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RESUMEN

Objetivo: Determinar la concentracion del efecto antibacteriano in vitro del Citrus
bergamia “bergamota” frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.

Material y método: El presente estudio longitudinal, comparativo, se realizé
mediante el método de difusion en pozos en agar sangre para evaluar la sensibilidad
bacteriana del aceite esencial. Se obtuvieron aceites esenciales de Citrus bergamia
“bergamota” de la empresa de aromaterapia Ekala, a una concentracién del 100%,
en el laboratorio realizamos las diluciones del aceite esencial al 25%, 50%, 75%.
Asi mismo se consiguid la cepa de Streptococcus mutans ATTC 25175 del
laboratorio GenLab del Pert SAC; donde cada cepa se cultivd en placas Petri en
agar sangre y se realizaron pocitos de 5mm de diametro llenos de aceite esencial
de bergamota en las diferentes concentraciones y con el Gluconato de clorhexidina
al 0.12% como grupo control. Posteriormente se incubaron a 37°C por 24horas, para
luego realizar la medicion del diametro del halo de inhibicion. Para la confiabilidad
de este estudio, se utilizé el método estadistico de ANOVA.

Resultados: El Streptococcus mutans ATTC 25175 fue susceptible a la accion del
aceite esencial de Citrus bergamia “bergamota” a las concentraciones de 50%, 75%
y 100%.

Conclusiones: Se concluye que el mayor promedio fue del Citrus bergamia
“Bergamota” al 100% siendo sumamente sensible.

Palabras claves: Efecto antibacteriano, aceite esencial, Citrus bergamia,
Streptococcus mutans ATTC 25175.



ABSTRAC

Objective: To determine the concentration of the in vitro antibacterial effect of Citrus
bergamia "bergamot" against Streptococcus mutans ATTC 25175.

Material and method: The present longitudinal, comparative study was performed
using the diffusion method in blood agar wells to assess the bacterial sensitivity of
the essential oil. Citrus bergamia "bergamot" essential oils were obtained from the
aromatherapy company Ekala, at a concentration of 100%, in the laboratory we
carried out dilutions of the essential oil at 25%, 50%, 75% and 100%. Also, the
Streptococcus mutans ATTC 25175 strain was obtained from the GenLab laboratory
in Peru SAC; where each strain was grown in Petri dishes on blood agar and 5mm
diameter wells filled with bergamot essential oil were made at a concentration of
100%, 75%, 50% and 25% each.

This oil was compared with 0.12% chlorhexidine gluconate as a control group.
Subsequently, they were incubated at 37 ° C for 24 hours, to then measure the
diameter of the inhibition halo. For the reliability of this study, the Kappa statistical
method was used. For the analysis of results, the statistical program SPAA version
23 and Excel were used, to then present the results in tables and graphs.

Results: Streptococcus mutans ATTC 25175 was susceptible to the action of Citrus

bergamia "bergamot" essential oil at concentrations of 50%, 75% and 100%.
Conclusions: It is concluded that the highest average was 100% Citrus bergamia

"Bergamot" being highly sensitive.

Key words: Antibacterial effect, essential oil, Citrus bergamia, Streptococcus
mutans ATTC 25175.
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l. INTRODUCCION

1.1. REALIADAD PROBLEMATICA

La caries dental hoy en dia es catalogada como una enfermedad con mayor nimero
de incidencias que afecta al 90% de la poblacion a nivel mundial. A lo largo de la
historia es de conocimiento de los profesionales de la salud bucal que la caries
dental es el resultado de diferentes factores que tienen que participar
simultaneamente alterando la homeostasis microbiana oral para que esta tenga
protagonismo en boca.

La desmineralizacién y la re mineralizacién son parte de un proceso dinamico, este
proceso es lo que conlleva a la caries dental, esto es resultado del metabolismo
bacteriano sobre el area dentaria, este proceso con el tiempo conlleva a una pérdida
irreparable de minerales dentales, que si no son tratados a su tiempo pueden
terminar con presencia de una cavidad en el diente que puede afectar al esmalte,
dentina y hasta la pulpa dental si no es tratada.®! Los microorganismos orales,
especialmente las bacterias son parte de una colectividad extensa de especies que
son parte de la conformacion de la placa bacteriana. Actualmente la definicion de
esta enfermedad abarca que numerosos microorganismos conforman la
patogénesis de la caries dental, entre ellos tenemos principalmente al
Streptococcus Mutans que es el que tiene mayor participacion; también tenemos al
Lactobacillus spp y al Actinomyces spp. La aglomeracidn bacteriana que conforman
la biopelicula que es formada de manera natural en la cavidad oral, puede llegar a

un desequilibrio produciendo no solo la caries dental, sino también la periodontitis.*

Una biopelicula libre de patologias puede llegar a tener aproximado alrededor de
700 especies bacterianas, de entre ellas tiene un porcentaje menor del 1% que son
potencialmente patogénicas; esto afecta ya que una biopelicula sana tiene la
funcién de actuar como una defensa de primera linea ante posibles infecciones que
puede llegar a afectar a la boca debido a bacterias patogénicas u otras

enfermedades provocadas por otros patdogenos. Cuando existen cambios que
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afecta el equilibrio de la biopelicula entonces se favorece al desarrollo de especies
gue son patogénicas tanto aciddricas como acidogénicas y tomen el papel de la
misma.?

El desarrollo en biopeliculas da los medios 6ptimos para el correcto funcionamiento
del mecanismo de demarcacion entre las células estreptocécicas para que el
intercambio genético sea mas llevadero es decir mas facil y asi poder generar
factores que tengan la propiedad de ser virulentos. Las poblaciones que tienen la
capacidad de formar biopeliculas tienen la capacidad de llegar a alcanzar a
perjudicar diversas areas del cuerpo humano fuera de lo que es la cavidad oral tal
como es el caso como en la piel que puede llegar a provocar lesiones infecciones,
a nivel del aparato respiratorio puede llegar a afectar a los pasajes terminales de
aire y a los senos paranasales, a nivel ortopédico puede afectar a aparatos
prostéticos y a nivel cardiologico puede llegar a afectar a las valvulas cardiacas; es
por ello que es bueno conocer acerca de su comportamiento de estos
microorganismos fuera de la cavidad oral .3>®

Los multiples métodos y a la vez técnicas que existen hoy en dia que se pueden
poner en practica tanto para el estudio y analisis de estas especies relacionadas
con el presente estudio nos permiten darle la relacion adecuada con respecto a la
caries dental y enfermedad periodontal. Es necesario poder estudiarlas aun
comprendiendo sus ventajas y desventajas para llegar a tener la mayor informacion
posible para beneficio de la poblacion tanto como para el paciente. Es por eso que
en el presente estudio se analiza el comportamiento especificamente de la bacteria
del Streptococcus Mutans frente a un agente antibacteriano mediante técnicas
usadas gracias a la microbiologia usando el aislamiento, clasificacion y el estudio a
cabalidad de este misma empleando la susceptibilidad de inhibicién como indicador
para lograr resultados que ofrezcan una mejora en cuento a la relacion con la caries

dental.®



1.2.  MARCO TEORICO

La bacteria Streptococcus mutans que conforma la flora bacteriana tanto de la
cavidad oral como de las vias respiratorias altas se encuentra dentro de la familia
de los cocos Gram positivos, anaerobios facultativos.? El Streptococcus mutans
presenta los siguientes principio de patogenicidad como lo es la produccion de
bacteriocinas que presentan actividad sobre diversos microorganismos, presentan
una capacidad adhesiva sobre las proteinas salivales, sintesis de los polisacaridos
extracelulares del grupo glucanos insolubles junto con los solubles, asimismo

presenta sintesis de polisacaridos intracelulares. 8

Actualmente existen muchos métodos para prevenir y tratar este problema de salud
dental, generalmente estos métodos consisten en utilizar productos antimicrobianos
guimicos, estos productos quimicos a largo plazo generan dafios en el organismo
ya que su uso prolongado causa resistencia bacteriana e inmunodepresion. Por otro
lado, este problema de salud genera problemas en la economia ya que requiere de
una inversion personal, gasto de tiempo para acudir a un profesional Odontélogo

dejando de lado otros quehaceres como el estudio, trabajo, oficios en el hogar, etc.®

En nuestra actualidad los estudios con distintas plantas vienen generando una
expectativa diferente ya que se ha regresado a usar plantas como antiguamente
nuestros antepasados Ilo venian haciendo, para combatir diferentes
microorganismos patdgenos y estan siendo recibidos con mucha atenciéon por los

cientificos, comprobandose diversas propiedades curativas.©

En concordancia con la organizaciéon mundial de salud (OMS), se dice que toda
planta que tenga propiedades y/o sustancias que pueden ser utilizadas en el campo
médico con diversos fines terapéuticos 0 que son antecesores de nuevos
medicamentos o drogas semi sintéticas se les denominen como planta medicinal,

siendo el mejor origen natural de obtener diversos medicamentos. !

Bergamota es la denominacién comun de Citrus bergamia Risso et Poiteau, una

planta perteneciente a la familia Rutaceae (subfamilia Esperidea). Los arboles
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muestran grandes hojas ovadas de color verde oscuro similares a las del limon,
flores blancas en forma de estrella y frutos redondos de color amarillo. Los origenes
botanicos y geogréficos de esta planta alin son inciertos'> puede ser originario de
la regién de Calabria (Italia), como resultado de mutaciones de otras especies.!?

El Citrus bergamia es un fruto definido como un hibrido entre una naranja agria ( C.
aurantium L.) y un limén ( C. limon L. burm. F.) O una mutacién de este Ultimo. Otros
autores lo consideraron como un hibrido entre una lima ( C. aurantifolia Swingle),
junto con una naranja agria.** La fruta de bergamota se utiliza principalmente por
sus aceites esenciales que se obtienen raspando y presionando en frio la cascara
de la fruta. El aceite esencial de bergamota es ampliamente utilizado en las
industrias de perfumes, cosméticos, alimentos y confiteria por su intensa fragancia
y frescura®?. El aceite esencial de bergamota es un aceite volatil de color amarillo
verdoso o amarronado (que corresponde al comienzo y al final de la temporada
productiva) con un sabor amargo aromatico y un olor agradable caracteristico®®. Se
incluye en las farmacopeas oficiales de varios paises. Sin embargo, el jugo de
bergamota, obtenido del endocarpio después de la extraccion de aceites esenciales,
se ha considerado durante mucho tiempo solo un producto secundario y desechado
de la industria de aceites esenciales debido a su sabor amargo. Recientemente,
llamé la atenciébn debido a su actividad hipoglucemiante!4, propiedades

antiinflamatorias®® 1, cancerigenas*’-18.

Hoy en dia en la fabricacion de perfumes, el componente principal en la elaboracion
de estos es el aceite esencial de bergamota debido a su gran capacidad de poder
fijar el componente aromatico, el aroma, y asi poder armonizar en totalidad las
esencias, obteniendo una fragancia de nivel. El aceite esencial de bergamota
asimismo cumple un papel en la industria farmacéutica, ya que es utilizado para
sintetizar los aromas desagradables que presentan algunos medicamentos debido

a sus propiedades antibacterianas, asi como antisépticas?®.

Vlad y col.?° (2019) Estudiaron la posibilidad de usar aceites esenciales para la

inhibicién del desarrollo de Streptococcus mutans ( S. mutans ) en la cavidad oral,
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como una alternativa viable a los productos quimicos con Papel protector en la salud
bucal. Para este propdsito, cuatro aceites esenciales (canela, clavo, bergamota y
naranja) se caracterizaron quimicamente por cromatografia de gases junto con
espectrometria de masas (GC-MS) y se probaron in vitro contra Streptococcus
mutans ATCC 25175. Los resultados que se obtuvieron revelaron el efecto
antibacteriano en el Streptococcus mutans ejercido por los aceites esenciales de
clavo, bergamota y naranja, que se incluyeron en la produccién de preparaciones
de tipo emulsién natural con aplicacién en medicina dental. Las pruebas de saliva
demostraron el efecto sinérgico ejercido por los componentes activos que presentan
los aceites esenciales probadas a partir de emulsiones terciarias, que causan una

inhibicidon del desarrollo de S. mutans en las cavidades orales.

Verma y col.?! (2016) Estudiaron tanto la actividad antibacteriana, asi como la
composicion quimica del aceite esencial primario y el aceite esencial secundario
quienes derivan de la destilacion al vapor y la destilacion hidraulica de la
bergamota. Se investigaron utilizando el método de cromatografia de gases
detector de ionizacion de llama, espectrometria de masas, ensayo de difusion de
disco y ensayo de caldo de micro dilucion. Los aceites aislados de hierbas y
destilados acuosos utilizando diferentes métodos mostraron variaciones

sustanciales en su composicion y perfil de actividad antibacteriana.
1.3. FORMULACION DEL PROBLEMA:

¢,Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia” bergamota”

sobre el Streptococcus mutans ATTC 25175?

1.4. HIPOTESIS:
- El aceite esencial de Citrus bergamia “bergamota” inhibe el crecimiento

bacteriano in vitro del Streptococcus mutans ATTC 25175

1.5. OBJETIVOS:
11



1.5.1.Objetivo General:

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia
‘bergamota” a diversas concentraciones frente al Streptococcus
mutans ATTC 25175.

1.5.2. Objetivos Especificos:

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia
“bergamota” al 100% frente a Streptococcus mutans ATTC 25175.
Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia
‘bergamota” al 75% frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.
Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia
‘bergamota” al 50% frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.
Determinar el efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia
“bergamota” al 25% frente a Streptococcus mutans ATTC 25175.
Comparar el efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia
‘bergamota” frente al Streptococcus mutans ATTC 25175 con el

grupo control de Gluconato de clorhexidina al 0.12%

12



1.6. VARIABLES
Definicién Definicién Tipo de variable Escala
Variable Conceptual Operacional Naturalez Funcion de
a Medicion
Bergamota es el nombre
comun de Citrus Aceite
bergamia Risso, una | esencial de
planta perteneciente ala | bergamota
familia Rutaceae | obtenido por
(subfamilia prensado en
CITRUS Esperidea). *° Posee frio o Independie _
' Cualitativa Nominal
BERGAMIA | propiedades nte
Hibodl antel2 . 25%
AGENTE ipoglucemiante?s,
propiedades . 50%
ANTIBAC antiinflamatorias® 4,
.75%
TERIANO cancerigenas!s16,
antisépticas y .100%
antibacterianas?’.
GLUCONAT
o) DE | Agente quimico
A 0.12% sera
CLORHEXI |estandar de control de
DINA placa, con amplia utilizado Cualitativa Independie Nominal
actividad  bacteriana, | ©©MO grupo nte
muy baja toxicidad vy control.
fuerte afinidad por el
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tejido epitelial y las

membranas mucosas.18

Efecto antibacteriano
ante el Streptococcus
mutans ATCC25175

Capacidad que un
agente presenta para
eliminar o inhibir el
crecimiento bacteriano
gue se desarrollan en

un medio dado* .

Se medira
segun la
susceptibilida
d de los halos
de inhibicién
mediante la
escala de
Duraffourd

diametro mm.

Cuantitativ
a

Dependien
te

Razoén

Il. METODOLOGIA

2.1. Tipo deinvestigacion:




Segun el Segun la Segun la Segun la Segun la
periodo en que | evolucion del comparacion interferencia recoleccion
se captala fenémeno de poblaciones | del investigador de datos

informacién estudiado en el estudio
PROSPECTIVO | LONGITUDINAL | COMPARATIVO | EXPERIMENTAL | PROLECTIVO

2.2. Area de estudio:

El presente estudio se desarroll6 en los ambientes del laboratorio de

Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de

Truijillo.

2.3. Definicion de la poblacion muestral:

La poblacién estuvo constituida por pocillos, 4 en cada placa

Petri inoculadas con cepas de Streptococcus mutans ATTC

25175

2.3.1. Caracteristicas generales:

2.3.1.1. Criterios de inclusion:

2.3.1.2.

Cepa de Streptococcus mutans ATTC 25175

Aceite esencial de Citrus bergamia “bergamota” al 100%, 75%,

50% y 25%.

Placas Petri con medio en agar Mueller Hinton con sangre

inoculadas con cepas de Streptococcus mutans ATTC 25175,

gluconato de clorhexidina y aceites esenciales de Citrus

bergamia a la concentracion correspondiente.

Criterios de eliminacion:

- Placas petri con medio en agar Mueller Hinton con sangre

contaminadas, fracturadas, o algun tipo de dafio durante el

proceso de incubacién y que posteriormente impidan medir de

manera correcta la muestra.

15




2.3.2. Disefio estadistico de muestreo:

2.3.2.1. Unidad de Anélisis:

La unidad de analisis estuvo constituida por cada pozo en cada
placa Petri conteniendo siembras de Streptococcus mutans
ATTC 25175 y los respectivos agentes antibacterianos por
grupo: el aceite esencial de Citrus bergamia “bergamota” al
100%, y Gluconato de clorhexidina al 0.12% como grupo

control.

2.3.2.2. Unidad de muestreo:

2.3.2.3.

La unidad de muestreo estuvo constituida por cada una de los
pozos en cada placa Petri conteniendo siembras de
Streptococcus mutans ATTC 25175 y los respectivos de
agentes antibacterianos por grupo: el aceite esencial de Citrus
bergamia “bergamota” al 100%, 75%, 50% y 25% y Gluconato
de clorhexidina al 0.12% como grupo control.

Tamano muestral:

Para calcular el tamafio de la muestra, se hizo uso de un
estudio previo?!, el cudl estudié a la bergamota y al clavo
de olor frente al Streptococcus mutans; se empled la

siguiente formula para la comparacion de medias:

(Zay, + Z3)?2S?
(X1 — X3)?

n=

Dénde:

n= numero de pacientes
Za= Riesgo de 0.05= 1.645

ZB= Poder estadistico de 80%= 0.842

16



S?= Valor del grupo de referencia = (0.3)?
d?= Valor minimo de diferencia = (0.31)?
Se obtuvo:

2% (1.645 + 0.842)? * 0.3
- 0.312

n

n = 11.58 = 12 pozos por grupo

La muestra estuvo conformada por 60 pocillos, los cuales
fueron seleccionados a conveniencia para la ubicacion en
los 4 grupos de diferentes concentraciones mas el grupo de
control.

2.3.3 Método de seleccion
No probabilistico, por conveniencia del investigador.

2.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE INVESTIGACION
2.4.1. Método:
Observacional

2.4.2. Descripcion del procedimiento
A. De la aprobacion del proyecto:

Se solicitd la aprobacion del anteproyecto de tesis con la respectiva

resolucion decanal. N 2 0631-2020.
B. De la autorizacién para la ejecucion:
Se solicité autorizacion al laboratorio de Microbiologia de la Facultad

de Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo. (Anexo 1)
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C. De la calibracién del investigador:

Para dar mayor validez y confiabilidad a la presente investigacion, se
realiz6 una prueba interevaluador, donde el investigador se entrend y
calibr6 de la mano con un experto en el tema (Microbi6logo) en la
inspeccion visual de la placa Petri y medicion del halo de inhibicion.
Los resultados obtenidos, fueron sometidos a un método estadistico
de Kappa Cohen con un resultado de (1.00). (Anexo 2)

D. INSTRUMENTO

Se empled una ficha de recoleccion de datos elaborada por el
investigador, donde se registro la medida del halo de inhibicidon que se
obtuvo por medio de una regla milimetrada, de cada una de las 12
muestras, por cada grupo a evaluar (5 grupos), que, a su vez, fueron

registradas en la ficha elaborada. (Anexo 3)
E. RECOLECCION DE LA MUESTRA

1. Obtencidn de los aceites esenciales

Los aceites esenciales de Citrus bergamia se obtuvieron del
laboratorio de aromaterapia, Ekala, de la ciudad de Lima, que fueron
transportados mediante un servicio de encomiendas a la ciudad de
Trujillo, y entregados al mismo investigador en 6ptimas condiciones
con el objetivo de mantener sus propiedades fisicas y quimicas. Asi
mismo se obtuvo un certificado de analisis de dicho laboratorio de
ambos aceites que nos brindé las caracteristicas y propiedades de
dichos aceites. (Anexo 4)

Posteriormente fueron llevadas al laboratorio de biologia de la
Universidad Nacional de Truijillo para realizar las diferentes diluciones

del aceite esencial.
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Para las diluciones a diferentes porcentajes se realiz6 con tween 80
que es un aditivo alimentario con accion de detergente para la
diluciébn de d6leos sin alterar sus propiedades. Se obtuvieron 4
diluciones al 100%, 75%, 50% y 25%.

2. Obtencién de la cepa

Las cepas bacterianas de Streptococcus mutans ATTC 25175

fueron obtenidas del laboratorio GenLab del Perd Sac del
departamento de Lima. Fueron transportadas mediante un servicio
de encomiendas a la ciudad de Trujillo, y entregadas al investigador.
Posteriormente se llevo al laboratorio de microbiologia de la Facultad
de medicina de la UNT para realizar los procedimientos necesarios

para su mantenimiento de la mano con la microbiéloga a cargo.

3. Preparacion de la cepa

Las cepas de Streptococcus mutans ATTC 25175, fueron cultivadas
en tubos de ensayos conteniendo el medio Soya tripticasa; se
incubaron en condiciones de micro anaerobiosis a 37°C con el
objetivo de obtener colonias jovenes. Después de 24 horas, se
procedié a sembrar en medio tioglicolato, con el fin de obtener una
turbidez similar al tubo nimero 0.5 de la Escala de Marc Farland. Los
tubos, cuyo contenido tuvieron a la bacteria estudiada, fueron girados
entre las manos durante 30 segundos antes de proceder con el
sembrado, para poder distribuir los microorganismos de forma

simultanea.

4. Inoculacién de Placas
Después de haber hecho el ajuste de la turbidez del inocuo, se realizé
la siembra de la bacteria en placas con Agar Mueller Hinton con

sangre, para ello se sumergio un hisopo estéril en el inoculo ajustado,
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embebiéndolo completamente y haciendo movimientos rotatorios,
antes de retirarlo se presiond con las paredes el tubo para retirar el
exceso del liquido del hisopo. Luego se sembr6 la placa de agar
sangre con el hisopo, de tal forma que el hisopo debe estriar toda la
superficie de la placa de forma paralela y rotando la placa
aproximadamente 60°.

5. Prueba de la susceptibilidad

Se clasifico el diametro de los halos de inhibicién teniendo en cuenta

la escala de Duraffourd, utilizada para determinar el efecto inhibitorio

in vitro, segun didmetro de inhibicién:

- Nula (-) para un diametro inferior a 8 mm.

- Sensibilidad limite (sensible +) para un diametro comprendido
entre 8 a 14 mm.

- Medio (muy sensible ++) para un diametro entre 14 y 20 mm.

- Sumamente sensible (+++) para un diametro superior a 20 mm.

Para ello se preparara las 5 soluciones correspondientes a los 5

grupos. Cada placa Petri estara rotulada con el nombre al grupo

perteneciente, de la misma manera, se rotulara en la Placa Petri a

nivel de cada pozo que corresponde a cada grupo, para evitar

confusiones a la hora de medir el halo de inhibicion.

Se empled el método de difusion en pozo en agar Mueller Hinton con

sangre, para la muestra de 60 unidades de analisis fueron necesarias

15 placas Petri preparadas con cultivos de Streptococcus mutans

ATTC 25175. en donde en cada una se realizd 4 pozos de forma

equidistante, en cada uno se coloco la cantidad exacta de 5um de

aceite esencial y el grupo control. Posteriormente, para incubar las

placas, se necesitara una jarra de Gas-Pack (con el método de la

vela) y se incubaran a 37°C en micro anaerobiosis.

La lectura se realizard a las 24 horas de inoculadas las placas. Se

medira con una regla milimetrada el halo de inhibiciébn de cada uno
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2.5.

2.6.

de los grupos, luego se clasificara teniendo en cuenta la escala de

Duraffourd.

Procesamiento y andlisis de datos

Los datos recolectados fueron procesados en el programa estadistico
SPSS versiéon 23 y Excel; los resultados fueron presentados en tablas y
graficos de acuerdo a los objetivos planteados, ademas se afiadieron
frecuencias y porcentuales. Se empleara analisis estadistico prueba de
ANOVA para comparacion de grupos de variables independientes,

considerandose un nivel de significancia del 5%.
Consideraciones éticas:

Para la ejecucion del presente trabajo de investigacion, se obtuvo la
autorizacion de la Facultad de Medicina de la Universidad Privada Antenor
Orrego, asimismo se siguieron los principios de la declaracién de Helsinki,
adoptada por la 18° Asamblea Médica Mundial (Helsinki, 1964), revisada
por la 29° Asamblea Médica Mundial y modificada en Fortaleza — Brasil,
octubre 2013, teniendo presente todos los principios de bioseguridad y
teniendo toda la atencion hacia los factores que puedan llegar a dafar el

medio ambiente.
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Il. RESULTADOS

Al evaluar el efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia “bergamota’ frente
al Streptococcus mutans ATTC 25175, se observo que el halo de inhibicién del
Citrus bergamia “bergamota” al 25% tuvo un promedio de 7mm * 2.26mm, el
halo de inhibicion del Citrus bergamia “bergamota” al 50% tuvo un promedio de
13.92mm £ 2.31mm, el halo de inhibicion del Citrus bergamia “bergamota” al
75% tuvo un promedio de 15.33mm + 2.35mm, y el halo de inhibicioén del Citrus
bergamia “bergamota” al 100% tuvo un promedio de 44.25mm + 3.31mm. Asi
mismo, al comparar estos grupos se observo que existe diferencia significativa
de (p=0,000). (Tabla 1)

Tabla 1. Evaluacidén del efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia
‘bergamota” al 100%, 75%, 50% y 25% de concentracién frente al
Streptococcus mutans ATTC 25175.

' . Desviacion
Concentracion N Promedio ] F P
estandar
Citrus bergamia 25% 12 7 2.26
Citrus bergamia 50% 12 13.92 2.31
8.871 0,000
Citrus bergamia 75% 12 15.33 2.35
Citrus bergamia 100% 12 44.25 3.31
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Los valores obtenidos en las medidas de los halos de inhibicion utilizando Citrus
bergamia “bergamota” al 25% frente al Streptococcus mutans ATTC 25175,
fueron en el rango de < 8mm el 58% (7 muestras), seguido del rango de 8 a
14mm incluyendo las medidas que son de 14 mm el 42% (5 muestras); mientras
gue en el rango de 14 a 20mm y el rango >20mm fue de 0%. (Tabla 2 y Figura
1).

Tabla 2. Porcentaje del efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia
“bergamota” al 25% frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.

RANGO DE DIAMETRO FRECUENCIA PORCENTAJE
Nula (-): <8mm 7 58%
Sensibilidad limite (sensible +): 8 a 5 49%
14mm
Medio (muy sensible ++): 14 a 20mm 0 0%
Sumamente sensible (+++): >20mm 0 0%
TOTAL 12 100%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
o e i
e Nula (-): <8mm  Sensibilidad limite ~ Medio (muy Sumamente
(sensible +): 8a sensible++): 14a  sensible (+++):
14mm 20mm >20mm

Figura 1. Efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia “bergamota” al 25%

frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.
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Los valores obtenidos en las medidas de los halos de inhibicion utilizando Citrus
bergamia “bergamota” al 50% frente al Streptococcus mutans ATTC 25175,
fueron en el rango de 8 a 14mm el 75% (9 muestras), seguido del rango de 14
a 20mm el 25% (3 muestras); mientras que en el rango de <8mm y el rango
>20mm fue de 0%. (Tabla 3 y Figura 2).

Tabla 3. Porcentaje del efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia
“bergamota” al 50% frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.

RANGO DE DIAMETRO FRECUENCIA PORCENTAJE

Nula (-): <8mm 0 0%

Sensibilidad limite (sensible +): 8 a 9 750
14mm

Medio (muy sensible ++): 14 a 20mm 3 25%

Sumamente sensible (+++): >20mm 0 0%
TOTAL 12 100%

7 0,

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10% pi7 .
0%
Nula (-): <8mm Sensibilidad Medio (muy Sumamente
limite (sensible sensible ++): 14a  sensible (+++):
+): 8a14mm 20mm >20mm

Figura 2. Efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia “bergamota” al 50%

frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.

Los valores obtenidos en las medidas de los halos de inhibicién utilizando Citrus

bergamia “bergamota” al 75% frente al Streptococcus mutans ATTC 25175,
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fueron en el rango de 14 a 20mm el 58% (7 muestras), seguido del rango de 8
a 14mm incluyendo las medidas que son de 14 mm el 42% (5 muestras);
mientras que en el rango de <8mm y el rango >20mm fue de 0%. (Tabla 4 y
Figura 3).

Tabla 4. Porcentaje del efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia
“bergamota” al 75% frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.

RANGO DE DIAMETRO FRECUENCIA PORCENTAIJE
Nula (-): <8mm 0 0%
Sensibilidad limite (sensible +): 8 a 5 49%
14mm
Medio (muy sensible ++): 14 a 20mm 7 58%
Sumamente sensible (+++): >20mm 0 0%
TOTAL 12 100%
70%
60% 58%
50%
42%
40%
30%
20%
10%
0% 0%
0%
Nula (-): <8mm Sensibilidad limite Medio (muy sensible Sumamente sensible
(sensible +): 8 a ++): 14 2 20mm (++4): >20mm
14mm

Figura 3. Efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia “bergamota” al 75%

frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.

Los valores obtenidos en las medidas de los halos de inhibicion utilizando Citrus
bergamia “bergamota” al 100% frente al Streptococcus mutans ATTC 25175,
fueron en el rango de >20mm el 100% (12 muestras); mientras que en el rango

de <8mm, 8 a 14mmy el rango de 14 a 20mm fue de 0%. (Tabla 5 y Figura 4).
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Tabla 5. Porcentaje del efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia
“bergamota” al 100% frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.

RANGO DE DIAMETRO FRECUENCIA PORCENTAIJE
Nula (-): <8mm 0 0%
Sensibilidad limite (sensible +): 8 a 0 0%
14mm
Medio (muy sensible ++): 14 a 20mm 0 0%
Sumamente sensible (+++): >20mm 12 100%
TOTAL 12 100%
120%
100%
100%
80%
60%
40%
20%
0% 0% 0%
0%
Nula (-): <8mm Sensibilidad limite Medio (muy sensible Sumamente sensible
(sensible +): 8 a ++): 14 a2 20mm (+++4): >20mm
14mm

Figura 4. Efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia “bergamota” al 100%

frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.
Los valores obtenidos en las medidas de los halos de inhibicién utilizando

Gluconato de clorhexidina al 0.12% frente al Streptococcus mutans ATTC

25175, fueron en el rango de 8 a 14mm el 83% (10 muestras), seguido del rango
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de 14 a 20mm el 17% (2 muestras); mientras que en el rango de <8mm vy el
rango >20mm fue de 0%. (Tabla 6 y Figura 5).

Tabla 6. Porcentaje del efecto antibacteriano in vitro del Gluconato de

clorhexidina al 0.12% frente al Streptococcus mutans ATTC 25175, como grupo

control.
RANGO DE DIAMETRO FRECUENCIA PORCENTAJE
Nula (-): <8mm 0 0%
Sensibilidad limite (sensible +): 8 a 10 83%
14mm

Medio (muy sensible ++): 14 a 20mm 2 17%

Sumamente sensible (+++): >20mm 0 0%
TOTAL 12 100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

0,
20%

0%

Nula (-): <8mm Sensibilidad Medio (muy Sumamente
limite (sensible sensible ++): 14a  sensible (+++):
+): 8a 14mm 20mm >20mm

Figura 5. Efecto antibacteriano in vitro del Gluconato de clorhexidina al 0.12%

frente al Streptococcus mutans ATTC 25175, como grupo control.

Al comparar los 5 grupos de estudio, se obtuvo que el promedio de halo fue

mayor en el grupo de Citrus bergamia al 100% con un valor de 44.25mm y el
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menor promedio de halo fue en el grupo de Citrus bergamia al 25% con un valor
de 7mm, existiendo diferencia estadisticamente significativa p=0,000 mediante
la prueba estadisticamente ANOVA. (Tabla 7 y Figura 6)

Tabla 7. Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia
‘bergamota” a las concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25% frente al

Streptococcus mutans ATTC 25175 con el grupo control.

Concentracion N Promedio Desv'|a0|on F P
estandar
Citrus bergamia 25% 12 7 2.26
Citrus bergamia 50% 12 13.92 2.31
Citrus bergamia 75% 12 15.33 2.35 255.084 0,000
Citrus bergamia 100% 12 44.25 3.31
Clorhexidina 0.12% 12 13.75 0.87
44.25
45
40
35
30
25
20 13.92 1533 13.75
15
10 Z
=
0
Citrus Citrus Citrus Citrus clorhexidina
Bergamia 25% Bergamia 50% Bergamia 75%  Bergamia 0.12%

100%

Figura 6. Efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia “bergamota” a las
concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25% frente al Streptococcus mutans

ATTC 25175, con el grupo control.
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V. DISCUCION

Hoy en dia en el campo de la odontologia, existe una gran tendencia hacia la
busqueda de alternativas microbianas en la medicina alternativa, es decir,
alternativas de origen vegetal, cuyo fin es ser efectivas ante la resistencia de
antibidticos, siendo estas alternativas un enfoque muy prometedor para el campo
de la odontologia ya que podrian beneficiar durante la prevencion de diferentes
enfermedades.?? Este estudio esta basado especificamente en el estudio de dichas
alternativas naturales, especificamente esta basado en el aceite esencial del Citrus
bergamia, mejor conocido como la “Bergamota” con su efecto antibacteriano contra
microorganismos relacionados con la caries dental, especificamente contra el
Streptococcus mutans ATTC 25175.

El proposito de este estudio fue proponer el uso del aceite esencial de bergamota
como tal, en su forma emulsionante para obtener una alternativa viable como agente
antibacterial, ya que este seria un método natural, efectivo y econémico para
controlar la carga bacteriana en la cavidad oral.

En el presente estudio al evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Citrus bergamia en su manera pura, es decir al 100%; se obtuvieron resultados que
evidenciaron gue el Streptococcus mutans es sumamente sensible ante esta.

En el presente estudio los resultados concuerdan con los datos obtenidos por Verma

y col?! (2016) y con lo propuesto por Vlad y col?® (2019) quienes estudiaron la
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sensibilidad del Streptococcus mutans con respecto a los aceites esenciales de
canela, clavo, bergamota y naranja; en donde los resultados obtenidos revelaron el
efecto antibacteriano frente al Streptococcus mutans ejercido por el clavo,
bergamota y naranja, es decir que dicha bacteria resulto siendo sumamente
sensible ante dichos aceites. Ademas, fue demostrado el efecto de estos aceites
esenciales en emulsiones binarias con el Gluconato de clorhexidina en donde se
maximizo los resultados. Demostrando que la bergamota presenta un efecto
antibacterial mayor que la clorhexidina al 0.12%.

Al comparar con el presente estudio, se puede confirmar el efecto antibacteriano
frente al Streptococcus mutans; ademas ha hecho un estudio mas extenso en donde
el efecto antibacteriano no es generalizable a todas las concentraciones, ya que,
asi como a la concentracion de 100% es sumamente sensible, al 25% la sensibilidad

es nula.
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V. CONCLUSIONES

El aceite esencial del Citrus bergamia, presentd efectividad antibacteriana in
vitro frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.

El aceite esencial del Citrus bergamia a la concentraciéon de 100%, presento
efectividad antibacteriana in vitro frente al Streptococcus mutans ATTC 25175,
siendo sumamente sensible.

El aceite esencial del Citrus bergamia a la concentracion de 75%, presento
efectividad antibacteriana in vitro frente al Streptococcus mutans ATTC 25175,
teniendo una sensibilidad media.

El aceite esencial del Citrus bergamia a la concentracion de 50%, presento
efectividad antibacteriana in vitro frente al Streptococcus mutans ATTC 25175,
teniendo una sensibilidad limite.

El aceite esencial del Citrus bergamia a la concentracion de 25%, no presento
efectividad antibacteriana in vitro frente al Streptococcus mutans ATTC 25175.
Al comparar el efecto antibacteriano in vitro del Citrus bergamia “bergamota” a
diferentes concentraciones frente al Streptococcus mutans ATTC 25175 con
respecto al grupo control de Clorhidrato de clorhexidina al 0.12%, la Citrus
bergamia al 100% present6 una efectividad antibacteriana con un mayor

promedio con respecto a todas las concentraciones.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomiendan hacer estudios que determinen la posibilidad de un efecto
antibacteriano de la Citrus bergamia a otras concentraciones que no se hayan
estudiado.

Se recomienda realizar estudios sobre el efecto antibacterial del Citrus bergamia
“bergamota” en colutorios bucales con fines anticariogénicos.

Realizar estudios sobre el efecto antibacterial del Citrus bergamia “bergamota”
frente a otras bacterias periodontopatégenas de mayor relevancia.

Realizar estudios donde se evalué el efecto sinérgico del aceite esencial de

Citrus Bergamia “bergamota” con el aceite esencial de diferentes plantas.
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ANEXO 1

CONSTANCIA DE SUPERVISION DE PROYECTO

Yo, Elva Manuela Mejia Delgado, bitloga, identificada con el N° C.B.P 00548,
hago CONSTAR la supervisién de ejecucion y prueba de calibracién de la tesis,
realizada en los ambientes del laboratorio de microbiologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo, titulada:

“EFECTO ANTIBACTERIANO /N VITRO DEL CITRUS BERGAMIA”
BERGAMOTA” SOBRE EL STREPTOCOCCUS MUTANS ATTC 25175”

Alumno: Bach. Katherine Giohana Campos Layza
ID: 000140764

Se expide la presente para fines convenientes.

Trujillo, febrero del 2020

?4‘2-;; 2)

Dra. Elva Manuela Mejia Delgado
N° C.B.P 00548
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ANEXO 2

Variable

Calibracion

% de
concordancia

Kappa

P

Citrus
Bergamia
“bergamota” al
25%

Interevaluador

100%

1.00

<0.01

Citrus
Bergamia
“bergamota” al
50%

Interevaluador

100%

1.00

<0.01

Citrus
Bergamia
“bergamota” al
75%

Interevaluador

100%

1.00

<0.01

Citrus
Bergamia
“bergamota” al
100%

Interevaluador

100%

1.00

<0.01

Gluconato de
clorhexidina

Interevaluador

100%

1.00

<0.01

*Kappa de Cohen
Puntuacion casi perfecta
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ANEXO 3

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

MUESTRA

Halos de Inhibicion (mm)

Citrus Bergamia
‘Bergamota”
(100%)

Citrus Bergamia
‘Bergamota”
(75%)

Citrus Bergamia
“‘Bergamota”
(50%)

Citrus Bergamia
“Bergamota”
(25%)

Gluconato de
clorhexidina
0.12%

10

11
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12
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Praducta:

Nambre botanica:
SimGnimas:

Lakea N

Focha de destilacikn:
Fecha de sencimisnta:
Calar:

Arama:

Matado de extraccian:
Pais de arigen:
Aceites 100% puros y naturales

PROPIEDADES FISICO QUIMICAS
Gravedad especifica a 20°C
Ratacidn dptica a 25°C

Indice de refraccian a 25°C
Solubilidad

OTRAS FROPIEDADES:

Hinguna

ANEXO 4

CERTIFICADD DE AMALISIS

Aceite esencial de bergamota

Citrus Bergamia

Citrus Bergamia Risso

2001-34-7

Howiembre 2019

Enero 2022

Amarilla verdaso

Citrico caracteristica de la bergamata
Par presidn de la corteza

Italia

RANGD REZULTADDS
1.038 — 1.060 1.053
{-]12° & {+)0.0" o
1.528 — 1.537 1.531

Solubles &n alcohal y acsites. Insoluble en agua

Diciembre 2019

L5 AROPMATERAPIA EIRL — Calle Venecia 147, Dpta 201, San Borja

Teldfono: 337-2200  Célular: 937 779 444

wana mkals pe

43



