especie: Cymbopogon Citratus (DC.) Stapf. POACEAE “hierba luisa”

Se le expide esta constancia a pedido de la interesada para los fines que estime
conveniente.

Piura, 20 de julio del 2021

c.c. Herbarium Piurense.

https://www.facebook.com/Herbarium.piurense
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ANEXO 6

GALERIA FOTOGRAFICA PROCEDIMIENTO

MATERIALES, EQUIPOS E INSUMOS

HISOPOS DE MADERAESTERIL " | -
100 UNIDADES

1 | Incubadora microbiol6gica 7 | Agua destilada y Etanol absoluto
2 | Molino artesanal 8 | Mitis Salivarius Agar

3 | Espectrofotometro VIS 9 | Cepa estandar de S. mutans

4 | Autoclave 10 | Material vegetal de C. Citratus

5 | Balanza analitica y vernier mecanico 11 | Micropipeta rango variable

6 | Agitador magnético temperado 12 | Placas Petri e hisopos estériles
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OBTENCION DE EXTRACTO

1 | Seleccién de material vegetal. 7 | Insumos para extracto alcohdlico.

2 | Picado de material vegetal. 8 | Mezcla hidroetandlica.

3 | Secado de material vegetal en estufa. 9 | Maceracion en agitacion temperada.
4 | Material vegetal seco. 10 | Filtracion del extracto total.

5 | Material vegetal seco en molino y molienda. 11 | Secado de extracto en estufa.

6 | Pesado de material vegetal molido. 12 | Extracto seco.
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

1 | Mitis Salivarius Agar. 6 | Esterilizacion en autoclave.

2 | Pesado de medio de cultivo. 7 | Medio de cultivo estéril.

3 | Insumos para preparacion de medio de | 8 | Preparacion para servir medio de
cultivo. cultivo en placas estériles.

4 | Incorporacion del medio de cultivo al| 9 | Servida de medio de cultivo en
matraz. condiciones de esterilidad.

5 | Hidratacién de medio de cultivo. 10 | Placas servidas con Agar Mitis

Salivarius.
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REACTIVACION DE CEPA BACTERIANA

@  Incubator

xymrer
HHA-f2

IMPORTADORA  ANDINA EIRL |

1 | Cepa de S. mutans ATCC 25175. 5 | Reactivacion en caldo cerebro-
Corazon.

2 | Insumos para reactivacion de cepa. 6 | Colocacion en estufa.

3 | Apertura de empaque con cepa. 7 | Incubacién a 36.5 °C.

4 | Ruptura de vial para aplicaciéon de caldo. | 8 | Cepa reactivada.
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EVALUACION DE EFECTO ANTIBACTERIANO

¥

1 | Cepa reactivada en Mitis Salivarius Agar. 7 | Colocacién de discos de sensibilidad.

2 | Preparacion de inéculo bacteriano. 8 | Placas con discos de sensibilidad.

3 | In6culo bacteriano. 9 | 10 concentraciones de extracto a evaluar.

4 | Estandarizacion del in6culo. 10 | Inoculacién en microplacas.

5 | Rotulacién de placas antes de inoculacion. 11 | Incubacion en estufa microbiolégica.

6 | Inoculacion de placa con hisopo. 12 | Medicidn de halos de inhibicién y resultados.
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ANEXO 7

ANALISIS ESTADISTICO

Resumen de procesamiento de casos

Concentracién extracto Casos
C. Citratus - Control+/- Valido Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
10 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
20 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
30 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
40 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
50 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
60 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
70 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
80 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
90 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
100 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
DMSO 1% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
CLX 0,12% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%

Pruebas de normalidad

Concentracion extracto Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
C. Citratus - Control+/- Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
10 pg/mL 0,143 10 0,200 0,954 10 0,716
20 pg/mL 0,167 10 0,200" 0,903 10 0,235
30 pg/mL 0,180 10 0,200" 0,897 10 0,205
40 pg/mL 0,307 10 0,008 0,866 10 0,089
50 pg/mL 0,156 10 0,200 0,930 10 0,447
60 pg/mL 0,191 10 0,200 0,874 10 0,113
70 pg/mL 0,150 10 0,200" 0,920 10 0,356
80 pg/mL 0,234 10 0,128 0,837 10 0,040
90 pg/mL 0,189 10 0,200 0,865 10 0,088
100 pg/mL 0,172 10 0,200 0,915 10 0,313
DMSO 1% 0.000 10 0.000 0.000 10 0.000
CLX 0,12% 0,186 10 0,200" 0,896 10 0,196

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Diametro de halo de inhibicién S. mutans

30,00

25,00 v =
& T
= =
20,00 =2} L
=]
=
15,00 e 3

10,00

Diametro de halo de inhibicién S.mutans

00 —

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 DMSO  CLX
pg/mL pg/mbL pg/mb pg/mbL pg/mb pg/mbL pg/mb pg/mbl pg/mbl pg/mb 1% 0,12%

Concentracion extracto C. Citratus - Control+/-
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Unidireccional

Descriptivos

Diametro de halo de inhibicién S. mutans

Concentraciones | N Media Desv. Desv. 95% del intervalo de confianza Minimo | Maximo
Desviacién Error para la media
Limite inferior | Limite superior
10 pg/mL 10 | 16,3700 ,48546 ,15351 16,0227 16,7173 15,50 17,00
20 pg/mL 10 | 17,1500 ,34721 ,10980 16,9016 17,3984 16,50 17,50
30 pg/mL 10 | 18,4500 ,38370 ,12134 18,1755 18,7245 18,00 19,00
40 pg/mL 10 | 19,7400 ,44020 ,13920 19,4251 20,0549 19,20 20,50
50 pg/mL 10 | 20,1300 ,24518 ,07753 19,9546 20,3054 19,80 20,50
60 pg/mL 10 | 21,4400 ,35653 ,11274 21,1850 21,6950 21,00 21,90
70 pg/mL 10 | 22,6200 ,31198 ,09866 22,3968 22,8432 22,00 23,00
80 ug/mL 10 | 23,7500 ,43780 ,13844 23,4368 24,0632 23,20 24,50
90 pg/mL 10 | 24,2200 ,36454 ,11528 23,9592 24,4808 23,40 24,60
100 pg/mL 10 | 25,4700 ,36225 ,11455 25,2109 25,7291 25,00 26,00
DMSO 1% 10 | 0,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
CLX 0,12% 10 | 14,4800 41312 ,13064 14,1845 14,7755 14,00 15,20
Total 120 | 18,6517 6,51190 ,59445 17,4746 19,8287 ,00 26,00
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de g1 gl2 Sig.
Levene
Diametro Se basa en la media 2,402 11 108 ,010
de halo de Se basa en la mediana 1,536 11 108 ,129
inhibicion Se basa en la mediana y con 1,536 11 71,767 ,138
S. mutans gl ajustado
Se basa en la media recortada 2,381 11 108 ,011
ANOVA
Diametro de halo de inhibicién S. mutans
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 5031,706 11 457,428 3413,169 ,000
Dentro de grupos 14,474 108 ,134
Total 5046,180 119
Pruebas post hoc
Comparaciones multiples
Variable dependiente: Diametro de halo de inhibicion S. mutans.
HSD Tukey
() Concentracion (J) Concentracion Diferencia Desv. Sig. Intervalo de confianza
extracto C. Citratus extracto C. Citratus de medias Error al 95%
- Control+/- - Control+/- (1-9) Limite Limite
inferior superior
10 pg/mL 20 pg/mL -, 78000 ,16372 ,000 -1,3270 -,2330
30 pg/mL -2,08000" ,16372 ,000 -2,6270 -1,5330
40 pg/mL -3,37000" , 16372 ,000 -3,9170 -2,8230
50 pg/mL -3,76000" , 16372 ,000 -4,3070 -3,2130
60 pg/mL -5,07000" ,16372 ,000 -5,6170 -4,5230
70 pg/mL -6,25000" ,16372 ,000 -6,7970 -5,7030
80 pg/mL -7,38000" , 16372 ,000 -7,9270 -6,8330
90 pg/mL -7,85000" , 16372 ,000 -8,3970 -7,3030
100 pg/mL -9,10000" , 16372 ,000 -9,6470 -8,5530
DMSO 1% 16,37000" ,16372 ,000 15,8230 16,9170
CLX 0,12% 1,89000" ,16372 ,000 1,3430 2,4370
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20 pg/mL 10 pg/mL ,78000° | 16372 | ,000 2330 1,3270
30 pg/mL -1,30000° | ,16372 | ,000 -1,8470 -,7530
40 pg/mL -2,59000° | ,16372 | ,000 -3,1370 -2,0430
50 pg/mL -2,08000° | ,16372 | ,000 -3,5270 -2,4330
60 pg/mL -4,29000° | ,16372 | ,000 -4,8370 -3,7430
70 pg/mL -5,47000° | ,16372 | ,000 -6,0170 -4,9230
80 pg/mL -6,60000° | ,16372 | ,000 -7,1470 -6,0530
90 pg/mL -7,07000° | ,16372 | ,000 -7,6170 -6,5230
100 pg/mL -8,32000° | ,16372 | ,000 -8,8670 -7,7730
DMSO 1% 17,15000° | ,16372 | ,000 16,6030 17,6970
CLX 0,12% 2,67000° | 16372 | ,000 2,1230 3,2170

30 pg/mL 10 pg/mL 2,08000° | ,16372 | ,000 1,5330 2,6270
20 pg/mL 1,30000° | ,16372 | ,000 7530 1,8470
40 pg/mL -1,29000° | ,16372 | ,000 -1,8370 -,7430
50 pg/mL -1,68000° | ,16372 | ,000 -2,2270 -1,1330
60 pg/mL -2,99000° | ,16372 | ,000 -3,5370 -2,4430
70 pg/mL -4,17000° | ,16372 | ,000 -4,7170 -3,6230
80 pg/mL -5,30000° | ,16372 | ,000 -5,8470 -4,7530
90 pg/mL -5,77000° | ,16372 | ,000 -6,3170 -5,2230
100 pg/mL -7,02000° | ,16372 | ,000 -7,5670 -6,4730
DMSO 1% 18,45000° | ,16372 | ,000 17,9030 18,9970
CLX 0,12% 3,97000° | ,16372 | ,000 3,4230 4,5170

40 pg/mL 10 pg/mL 3,37000° | ,16372 | ,000 2,8230 3,9170
20 pg/mL 2,59000° | ,16372 | ,000 2,0430 3,1370
30 pg/mL 1,29000° | ,16372 | ,000 7430 1,8370
50 pg/mL -39000 | 16372 | 427 -,9370 1570
60 pg/mL -1,70000° | ,16372 | ,000 -2,2470 -1,1530
70 pg/mL -2,88000° | ,16372 | ,000 -3,4270 -2,3330
80 pg/mL -4,01000° | ,16372 | ,000 -4,5570 -3,4630
90 pg/mL -4,48000° | 16372 | ,000 -5,0270 -3,9330
100 pg/mL -5,73000° | ,16372 | ,000 -6,2770 -5,1830
DMSO 1% 19,74000° | ,16372 | ,000 19,1930 20,2870
CLX 0,12% 5,26000° | ,16372 | ,000 4,7130 5,8070

50 pg/mL 10 pg/mL 3,76000° | ,16372 | ,000 3,2130 4,3070
20 pg/mL 2,98000° | ,16372 | ,000 2,4330 3,5270
30 pg/mL 1,68000° | ,16372 | ,000 1,1330 2,2270
40 pg/mL ;39000 | 16372 | 427 -,1570 ,9370
60 pg/mL -1,31000° | ,16372 | ,000 -1,8570 -,7630
70 pg/mL -2,49000° | ,16372 | ,000 -3,0370 -1,9430
80 pg/mL -3,62000° | ,16372 | ,000 -4,1670 -3,0730
90 pg/mL -4,09000° | ,16372 | ,000 -4,6370 -3,5430
100 pg/mL -5,34000° | ,16372 | ,000 -5,8870 -4,7930
DMSO 1% 20,13000° | ,16372 | ,000 19,5830 20,6770
CLX 0,12% 5,65000° | ,16372 | ,000 5,1030 6,1970

60 pg/mL 10 pg/mL 5,07000° | ,16372 | ,000 4,5230 5,6170
20 pg/mL 4,29000° | 16372 | ,000 3,7430 4,8370
30 pg/mL 2,99000° | ,16372 | ,000 2,4430 3,5370
40 pg/mL 1,70000° | ,16372 | ,000 1,1530 2,2470
50 pg/mL 1,31000° | ,16372 | ,000 7630 1,8570
70 pg/mL -1,18000° | ,16372 | ,000 -1,7270 -,6330
80 pg/mL -2,31000° | ,16372 | ,000 -2,8570 -1,7630
90 pg/mL -2,78000° | ,16372 | ,000 -3,3270 -2,2330
100 pg/mL -4,03000° | ,16372 | ,000 -4,5770 -3,4830
DMSO 1% 21,44000° | 16372 | ,000 20,8930 21,9870
CLX 0,12% 6,96000° | ,16372 | ,000 6,4130 7,5070

70 pg/mL 10 pg/mL 6,25000° | ,16372 | ,000 5,7030 6,7970
20 pg/mL 5,47000° | ,16372 | ,000 4,9230 6,0170
30 pg/mL 4,17000° | 16372 | ,000 3,6230 4,7170
40 pg/mL 2,88000° | ,16372 | ,000 2,3330 3,4270
50 pg/mL 2,49000° | ,16372 | ,000 1,9430 3,0370
60 pg/mL 1,18000° | ,16372 | ,000 6330 1,7270
80 pg/mL -1,13000° | ,16372 | ,000 -1,6770 -,5830
90 pg/mL -1,60000° | ,16372 | ,000 -2,1470 -1,0530
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100 pg/mL -2,85000° | ,16372 | ,000 -3,3970 -2,3030
DMSO 1% 22,62000° | ,16372 | ,000 22,0730 23,1670
CLX 0,12% 8,14000° | ,16372 | ,000 7,5930 8,6870
80 pg/mL 10 pg/mL 7,38000° | ,16372 | ,000 6,8330 7,9270
20 pg/mL 6,60000° | ,16372 | ,000 6,0530 7,1470
30 pg/mL 5,30000° | ,16372 | ,000 4,7530 5,8470
40 pg/mL 4,01000° | ,16372 | ,000 3,4630 4,5570
50 pg/mL 3,62000° | ,16372 | ,000 3,0730 4,1670
60 pg/mL 2,31000° | ,16372 | ,000 1,7630 2,8570
70 pg/mL 1,13000° | ,16372 | ,000 ,5830 1,6770
90 pg/mL -47000 | 16372 | ,167 -1,0170 ,0770
100 pg/mL -1,72000° | ,16372 | ,000 -2,2670 -1,1730
DMSO 1% 23,75000° | ,16372 | ,000 23,2030 24,2970
CLX 0,12% 9,27000° | ,16372 | ,000 8,7230 9,8170
90 pg/mL 10 pg/mL 7,85000° | ,16372 | ,000 7,3030 8,3970
20 pg/mL 7,07000° | ,16372 | ,000 6,5230 7,6170
30 pg/mL 5,77000° | ,16372 | ,000 5,2230 6,3170
40 pg/mL 4,48000° | ,16372 | ,000 3,9330 5,0270
50 pg/mL 4,09000° | ,16372 | ,000 3,5430 4,6370
60 pg/mL 2,78000° | ,16372 | ,000 2,2330 3,3270
70 pg/mL 1,60000° | ,16372 | ,000 1,0530 2,1470
80 pg/mL 47000 | ,16372 | ,167 -,0770 1,0170
100 pg/mL -1,25000° | ,16372 | ,000 -1,7970 -,7030
DMSO 1% 24,22000° | ,16372 | ,000 23,6730 24,7670
CLX 0,12% 9,74000° | ,16372 | ,000 9,1930 10,2870
100 pg/mL 10 pg/mL 9,10000° | ,16372 | ,000 8,5530 9,6470
20 pg/mL 8,32000° | ,16372 | ,000 7,7730 8,8670
30 pg/mL 7,02000° | 16372 | ,000 6,4730 7,5670
40 pg/mL 5,73000° | ,16372 | ,000 5,1830 6,2770
50 pg/mL 5,34000° | ,16372 | ,000 4,7930 5,8870
60 pg/mL 4,03000° | ,16372 | ,000 3,4830 4,5770
70 pg/mL 2,85000° | ,16372 | ,000 2,3030 3,3970
80 pg/mL 1,72000° | ,16372 | ,000 1,1730 2,2670
90 pg/mL 1,25000° | ,16372 | ,000 ,7030 1,7970
DMSO 1% 25,47000° | ,16372 | ,000 24,9230 26,0170
CLX 0,12% 10,99000° | ,16372 | ,000 10,4430 11,5370
DMSO 1% 10 pg/mL -16,37000° | ,16372 | ,000 | -16,9170 | -15,8230
20 pg/mL -17,15000° | ,16372 | ,000 | -17,6970 | -16,6030
30 pg/mL -18,45000° | ,16372 | ,000 | -18,9970 | -17,9030
40 pg/mL -19,74000° | ,16372 | ,000 | -20,2870 | -19,1930
50 pg/mL -20,13000° | ,16372 | ,000 | -20,6770 | -19,5830
60 pg/mL -21,44000° | 16372 | ,000 | -21,9870 | -20,8930
70 pg/mL -22,62000° | ,16372 | ,000 | -23,1670 | -22,0730
80 pg/mL -23,75000° | ,16372 | ,000 | -24,2970 | -23,2030
90 pg/mL -24,22000° | 16372 | ,000 | -24,7670 | -23,6730
100 pg/mL -25,47000° | ,16372 | ,000 | -26,0170 | -24,9230
CLX 0,12% -14,48000° | ,16372 | ,000 | -150270 | -13,9330
CLX 0,12% 10 pg/mL -1,89000° | ,16372 | ,000 -2,4370 -1,3430
20 pg/mL -2,67000° | ,16372 | ,000 -3,2170 -2,1230
30 pg/mL -3,97000° | ,16372 | ,000 -4,5170 -3,4230
40 pg/mL -5,26000° | ,16372 | ,000 -5,8070 -4,7130
50 pg/mL -5,65000° | ,16372 | ,000 -6,1970 -5,1030
60 pg/mL -6,96000° | ,16372 | ,000 -7,5070 -6,4130
70 pg/mL -8,14000° | ,16372 | ,000 -8,6870 -7,5930
80 pg/mL -9,27000° | ,16372 | ,000 -9,8170 -8,7230
90 pg/mL -9,74000° | ,16372 | ,000 | -10,2870 -9,1930
100 pg/mL -10,99000° | ,16372 | ,000 | -11,5370 | -10,4430
DMSO 1% 14,48000° | ,16372 | ,000 13,9330 15,0270

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Subconjuntos homogéneos

Diametro de halo de inhibicién S. mutans
Concentracion| N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
DMSO 1% 10 | 0,00
CLX 0,12% 10 14,48
10 pg/mL 10 16,37
20 ug/mL | 10 17,15
30 pg/mL 10 18,45
40 pg/mL | 10 19,74
50 pg/mL 10 20,13
60 pg/mL 10 21,44
70 ug/mL | 10 22,62
80 pg/mL 10 23,75
90 pg/mL 10 24,22
100 pg/mL 10 25,47
Sig. 1,000 (1,000 (1,000| 1,000 [1,000| ,427 | 1,000 | 1,000 | ,167 | 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. HSD Tukey?
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 10,000.
Graficos de medias
X 30,00
w
c
bl
% 25,00
2
£
3 20,00
°
H
%a:-,- 15,00
) £
D
£ 10,00
ot
[a]
@
o 5,00
]
3
@
=
0o
= = =t 5 3 3 > S = = g o
- — - — - = - — - = o e
s e e e g 9@ 9 g9 g g 5 o
3 3 3 3 3 3 3 3 3 ‘e = -_\
= = = = = = = = — 3 ] I
— [=) EFQ

Concentracion extracto C. Citratus - Control+/-

55



i\" UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

Declaratoria de Autenticidad del Asesor

Yo, Carmen Teresa Ibanez Sevilla, docente de la Facultad de Ciencias de la Salud

y Escuela Profesional de Estomatologia de la Universidad César Vallejo Sede

Piura, asesora de la Tesis titulada: “Efecto antibacteriano in vitro del
extracto hidroetandlico de Cymbopogon Citratus (hierba luisa)

sobre Streptococcus mutans ATCC 25175", de los autores: Cardenas
Pachas, Aslhey Brisset "y Farfan Villafuerte, Paola Estela ; constato que la investigacion
tiene un indice de similitud de 19% verificable en el reporte de originalidad del

programa Turnitin, el cual ha sido realizado sin filtros, ni exclusiones.

He revisado dicho reporte y concluyo que cada una de las coincidencias detectadas
no constituyen plagio. A mi leal saber y entender la tesis cumple con todas las
normas para el uso de citas y referencias establecidas por la Universidad César

Vallejo.

En tal sentido asumo la responsabilidad que corresponda ante cualquier falsedad,
ocultamiento u omisién tanto de los documentos como de informacion aportada, por
lo cual me someto a lo dispuesto en las normas académicas vigentes de la

Universidad César Vallejo.

Piura, 26 de setiembre 2021.

Apellidos y Nombres del Asesor:

Ibanez Sevilla Carmen Teresa

DNI: 18212665

ORCID: 0000-0002-5551-1428
Firma




