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Resumen

Objetivo: Determinar la efectividad inhibitoria in vitro del extracto etanolico de Rosmarinus
officinalis (Romero) frente al streptococcus mutans ATCC 25175. Materiales y métodos: Se
trabajo con tres concentraciones 25mg/ml, 50mg/ml y 75mg/ml del extracto de R. officinalis y se
compard con el control positivo clorhexidina al 0.12% y un control negativo que fue agua destilada,
se sembro en medio agar TSA, la efectividad inhibitoria del extracto de R. officinalis, se determiné
usando el método de difusidn en discos con las soluciones experimentales. Las placas sembradas e
inoculadas fueron incubadas a 37°C, durante 24 y 48 horas. La lectura se realiz6 midiendo el
diametro, en milimetros, del halo de inhibicién formado por la bacteria, usando un calibrador
vernier y fueron registrados en una ficha de recoleccion de datos. Estos fueron analizados con la
prueba de contrastes multiples de kruskall Wallis, para grupos independientes, mientras que para
la comparacion entre tiempos se utilizd la prueba Wilcoxon, para muestras relacionadas.
Resultados: nuestros hallazgos demuestran que el streptococcus mutans es susceptible a la accion
del extracto de Rosmarinus officinalis. Conclusiones: El extracto etanolico de Rosmarinus
officinalis mostro efectividad inhibitoria frente el S. mutans, siendo la concentracién de 75mg/ml,

similar a la accion de la clorhexidina.

Palabras Clave: Rosmarinus officinalis, Streptococcus mutans.



Abstract

Obijetive: Determine the effectiveness inhibitory in vitro of the extract ethanol of Rosmarinus
officinalis (rosemary) front to the streptococcus mutans ATCC 25175. Materials and methods: he
work with three concentrations 25mg/ml, 50mg/ml y 75mg/ml of the extract of R. officinalis and
it was compared with the positive control clorhexidine to the 0.12% and un control negative what
was distilled water, it was sown in medium agar TSA, the effectiveness inhibitory of the extract of
R. officinalis, it was determined using the method of diffusién in discs with the experimental
solutions. The sown plates and inoculated were incubated to 37°C, in anaerobic conditions during
24 y 48 hours. The Reading it was done measuring the diameter, in  millmeters ,of the halo de
inhibition formed by the bacterium, using a calibrator vernier and were registered in a file of data
collection. The data was analized with the multiple contrast kruskall Wallis, for independent
groups, while for the comparison between times the test was used Wilcoxon, for related samples.
Results: our findings show that he streptococcus mutans is susceptible to the action of the extract
of Rosmarinus officinalis. Conclusions: The extract etanol of Rosmarinus officinalis demostrated
effectiveness inhibitory front to the S. mutans, being the concentration of 75mg/ml similary to the

action of the clorhexidine.

Keywords: Rosmarinus officinalis, Streptococcus mutans.
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I. Introduccion
La caries dental, es una enfermedad infectocontagiosa y transmisible, que se caracteriza por la
desmineralizacion del diente, originada por la interaccidn de bacterias con la dieta consumida y
otros factores, es de etiologia multifactorial, sin embargo, ain nos queda mucho por aprender sobre

el inicio, la formacion y la prevencion de caries dental (Ojeda, Oviedo y Salas, 2013).

Los microrganismos que habitan en cavidad bucal son diversos, pero cabe mencionar que son
los Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus y los Lactobacillus, estas actdan tanto en el inicio
y progresion de la caries dental y otras patologias a nivel bucal, dentro de ellas el Streptococcus
mutans, es la bacteria mas relevante en el proceso de la caries dental (Cruz, Diaz, Arias y Mazon,

2017).

El uso prolongado de antimicrobianos y antisépticos, han conllevado muchas veces a reacciones
adversas a nivel bucal, tales como pigmentaciones de las piezas dentarias, alteraciones del gusto,
entre otras, por este motivo se busca nuevas alternativas de tratamiento que no contengan efectos
adversos y sean coadyuvantes junto al cepillado dental, en el tratamiento de la eliminacién de la

placa bacteriana (Bascones y Morante , 2006).

Dentro de la fitoterapia, aquellas plantas que tienen efectos antibacterianos podemos mencionar
al romero, planta cultivada en nuestro pais, rica en principios activos y con multiple accion sobre
el organismo humano, es por este motivo que, en la ultima década, se han ido desarrollando
investigaciones acerca de las propiedades de dicha planta, con el fin de brindar aporte en

informacion sobre la terapéutica del romero (Purca, 2013).

En el &rea de la odontologia, el Rosmarinus officinalis tiene algunas aplicaciones, sobre todo en

la parte preventiva, como producto de higiene, antiinflamatorios, sin embargo, a nivel de la



fitoterapia no existen muchas investigaciones en relacién a la accion antibacteriana. En nuestro

pais, por lo que me permito formular el siguiente problema.

¢ Cual sera la efectividad inhibitoria in vitro, del extracto etanélico de Rosmarinus officinalis a

diferentes concentraciones frente al Streptococcus mutans ATC25175?



I1. Marco teérico

2.1 Bases teoricas

Los microorganismos que se hallan en cavidad bucal, por lo general son microorganismos de
caracter complejo que aun no ha sido investigado en su totalidad y dificil de comprender en toda
su magnitud. La cavidad bucal se caracteriza por contener estructuras diferentes y en ellas existen
habitats donde los microorganismos se replican. Cada parte en la boca, contiene un determinado
biofilm caracteristico, con muchas especies bacterianas diferentes, donde hay una interaccion
dindmica entre ellas, que hacen que la flora en cavidad bucal sea dinamica y ocasione cambios en

la vida del huésped (Negroni, 1999).

La flora que habita en la saliva, son todos aquellos microorganismos que no llegaron a adherirse
a la superficie dental, lengua, carrillos y membranas mucosas de la faringe, se puede mencionar
que existe un grupo de bacterias entre ellas encontramos cocos Gram positivos y negativos, asi

como bacilos (Sosa, 2015).

La relacién que existe entre streptococcus mutans y caries dental es directa, debido a que la
microflora bucal contiene maltiples especies bacterianas que habitan en ella, se puede mencionar
que en la patogénesis de la caries, hay una interaccion bacteriana compuesta por estreptococos del
grupo mutans, Lactobacillus y Actinomyces, siendo el mutans, la principal bacteria que interviene

en la iniciacién de esta (Ojeda et al., 2013).

La adherencia inicial que se da por parte del microorganismo a la superficie dental, esta dada
por una proteina de la bacteria y una de la saliva, las cuales son absorbida por el diente. Para que
se logre desarrollar la colonizacion bacteriana, es necesario que se forme una fina capa de proteinas

propias de la saliva sobre la superficie dental (Nufiez y Garcia, 2010).
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Las bacterias del género estreptococo, tienen la caracteristica de ser esféricas, gram positivas
las cuales forman pares o cadenas en su replicacion bacteriana, estos a su vez forman multiples
nutrientes y enzimas, se caracterizan por ser una poblacion bacteriana maltiple y su conocimiento

en importante para llegar a entender su importancia clinica (Jawetz y Adelberg, 2010).

Los estreptococos se ubican en determinadas zonas de la boca. S. sanguis y S. mutans, abarcan
la superficie dental, asi como las superficies de las prétesis dentales. S. salivarius, se encuentra en
la placa dura 0 comUnmente Illamada sarro dental y es un microorganismo que interviene en boca
después del nacimiento, S. mitior, se puede ubicar en cualquier zona de la cavidad bucal, S. sanguis,
solo se coloniza cuando inicia la erupcion dental. Entre las bacterias del genero estreptococo las
mas importantes se puede mencionar al Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus, debido a
que dichas bacterias son capaces de producir acidos en presencia de sacarosa y actuan en la

aparicion de la caries de esmalte (Ojeda et al., 2013).

Entre los factores de virulencia que involucra al streptococcus mutans, generando la produccion
de caries dental tenemos: Acidogenicidad, Aciduricidad, Acidofilicidad: Sintesis de glucanos y
fructanos, Sintesis de polisacéridos intracelulares, Produccion de dextranasa (Estrada, Perez y

Hidalgo, 2006).

El metabolismo de la sacarosa, estd dado por la ingesta de alimentos ricos en hidratos de
carbono, las cuales en boca se fermentan, generandose asi asidos organicos, que sirven de

metabolitos para aquellas bacterias que habitan en ese medio (Liébana, 2002).

El romero, planta que proviene del griego rhops y myrinos, que significa arbusto marino y esta
Crece en zonas rocosas y arenosas cercanas al mar, ademas de esto podemos cultivarlas en cualquier

zona o region (Avila et al., 2011).
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Entre sus actividades farmacoldgicas, cabe mencionar que el romero posee multiple accion
sobre el organismo. A nivel gastrico actua, estimulando la secrecidn de jugos gastrointestinales,
relaja el musculo liso gastrointestinal, actda eliminando los espasmos, favorece las secreciones. El
Rosmarinus actla también como diurético, antiinflamatorio, antiulcerogénico y antioxidante

(Lopez, 2008).

La actividad antibacteriana del romero, se conoce a través experiencia clinica, sin embargo, hay
estudios hechas in vitro, que muestran accion frente a bacterias como Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, microorganismos que participan descomposicién de los alimentos (Ardila,

Vargas, Pérez y Mejia, 2009).

La clorhexidina se comercializ6 por primera vez en 1954, como un antiséptico cutaneo. La
primera investigacion que mencioné a la clorhexidina como colutorio, en la terapéutica de la
gingivitis inducida por placa en humanos, la realiz6 Lée en 1969. En el afio 1976, Loe realizd un
ensayo clinico durante dos afios, con un enjuague bucal a base de clorhexidina al 0,20%. Este
estudio determind que la clorhexidina al 0,20%, logro el efecto deseado y no se apreciaba

reacciones adversas, se lleg6 a comercializar en todo Europa (Calsina y Serrano , 2005).

La clorhexidina tiene la capacidad de permanecer en boca, incluso después del enjuague lo cual
conlleva a mencionar que esta, es considerada como el gold standard de los antisépticos bucales.
La clorhexidina ha sido investigada tanto a corto y largo plazo, cabe mencionar que esta tiene las
propiedades contra la placa dental, actia muy bien frente a la gingivitis y no ha habido reportes

que indiquen resistencia bacteriana (Francisco y Santos, 2005).

El tiempo que demora la clorhexidina en ejercer su accién, es intermedio, cuando esta formulada

en base alcohdlica, inicia en unos 30 seg, si es una zona que contenga vello su accién puede tardar
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en iniciar en 1 hora. Las recomendaciones que se dan es esperar unos minutos para que actué el
medicamento, esta permanece en boca unas seis horas a diferencias de otros antisepticos tales como
la povidona yodada el cual permanece menos tiempo en comparacion con la clorhexidina. La

mezcla de clorhexidina y alcohol, potencia su efectividad antimicrobiana (Diomedi et al., 2017).

La farmacocinética de la clorhexidina, casi un 30% del principio activo, se conserva en boca
incluso después de enjuagarse, esta se libera en los fluidos de la cavidad bucal. Investigaciones
hechas en animales y humanos, determinan que la absorcion a nivel de la mucosa gastrica es
minima. La clorhexidina a nivel plasmatico logra 0,206 pg/g en humanos,30 minutos posterior de
la ingesta de 300 mg de dicho farmaco, mas no se halla despues de las 12 horas de la ingesta, algun
resto en plasma de la clorhexidina. La excrecion se da a travez de las heces y la. Suele encontrarse
dos presentaciones, al 0,12% y al 0,2%, ambas presentaciones llegan a tener el mismo efecto

(Bascones y Morante, 2006).

El efecto adverso mas comudn que reporta la clorhexidina, es la tincién marrén de los dientes,
algunos materiales de restauracion y de las mucosas sobre todo partes blandas de la mucosa, dorso

de la lengua (Torrez, Diaz y Acosta, 2009).

2.2 Antecedentes

Sosa (2015) evalud el efecto de antibacteriano del extracto alcoholico de Rosmarinus officinalis
y del agua ozonizada frente Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis, uso dos concentraciones
de diferentes compuestos (25 mg/ml y 50 mg/ml del ERO y 0,41 mg/ml y 0,82 mg/ml de agua
ozonizada), las comparo con la clorhexidina al 0,12% y etanol absoluto. Sembrd las bacterias con
agar Mueller-Hinton, en donde se les afiadié un disco de papel de filtro estéril en el centro de y se
incorpord 25 pL de cada concentrado del extracto alcoholico, asi también del agua ozonizada y

fueron incubadas a 36°C, durante 24 h. Se hallé que a la concentracion de 25 mg/ml, obtuvo un



13

halo promedio 25 mm para E. faecalis y de 19 mm para S. mutans. En tanto a la concentracion de
50 mg/ml, se hallé un halo de promedio 36 mm para E. faecalis y de 24 mm para S. mutans. El
halo formado por la clorhexidina al 0,12 % fue de 16 mm y es similar al obtenido por el solvente
etanol absoluto, el agua ozonizada mostro halos menores al control positivo. Se concluye que a las
concentraciones 25mg/ml, 50mg/ml del extracto alcoholico de R. officinalis, tiene accién

bactericida frente a S. mutans y E. faecalis y esta accion se da si se aumenta el agua ozonizada.

Rodriguez et al. (2014) realizar6n una investigacion cuyo objetivo fue determinar el efecto
inhibitorio in vitro del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis sobre el crecimiento de
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa enfrentandolas a
concentraciones de 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35;40;45 y 50 mg/ml del producto vegetal, para analizar
la sensibilidad in vitro de las cepas se us6 el método de difusion de Kirby Bauer. Los resultados
mostraron que el extracto de Rosmarinus, no posee accion inhibitoria frente a cepas de
Pseudomonas y Staphylococcus, sin embargo, actud inhibiendo las cepas de Streptococcus. Por
otro lado, los didmetros de halos de inhibicion que presentan dichas cepas son similares entre si a
las concentraciones de 35 a 50 mg/ml. El extracto etandlico posee accién inhibitoria frente
Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus, no tuvo accién frente a Pseudomonas

aeruginosa.

Purca (2013) realizé un trabajo cuyo objetivo fue determinar la efectividad antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis frente a bacterias que predominan en la flora
salival y se comparo6 con la clorhexidina 0,12 % y el agua destilada. Selecciono 22 pacientes que
se atendieron en la clinica de la Facultad de Odontologia de la UNMSM. Se tom6 muestra de saliva

no estimulada, se analizaron dichas muestras en el laboratorio de microbiologia, posteriormente se
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hizo la lectura de los diametros de los halos de inhibicion. Sus resultados mostraron accién frente

a bacterias presentes en la flora mixta salival.

San Romaén (2013) realiz6é un estudio para determinar la actividad antibacteriana del extracto
etanolico de R. officinalis sobre cultivos de bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con
periodontitis cronica, usando como control positivo la clorhexidina al 0,12 %. Selecciono 24
pacientes con diagndstico clinico y radiografico de periodontitis crénica, que acudieron a atenderse
a la clinica de la Facultad de Odontologia de la UNMSM. Se tomo la muestra con conos de papel
namero 30, se insertd en bolsa periodontal por 30 segundos y analizadas en el laboratorio de
microbiologia para su procesamiento. Utilizé el método de difusion en pocillos con las soluciones
experimentales y se incub6 en condiciones de anaerobiosis, por 48 h a 37 °C. Los resultados
mostraron que existe igual actividad antimicrobiana del extracto etandlico de R. officinalis a una
concentracion de 75mg/ml con la clorhexidina 0,12 %, frente a cultivos de bacterias anaerobias

frecuentes en pacientes con periodontitis cronica.
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2.3 Justificacion

2.3.1 Justificaciéon Teorica

En la actualidad, las infecciones bacterianas son frecuentes, entre ellas la caries dental
ocasionada por el streptococcus mutans, la fitoterapia, realiza estudios con diferentes plantas, en
nuestra investigacion se realizd el estudio con el Rosmarinus officinalis, cuyos resultados
beneficiaran directamente al profesional Odont6logo, docentes y alumnos, quienes contaran con
datos reales actualizados, que serviran para ampliar el conocimiento cientifico, prevencion de la

caries dental, mejorando asi, la salud pablica.

2.3.2 Justificacién Préactica

En la préctica actual, se usan diferentes marcas de colutorios como coadyuvantes en la higiene
bucal, por lo cual es necesario conocer las ventajas y desventajas de su uso, en el presente estudio
se determin0 la actividad antibacteriana que ejerce el Rosmarinus Officinalis, frente al
streptococcus mutans, nuestros resultados fueron positivos frente a dicha bacteria, por lo tanto
podemos afirmar que el Rosmarinus officinalis, puede ser utilizada como tratamiento que
reemplace a los colutorios, por ser de bajo costo y facil acceso a la poblacion y no presentar efectos
adversos, en comparacion con la clorhexidina en relacion al costo y efectos adversos en la tincién
de los dientes, mucosa sensibilidad al gusto. Por lo tanto, el objetivo de nuestro estudio es brindar

una alternativa en la prevencion de la caries dental, mediante la aplicacion de la fitoterapia.
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2.4 Hipotesis
Si el Rosmarinus Officinalis contiene flavonoides, terpenoides, taninos, que tienen propiedades
antibacterianas, por lo tanto, es probable que tenga efectividad inhibitoria frente al Streptococcus

mutans ATCC 25175.
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I11. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar la efectividad inhibitoria in vitro de diferentes concentraciones del extracto

etanolico de Rosmarinus officinalis (romero), frente al Streptococcus Mutans ATCC 25175.

3.2 Objetivos especificos

Evaluar el crecimiento bacteriano mediante halos inhibitorios del extracto etanolico de
Rosmarinus officinalis de 25mg/ml frente al Streptococcus Mutans ATCC 25175 a las 24
hy 48h.

Evaluar el crecimiento bacteriano mediante halos inhibitorios del extracto etanolico de
Rosmarinus officinalis de 50mg/ml frente al Streptococcus Mutans ATCC 25175 a las24h
y 48h.

Evaluar el crecimiento bacteriano mediante halos inhibitorios del extracto etanolico de
Rosmarinus officinalis de 75mg/ml frente al Streptococcus Mutans ATCC 25175 a las 24
h'y 48h.

Comparar el crecimiento bacteriano mediante halos inhibitorios del extracto etanolico de
Rosmarinus officinalis de 25mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml y la clorhexidina 0.12%, frente al

Streptococcus Mutans ATCC 25175 a las 24h y 48 h.,
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IV. Materiales y métodos

4.1 Tipo de estudio

Experimental, prospectivo, longitudinal, comparativo.

4.2 Pablacion/ Muestra /Criterios de seleccion

4.2.1 Poblacion

Cepa Streptococcus mutans ATCC 25175.

Unidad de analisis

Una placa petri inoculada con cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

4.2.2 Muestra

Se realizo6 un trabajo piloto para determinar en tamafio de la muestra y quedo conformada por

15 placas petri por grupo.

Muestreo

Asignacion aleatoria de grupos.

4.2 .3 Criterios de seleccion

Criterios de inclusién

Placas petri inoculadas con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, que no se

contaminaron después de la siembra bacteriana.

Criterios de exclusién

Placas Petri inoculadas con cepas de Streptococcus mutans ATC25175, que hayan sufrido

contaminaciones y/o alteraciones.



4.3 Variables/ Definicion/ Operacionalizacion

4.3.1 Variables

Variable independiente: Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (romero)
Variable dependiente: Efecto inhibitorio del Rosmarinus officinalis (romero).
Grupos de control

o Control positivo: Clorhexidina al 0.12 %.

o Control negativo: Agua destilada.

19



4.3.2 Definicion y operacionalizacion de variables

20

VARIABLE DEFINICION DIMENSION INDICADORES ESCALA CATEGORIAS
Sustancia Porcentajes
Extracto concentrada Concentraci  de disolucion del 25%
etandlico de hecha a base On del extracto Extracto Nominal 50%
Rosmarinus de etanolico de etanolico de 75%
officinalis Rosmarinus Rosmarinus Rosmarinus
officinalis officinalis officinalis
Es la Didmetro del
ausencia del halo de
crecimiento inhibicion
Efecto bacteriano formado Razon 0-X mm
Crecimient
inhibitorio ocasionada 0 bacteriano alrededor  del
por el disco embebido
Extracto con el Extracto
etandlico de etandlico de
Rosmarinus Rosmarinus
officinalis officinalis
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4.4 Método/ Técnica y procedimiento

4.4.1 Método

Observacion directa del halo inhibitorio.

4.4.2 Técnica

Se realizd una observacion directa, y medicion del halo inhibitorio de las diferentes
concentraciones de Rosmarinus officinalis frente a Streptococcus mutans ATC25175, los datos

obtenidos, fueron registrados en una ficha de recoleccion de datos (ver Anexo 01).

4.4.3 Procedimiento

Se recolecto 2 kg de dicha planta, la cual fue llevada al Instituto de Farmacia y Bioquimica de
la UNMSM, donde se proceso el extracto etanolico, obteniéndose tres concentraciones 25, 50 y 75

mg/ml, las cuales fueron guardadas en frascos color ambar estériles y conservadas en refrigeracion.

Para la presente investigacion se utilizaron material biolégico: cepa de Streptococcus mutans
aisladas ATC25175, Asi mismo se utilizé material y equipos de laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Odontologia UNFV.

Se realizé la siembra en el medio de cultivo Agar Miller-Hinton, en la placa Petri, se procedio
a la elaboracion de cuatro pocillos, 03 para las concentraciones del extracto y una para la

clorhexidina al 0.12 % que es el control positivo.

Se marco en la base de la placa, con la finalidad de diferenciar el tipo de solucion y posicion de
cada pocillo, posteriormente se rotulo cada placa petri utilizada, luego se colocé en cada pocillo 50
ul, de cada solucion experimental, sobre la superficie del medio la cual se dejo reposar por 30

minutos antes de incubarlo.
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Luego se colocd las placas petri dentro de la incubadora a 37 °C por 24 y 48 horas, para después
proceder con la lectura de las medidas de los halos de inhibicidn, con la ayuda del pie de rey o

calibrador.

4.5 Consideraciones éticas

El autor no presenta conflicto de interés con las marcas utilizadas en este estudio, se respetara
los codigos de ética de la Universidad Nacional Federico Villarreal. Esto sera indicado en una
declaracion jurada mencionando que el presente trabajo no se encuentra bajo la influencia de las

marcas de los productos utilizados.

4.6 Plan de analisis
Los datos obtenidos fueron procesados en una laptop (HP CORE i5 Windows 10), mediante el
programa estadistico Spss 24.0 version en espafiol y la base de datos Excel. Los resultados que se

obtuvieron seran presentados en cuadros y gréaficos de acuerdo con los objetivos sefialados.

V. Resultados

Tabla 1
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Valores descriptivos de los halos de Inhibicion de EERO frente al streptococcus mutans ATC25175

a las 24 horas.

Grupos  Media IC 95% Mediana Desviacion Minimo Méaximo
estandar
Limite Limite
inferio  superior
r
RO 25% 10,833 10,349 11,317 10,5 ,8740 9,8 12,5
RO50% 11,213 10,750 11,677 11,2 ,8365 10,0 12,5
RO 75% 12,193 11,840 12,546 12,0 ,6375 11,5 13,1
CLX 12,893 12,427 13,359 13,0 ,8413 11,0 14,0

0.12%;

IC: Intervalo de confianza para la media.

RO=Extracto etandlico de Rosmarinus officinalis; CLX=Solucion de clorhexidina al

La tabla 1, muestra los valores descriptivos para diametro del halo inhibitorio para los grupos

evaluados a las 24 horas. Para el grupo RO 25%, se observO un halo de inhibicién

(10.833mm=0.874mm) con una mediana de 10.5 mm, levemente menor que lo observado en el

grupo RO 50% donde el halo de inhibicion fue 11.213mm=+0.8365mm) con una mediana de 11.2

mm, el grupo RO 75% presento valores del halo de inhibicion de 12.193mm=0.6375 con mediana

de 12mm vy el grupo CLX 0.12% que presento los valores mas altos con 12.893mmz=0.8413mm y

mediana de 13 mm. Se observada una diferencia marcada entre los grupos, los que parecen ir en

aumento, siendo el grupo de RO 75%, el que presenta valores méas altos en comparacion a la

clorhexidina.



24 horas

14,07

13,0

12,09

11,0

10,0

9,0

I
RO 25%

I
RO 50%

I
RO 75%

I
CLX 0.12%

24

Figura |I.

Distribucion de los valores del halo inhibitorio para los grupos evaluados a las 24 horas.

Tabla 2
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Valores descriptivos de los halos de inhibicion de EERO frente al streptococcus mutans ATC25175

a las 48 horas.

1C 9% Desviacion
Grupos Media Limite Limite Mediana estandar Minimo Maximo
inferior  superior

10,953 10,498 11,408 105 ,8219 10,0 12,5

RO 25%
11,393 10,916 11,870 115 ,8614 10,0 13,0

RO 50%
12,253 11,937 12,570 12,0 5718 11,5 13,0

RO 75%
13,000 12,568 13,432 13,0 7792 11,5 14,0

CLX

RO=Extracto etanélico de Rosmarinus officinalis; CLX=Solucion de clorhexidina al
0.12%;

IC: Intervalo de confianza para la media.

La tabla 2, muestra que, a las 48 horas de evaluacion los valores descriptivos para diametro del
halo inhibitorio, para los grupos evaluados muestra para el grupo RO 25% se observé un halo de
inhibicién de 10.953mm=+0.8219mm con una mediana de 10.5 mm, menor que lo observado en el
grupo RO 50% donde el halo de inhibicion fue 11.393mmz+0.8614mm) con una mediana de 11.5
mm, el grupo RO 75% presento valores del halo de inhibicion de 12.253mmz+0.5718 con mediana
de 12mm y el grupo CLX 0.12% que presento los valores mas altos con 13mm=0.7792mm y
mediana de 13 mm. Se observada diferencia marcada entre los grupos, los que parecen ir en
aumento siendo el grupo de RO 75%, el que presenta valores mas altos en comparacion a la
clorhexidina. Ademas, se aprecia cierta asimetria en la distribucion especialmente en los grupos de

RO al 25% y 75%.
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14,0 —|’

13,07 T

12,0

48 horas
—

11,04

1

I I I I
RO 25% RO 50% RO 75% CLX 0.12%

10,0

Figura Il. Distribucion de los valores del halo inhibitorio para los grupos evaluados a las 48
horas.
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Comparacion de medias de los halos de inhibicion de EERO frente al streptococcus mutans

ATC25175 entre grupos de estudio a las 24 horas.

RO 25% RO 50% RO 75% CLX
RO 25% p=1.000 p=0.007"  p=0.000"
RO 50% p=0.076 p=0.000"
RO 75% p=0.590
CLX

Basado en la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para muestras independientes;

*Diferencias de medias estadisticamente significativas (p<0.001);

RO=Extracto etanélico de Rosmarinus officinalis; CLX=Solucion de clorhexidina al

0.12%

La tabla 3, describe que, al realizar las comparaciones entre pares de grupos, se observa

que las diferencias halladas son estadisticamente significativas entre los grupos RO 25% vs

RO 75% (p=0.007); RO 25% vs CLX (p<0.001) y entre los grupos de RO 50% vs CLX

(p<0.001). Se observa que, a las 24 horas los grupos del extracto etandlico de Rosmarinus

officinalis (RO) al 25 y 50% presentan los valores mas bajos de halo inhibitorio, mientras

la clorhexidina los mas altos, no presentando diferencia significativa al compararla con el

grupo RO al 75%.
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Tiempos

B 24 horas
48 horas

14,0

?“ | |

Halo

10,0

a0

I I I I
RO 25% RO 50% RO75% CLX0.12%

Figura I1l. Distribucion de los valores del halo de inhibicidn entre las 24 y 48 horas dentro de cada

grupo de estudio.
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Tabla 4

Comparacion de medias de los halos de inhibicion de EERO frente al streptococcus mutans
ATC25175 entre grupos de estudio a las 48 horas.

RO 25% RO 50% RO 75% CLX

RO 25% - p=1.000 p=0.006" p=0.000"
RO 50% --- --- p=0.143 p=0.000"
RO 75% - --- - p=0.444
CLX --- - - —

Basado en la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para muestras independientes;
*Diferencias de medias estadisticamente significativas (p<0.001);

RO=Extracto etanélico de Rosmarinus officinalis; CLX=Solucion de clorhexidina al
0.12%

La tabla 4, describe las comparaciones entre pares de grupos, muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos RO 25% vs RO 75% (p=0.006); RO 25%

vs CLX (p<0.001) y entre los grupos de RO 50% vs CLX (p<0.001).

Se observa que, a las 48 horas, los grupos del extracto etanélico de Rosmarinus
officinalis (RO) al 25 y 50% presentan los valores mas bajos de halo inhibitorio, mientras

la clorhexidina presenta valores mayores de halos inhibitorios.

No se ha presentado diferencia significativa al compararla con el grupo RO al 75%.
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Tabla 5

Comparacion de medias del halo de inhibicion entre tiempos dentro de cada grupo de estudio.

Desviacion

) . ) ] .
Grupos Tiempos  Media Mediana estandar p-valor
10,83 10,50 0,87
24 horas
[0)
RO 25% 1095 10,50 0,82 0.071
48 horas
11,21 11,20 0,84
24 horas
0 *
RO 50% 11,39 11,50 0,86 0.027
48 horas
12,19 12,00 0,64
24 horas
0
RO 75% 12,25 12,00 0,57 0.276
48 horas
12,89 13,00 0,84
24 horas
CLX 13,00 13,00 0,78 0.063
48 horas

“Diferencias significativas (p<0.05); Basado en la prueba Rangos de Wilcoxon para muestras
relacionadas.

La tabla 5, nos muestra el aumento observado en todos los grupos entre las 24 y 48 horas
es estadisticamente significativo (p<0.05) solo para el grupo de RO al 50%. Los demas
grupos no presentan cambios entre las 24 y 48 horas. La distribucion de los valores del
diametro del halo inhibitorio muestra una marcada diferencia entre grupos mas no dentro

de cada uno de ellos.
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V1. Discusién

En la actualidad, las plantas medicinales han ido asumiendo un rol importante como alternativa
en tratamientos odontoldgicos, debido a sus propiedades antibacterianas frente a microorganismos

que ocasionan patologias a nivel bucal.

En investigaciones hechas con plantas medicinales, para comprobar su actividad antibacteriana,
se ha empleado métodos de difusion en agar con discos, estas consisten en colocar un pocillo de
5mm embebidos con solucion experimental en el agar, y se incuba a 24hr, 48hr, deacuerdo al
estudio que se realice, en caso se observe actividad bacteriana se conformara halos de inhibicion

que seran registrados por el investigador.

Nuestros resultados demuestran que el streptococcus mutans es susceptible a la accion del
extracto etandlico de Rosmarinus officinalis, evidencidndose con la presencia de halos de

inhibicidn alrededor del disco embebido con solucion experimental.

Al contrastar, los resultados reportados en su investigacion por parte de Sosa (2015) y Purca
(2013) con la presente investigacion, se hallé que existe diferencias significativas con cada uno de
ellos, en cuanto a los promedios de los diametros de halos de inhibicion frente al streptococcus
mutans a diferentes concentraciones, dicha diferencia es marcada, posiblemente se deba al tipo de
solucion empleada por cada uno de ellos, y también a la bacteria que fue analizada por parte de los

investigadores mencionados.

Asimismo, nuestros resultados encontrados concuerdan con los hallados por San Roman (2013)
ya que al comparar ambos resultados no se observa diferencias significativas en cuanto a los
promedios de los didmetros de halos de inhibicion frente al streptococcus mutans a diferentes

concentraciones, similares a nuestra investigacion.
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VII. Conclusiones

e El extracto etanolico de Rosmarinus. Officinalis, present6 actividad antibacteriana frente a
Streptococcus mutans ATC25175, se muestran diferencias estadisticamente significativas
en los halos de inhibicion entre los grupos EERO 25% vs EERO 75%; EERO 25% vs

Clorhexidina y entre los grupos de EERO 50% vs Clorhexidina.

e Al incrementar la concentracion del extracto, se observa un aumento en mm del halo de

inhibicion, sin embargo, no se llega a superar la accién dada por clorhexidina al 0,12 %.

e La actividad inhibitoria del extracto etandlico de R. officinalis a 75 mg/ml es similar al
efecto ejercido por la clorhexidina al 0,12 %. Cabe resaltar que dicha concentracién tuvo el

mayor efecto antibacteriano.
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VI1Il. Recomendaciones

e Desarrollar nuevas investigaciones acerca del Rosmarinus officinalis, sobre cepas

bacterianas que interactian a nivel de cavidad bucal, las cuales producen patologias.

e Elaborar estudios que determinen Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC) y
Concentraciones Minimas Bactericidas (MBC) del extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis.

e Crear estudios in vitro del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis, en diferentes
concentraciones que difieran del estudio realizado, con la finalidad de comparar los
resultados.

e Generar pruebas en pastas y colutorios dentales, que contenga en sus compuestos el extracto

etandlico de Rosmarinus officinalis.
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X. Anexos

Anexo 1: Ficha de datos ad-hoc para la investigacion

NO

PLACA

MEDIDA DE HALO DE INHIBICION EN LA PLACA TSA

Extracto etandlico de Rosmarinus

officinalis (ROMERO)

25%

50%

75%

Control
positivo
clorhexidina

al 0.12%

Control
negativo agua

destilada

Cultivo N°1

Cultivo N°2

Cultivo N°3

Cultivo N°4

Cultivo N°5

Cultivo N°6

Cultivo N°7

Cultivo N°8

Cultivo N°9

Cultivo N°10

Cultivo N°11

Cultivo N°12

Cultivo N°13

Cultivo N°14

Cultivo N°15
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Anexo 2. Informe de laboratorio

Presente:

Me permito dirigirme en respuesta al oficio N° 019 -2018-TT-GYT-FO-UNFV de fecha 6 de
febrero del 2018, por el cual se me designé supervisor para el uso del laboratorio de
microbiologia, para el desarrollo de la tesis del bachiller Janampa Quispe Edgar, que después de

haber ejecutado el trabajo titulado:

°EFECTIVIDAD IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Rosmarinus officinalis

ROMERO FRENTE AL Streptococcus mutans ATCC 25175°.

Doy constancia de que el trabajo se ejecuto en el laboratorio de microbiologia y fue finalizado

6ptimas condiciones bajo mi supervision.

\

C.D. Sierra Garnfendia, Roberto



Anexo 3. Analisis de normalidad de los datos entre grupos de estudio

Shapiro-Wilk
Tiempo Grupos
Estadistico Gl p-valor
RO 25% ,883 15 ,053
RO 50% ,937 15 ,351
24 horas
RO 75% ,846 15 ,015*
CLX ,917 15 ,175
RO 25% ,900 15 ,096
RO 50% ,963 15 , 743
48 horas
RO 75% 875 15 ,040*
CLX ,892 15 ,071

*No presenta distribucion normal (p<0.05)
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Anexo 4. Carta de presentacion para el uso del laboratorio de microbiologia.

Universidad Nacional CARGO

Federico Villarreal
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

“ANO DEL DIALOGO Y LA RECONCILIACION NACIONAL”
DI GINANDEGRAUIS Y 4 17 ULOS]

TALLER DE TESIS 1 - 2017

Oficio N°018-2018-TT-GYT-FO-UNFV
Pueblo Libre 6 de febrero 2018

Mg. C.D.

ELOY MENDOZA GARCIA

Jefe del Departamento Académico de la
Facultad de Odontologia - UNFV

Presente. -
Asunto: Autorizacién a la Bachiller para
realizar su trabajo de Investigacidn.

De mi consideracion:

Me dirijo a usted para saludarle muy cordialmente, y asimismo presentarle al Bachiller EDGAR
JANAMPA QUISPE, quien se encuentra elaborando su Tesis titulada “EFECTIVIDAD IN VITRO DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE ROSMARINUS OFFICINALIS ROMERO FRENTE AL STREPTOCOCCUS
MUTANS ATCC 25175" el cual solicita la autorizacién para el uso del Laboratorio de Microbiologia
el cual estd a cargo del C.D. Luis Gonzales, dicho trabajo estard supervisado por el C.D. Roberto
Sierra Garmendia, el uso del Laboratorio es indispensable para que pueda desarrollar su protocolo
de Tesis basado en el tema que anteriormente se describe.

Con la seguridad de contar con su apoyo, que redundara en beneficio de los jévenes estudiantes, me

suscribo a usted.
Atentamente,

\

ROSHJ HUAMANI PARRA

.N.F.V.

CRHP/Patty M.

Calle San Marcos N°351-Pueblo Libre Teléfono 748-0-888
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Anexo 5. Protocolo de andlisis del Extracto

o
UINLY CNOLUALY INAUAUINAL IVIALVUN DL OALN Avinanw

(Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

i

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00121-CPF-2018
e 2L ANALISIS N.700121-CPF-2018

ORDEN DE ANALISIS : 004803/2018

SOLICITADO POR : EDGAR JANAMPA QUISPE

MUESTRA : EXTRACTO ETANOLICO DE ROSMARINUS
OFFICINALIS (ROMERO)

NUMERO DE LOTE Yo

CANTIDAD : 01 Kg. Aprox.

FECHA DE RECEPCION : 09 de Marzo del 2018

FECHA DE FABRICACION tee

FECHA DE VENCIMIENTO St

Se realiza la extraccion alcohélica del romero (Rosmarinus officinalis) y se obtuvo
concentraciones de 25%, 50% y 75%

Lima, 26 de Marzo del 2018

N DEL MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO” 1SO 9001

BUREAU VERITAS
Certification

N BR233265



Anexo 6. Elaboracion del extracto etanélico de Rosmarinus Officinalis

Obtencion de las hojas de Rosmarinus officinalis
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Anexo 7. fotos del procedimiento




e Meétodo de difusion en discos
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e placas petri post incubacion




Medicion de los halos de inhibicion.
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Anexo 8. Matriz de consistencia

50

. Evaluar la efectividad
inhibitoria del extracto etandlico
de Rosmarinus officinalis
(romero) a la concentracién de
50 % frente al Streptococcus
Mutans ATCC 25175.

. Evaluar la efectividad
inhibitoria del extracto etandlico
de Rosmarinus
officinalis(romero) a la
concentracién de 75 % frente al
Streptococcus Mutans ATCC
25175.

. Evaluar la efectividad
inhibitoria de la clorhexidina al
0.12%, frente al Streptococcus
mutans ATCC 25175.

. Comparar los
resultados obtenidos por
medicion de halos de inhibicion
generados por el extracto
etandlico de Rosmarinus
officinalis (romero) en

diferentes concentraciones vy la
clorhexidina al 0, 12 % frente al
Streptococcus Mutans ATCC
25175.

Problema Objetivo Hipdtesis Variables Metodologfa
General: Variable Tipo de
Determinar la efectividad independiente: investigacion:
inhibitoria  “in  vitro” de Extracto etandlico Prospectivo,
¢Cudl es la | diferentes concentraciones del Si el Rosmarinus | de Rosmarinus | transversal,
efectividad extracto etandlico de | Officinalis contiene | officinalis (romero) | experimental,
inhibitoria “in | Rosmarinus officinalis (romero), | flavonoides, comparativo.
vitro” del extracto | frente al Streptococcus Mutans | terpenoides, taninos, Variable
etandlico de | ATCC 25175. entonces es probable | dependiente: Efecto Muestra: La
Rosmarinus que tenga mayor | inhibitorio del | poblacién de estudio
officinalis a Objetivos especificos efectividad Rosmarinus estard conformada por
diferentes . Evaluar la efectividad | inhibitoria que la | officinalis (romero). | 25 placas petri, con
concentraciones inhibitoria del extracto etandlico | clorhexidina al 0.12% | Frente al | cepas de
frente al | de Rosmarinus officinalis | frente al | Streptococcus Streptococcus mutans
Streptococcus (romero) a la concentracién de | Streptococcus mutans ATCC | ATCC 25175.
mutans? 25 % frente al Streptococcus | mutans ATCC 25175. 25175.
Mutans ATCC 25175. Muestreo: La

técnica de muestreo
fue no probabilistica
por conveniencia.

Poblacién:  Cepa
patron  Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Unidad de andlisis:
Una placa petri
inoculada con cepa de
Streptococcus mutans
ATCC 25175.




