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6. RESUMEN

La investigacion comparo el efecto antibacteriano entre el extracto hidroetanélico de
Rosmarinus officinalis y Foeniculum vulgare frente a cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175. Se prepararon extractos hidroetandlicos de Rosmarinus officinalis;
Foeniculum vulgare y extracto mixto de ambas plantas a concentraciones del 50% y
75%. La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, se reactivaron en Caldo Cerebro
Corazon. La evaluacion del efecto antibacteriano se realizd mediante 10 repeticiones
por concentraciéon usando método Kirby Bauer, de difusién en agar, utilizando discos
de papel filtro colocados en placas conteniendo Agar Miieller Hinton inoculadas con
S. mutans. Se emplearon como control positivo a digluconato de clorhexidina al 0.12%
y control negativo a etanol al 70%. Se midieron los didmetros en (mm) los halos de
inhibicidn alrededor de cada disco utilizando una regla milimetrada vernier digital. El
didmetro promedio fue de 23.78mm al 50% y de 27.88mm al 75% para Romero; el
didmetro promedio fue de 19.83mm al 50% y de 23.14mm al 75% para Hinojo, el
diametro promedio fue de 26,76mm al 50% y de 30.21mm al 75% para (Romero +
hinojo), para la clorhexidina al 0.12% el diametro promedio fue de 25.85mm, y para
etanol al 70% el diametro promedio fue de 9.10mm. La prueba ANOVA mostr6 que
existe diferencia estadistica significativa entre las concentraciones de los extractos. Se
concluye que el extracto mixto de romero e hinojo al 75% present6 el mayor efecto

antibacteriano frente a S. mutans.

Palabras clave: antibacterianos; clorhexidina; Foeniculum (Hinojo); Rosmarinus

(Romero); Streptococcus.
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7. ABSTRACT

The research compared the antibacterial effect between the hydroethanolic
extract of Rosmarinus officinalis and Foeniculum vulgare against strains of
Streptococcus mutans ATCC 25175. Hydro ethanolic extracts of Rosmarinus
officinalis were prepared; Foeniculum vulgare and mixed extract of both plants
at concentrations of 50% and 75%. The strain of Streptococcus mutans ATCC
25175 was reactivated in Brain Heart Broth. The evaluation of the antibacterial
effect was carried out by means of 10 repetitions by concentration using the
Kirby Bauer method, of diffusion in agar, using discs of filter paper placed in
plates containing Mueller Hinton agar inoculated with S. mutans. Chlorhexidine
digluconate at 0.12% and negative control at 70% ethanol were used as a positive
control. The diameters in (mm) the inhibition zones around each disc were
measured using a digital vernier millimeter rule. The average diameter was
23.78mm at 50% and 27.88mm at 75% for Romero; the average diameter was
19.83mm at 50% and 23.14mm at 75% for fennel, the average diameter was
26.76mm at 50% and from 30.21mm at 75% for (rosemary + fennel), for
chlorhexidine at 0.12 The average diameter was 25.85mm, and for 70% ethanol
the average diameter was 9.10mm. The ANOVA test showed that there is a
significant statistical difference between the concentrations of the extracts. It is
concluded that the mixed extract of rosemary and fennel at 75% presented the
highest antibacterial effect against S. mutans.

Key words: antibacterials; chlohexidine; Foeniculum (Hinojo);

Rosmarinus (Romero); Streptococcus.
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I. Introduccion

La caries dental se constituye como una de las 3 enfermedades con la mayor
prevalencia a nivel mundial alcanzando niveles del 92%!. En América Latina los
valores del indice CPOD flucttan entre 4.4 y mas de 6.5 (cualitativamente se describe
como muy alto)?, indice que mantiene su rango en nuestro pais de manera sectorizada
debido a que existen sectores donde se consiguen valores de 2.7, lamentablemente son
los valores superiores a 4.4 los que constituyen el promedio.?®

Son 4 los factores que resaltan en el proceso de formacion de la lesidn cariosa; asi
cuando el sustrato y el huésped confluyen en un mismo y suficiente tiempo, brindan el
entorno adecuado para que el patdgeno, Streptococcus mutans, sea capaz de enfermar
al 6rgano dentario a través de la produccion de acidos que desmineralizan al tejido mas
duro del cuerpo humano hasta perforarlo.*®

Con el fin de prevenir la instauracién de la patologia se han sintetizado productos
terapéuticos que erradican al patégeno o disminuyen sus niveles hasta limitar su
patogenicidad (de manera local y temporal), sin embargo se han reportado diversos
efectos adversos de estos, lo que van desde la alteracién de la percepcion del sabor tras
el cepillado, la tincion de los dientes, problemas de descamacion epitelial de la mucosa
oral hasta la posible generacion de resistencia bacteriana por la presencia de
compuestos como el triclosan.® De esta forma las Gltimas investigaciones han apuntado
hacia la generacion y utilizacion de novedosos recursos que eliminan estos efectos
negativos y aportan los mismo o mejores beneficios que los brindados por los agentes

sintéticos.’



Se considera como propiedad fundamental para ser considerado como agente
cariostatico, la capacidad bactericida sobre Streptococcus mutans; en este contexto,
los productos naturales (extractos de plantas, aceites esenciales y compuestos aislados,
y productos marinos) se han propuesto como nuevos agentes terapéuticos al
encontrarse esta propiedad en una importante cantidad de éstos, ello con el fin de

minimizar los efectos adversos.®

Dentro de los productos naturales con actividad antibacteriana en la cavidad oral
tenemos al Rosmarinus officinalis (romero), que es una especie de planta lefiosa
perenne, originaria de la region mediterranea, cuyas hojas se usan comunmente como
condimento y también sirven para fines medicinales. Sus principales componentes
responsables de las actividades farmacoldgicas son el 1,8-cineol (52,2%), el alcanfor

(15,2%) y el a-pineno (12,4%). 3

Otro producto natural de interés es Foeniculum vulgare (Hinojo), hierba periddica con
potente importancia medicinal perteneciente a la familia Umbelliferae, es utilizado
para los problemas digestivos, respiratorios, y dentro de sus propiedades tiene la

capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano.*

La investigacion sobre el Rosmarinus officinalis y Foeniculum vulgare en el area de
la odontologia es escasa, es por ello que este estudio se traza el siguiente problema
¢Cual es la diferencia, in vitro, del efecto antibacteriano entre los extractos
hidroetandlicos de Rosmarinus officinalis y Foeniculum vulgare frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175?, ello permitird demostrar la efectividad
antibacteriana de la medicina tradicional en la prevencion para la preservacién de la
salud bucal, utilizando los extractos hidroetandlicos de Rosmarinus oficinales y

Foeniculum vulgare como una alternativa, que beneficie a la poblacion en especial de



bajos recursos economicos, contribuyendo asi al control de microorganismos
patogenos orales en especial al Steptococcus mustans. Por ende, nuestro estudio es de
tipo cuantitativo, de nivel explicativo y sigue un disefio experimental, prospectivo,
transversal y analitico. Este estudio encontr6 que existio gran diferencia significativa
entre ellos, siendo mayor el halo de (Romero + Hinojo) al 75%con un promedio de
30,21mm y siendo el minimo halo de Hinojo al 50% con un promedio de 19.83mm.
Se concluye que el extracto mixto de (Romero +Hinojo) al 75% presento el mayor
efecto antibacteriano frente a S. mutans. Al 50% presento el mismo efecto que el

Romero al 75%.



1. Revision de la literatura

2.1. Antecedentes:

Cueva J8. (Peru, 2017) “Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Romero
(Rosmarinus oficcinalis) frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC
25175 invitro. Lima 2016” y tuvo como objetivo conocer la actividad antimicrobiana
in vitro del aceite esencial de R. officinalis (Romero) sobre S. mutan, a través de la
siembra de la bacteria en 30 placas petri con agar Mller Hinton, usando el método de
pozo de 6 mm de didmetro saturado de R. officinalis (romero) al 100% y teniendo
como control positivo a clorhexidina 0.12 % y agua destilada como control negativo;
luego de su incubacion se realizd la medicion de halo de inhibicion a las 72 y 168
horas. El halo fue de Omm para el agua destilada en ambas mediciones, de 14,3 y
5,1mm para el aceite esencial y de 17,1y 19,9 para la clorhexidina a las 72 y 168horas,
respectivamente. Concluyendo que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis
(romero) al 100% presenta actividad antimicrobiana “in vitro” frente al crecimiento de

cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 72 y 168 horas.

Solano X 9, et al. (Ecuador, 2016) “Inhibicién del Streptococcus mutans, mediante
el uso de extracto acuoso y oleoso de Rosmarinus officinalis (romero)” y tuvo como
objetivo determinar la inhibicion del efecto antibacteriano in vitro de extracto acuoso
y oleoso de Rosmarinus officinalis (romero) frente a cepas de Streptococcus mutans,
a concentraciones de: extracto acuoso de 1,5% y 3%; extracto oleoso de 50%, teniendo
cada uno como control positivo a clorhexidina 0,12% y como control negativo a agua
destilada. Se realizaron dos grupos de 15 repeticiones para cada una en cajas petri,

valiéndose del método de difusion de disco.



Al realizar la medicion del halo de inhibicion se encontro que el extracto acuoso de R.
officinalis (romero) produjo un halo de inhibiciéon de 00mm y el agua destilada
produjeron un halo de inhibicion de 00mm. El extracto oleoso de R. officinalis
(romero) produjo una media de 11,93 mm de halo de inhibicién versus el control
positivo Clorhexidina que presentd una media de 16.13mm. Concluyendo que el
extracto acuoso de Rosmarinus officinalis no presentd actividad antibacteriana “in
vitro” en cultivos de Streptococcus mutans, mientras que el extracto oleoso presenta

accion antibacteriana similar a la de la clorhexidina.

Baca L, Yabar A'° (Pert, 2016) “Efecto antibacteriano in vitro de los aceites
esenciales de: Foeniculum vulgare (hinojo), Cimbopogon citrus (hierba luisa),
Origanum vulgare (oregano), Citrus aurantifolia swingle (limon) y Citrus sinesis
(naranja), frente a cepas estandarizadas de Streptococcus mutans, cusco 2016 y
tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
Foeniculum vulgare (hinojo) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, a
concentracion de 100% y teniendo como control positivo a Clorhexidina al 0.12%. Los
aceites esenciales de dichas plantas se obtuvieron por el método de arrastre a vapor de
agua. Se realizaron 3 repeticiones valiéndose del método difusion de disco, tras 24
horas se midio el halo de inhibicion para comprobar su accion; trascendié que el aceite
esencial de Foeniculum Vulgare produce un halo de 15.000mm. Concluyendo que
Foeniculum vulgare presenta mayor efecto antibacteriano sobre la cepa de

Streptococcus mutans.



Rocha R'! (Per, 2016) “Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial del
Rosmarinus officinalis (Romero) sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 y
tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis (Romero) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, a
concentraciones de 5%, 25%, 50%, 75% y 100%. Se efectud la prueba de
susceptibilidad, utilizando el método de difusién en discos; en los cuales todos los
discos presentaron halo de inhibicidn, y los tamafios de estos aumentaron directamente
proporcional a las concentraciones utilizadas, excepto a las concentraciones de 75% y
100% son iguales. Los halos de inhibicion al 5% fue de un promedio de 11.9mm; al
25% fue de un promedio de 17,7mm:; al 50% fue de un promedio de 18,23mm; al 75%
fue de un promedio de 19.70mm; al 100% fue de un promedio de 19.70mm y como
control positivo fue penicilina preclinica con un promedio de 17.35mm. Concluyendo
que el aceite de romero a dichas concentraciones presento efecto antibacteriano in vitro

para eliminar Streptococcus mutans ATCC 25175.

Castafieda J*? et al. (Per, 2016), “Efecto antifangico del extracto etandlico de las
semillas de Foeniculum vulgare mill sobre CEPA Candida albicans ATCC 10804
in vitro” y tuvo como objetivo evaluar el efecto antiflngico in vitro del extracto
etandlico de la semilla de Foeniculum vulgare mill. “hinojo” contra cepa de Candida
albicans ATCC 10804 in vitro, a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% Yy
teniendo como control a Fluconazol. Se efectué la prueba de Susceptibilidad,
utilizando el método de difusion de discos (Kirby y Bauer); en los cuales todos los
discos presentaron halo de inhibicion. Los resultados indicaron que el extracto de
semillas de Foeniculum vulgare al 25% produjo un halo de inhibicién con un promedio

de 8,45mm; al 50% fue de un promedio de 10,82mm; al 75% fue de un promedio de



12,73mm y al 100% fue de un promedio de 19,45mm y como control fue fluconazol
con un promedio de 00.00mm. Se concluye que el extracto etanolico de semillas de
Foeniculum vulgare presento efecto antifiingico “in vitro” frente al crecimiento de

Candida albicans ATCC 10804.

Sosa J® (Peru, 2015) “Efecto antibacteriano in vitro del extracto alcohélico de
Rosmarinus Officinalis (romero) y del agua ozonizada sobre Streptococcus mutans
y Enterococcus faecalis” y tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano del
extracto alcoholico de Rosmarinus officinalis a 25% y 50% sobre Streptococcus
mutans, teniendo como control positivo a clorhexidina al 0,12% y etanol como control
negativo. Para determinar el efecto antibacteriano se sembro la bacteria en placas con
Agar Mueller-Hinton usando el método de Kirby-Bauer (disco); en los cuales los
discos presentaron halo de inhibicién para dichas concentraciones. Los halos de
inhibicidn al 25% fue de un promedio de 19 mm, al 50% fue de un promedio de 24mm
y como control positivo fue clorhexidina al 0,12 % con un promedio de 16mm, el cual
es semejante al obtenido con el solvente etanol absoluto. Concluyendo que el efecto
antibacteriano in vitro del extracto alcohdlico de Rosmarinus Officinalis (Romero) a
las concentraciones de 25 mg/ml, 50 mg/ml, sobre el desarrollo de Streptococcus
mutans obteniéndose a la concentracion de 50 mg/ml un promedio de halos de 25,5

mm y 32,7mm lo que indica mayor inhibicion de ambas bacterias a esta concentracion.



Dalirsani Z, et al. (lran, 2011) “Comparacion in vitro de la actividad
antimicrobiana de los extractos de hierbas y luego contra Streptococcus mutans
con clorhexidina” y tuvo como objetivo evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de
diez extractos de plantas entre ellas R. officinalis (Romero) sobre S. mutans y
clorhexidina al 0,12% que fue usado como control positivo. Para lo cual se utilizé 30
gr para cada planta y se disolvieron en 100 ml de metanol puro. Para determinar el
efecto antibacteriano, se sembré las bacterias en placas con agar sangre usando el
método de Kirby-Bauer (discos). Tras 24 horas se midid el halo de inhibicién para
comprobar su accion. Trascendié que el extracto de R. officinalis (romero) produce un
halo promedio de 11.5 mm y para clorhexidina el cual produce un halo promedio de
14,6 mm. Se concluye que Rosmarinus officinalis tiene actividad antibacteriana contra

Streptococcus mutans.



2.2.Marco teorico

2.2.1. Caries dental:

Enfermedad infecciosa, progresiva, transmisible, multifactorial, localizada sobre las
superficies del diente, esto ocurre por la accion de acidos generados por bacterias que

producen la desmineralizacion y destruccion de los tejidos duros.>16

2.2.1.1. Etiologia de la caries:

La etiologia de la caries depende de factores ya conocidos: el huésped (higiene bucal,
la saliva y los dientes), la microflora (infecciones bacterianas) y el sustrato (dieta
cariogeénica). Ademas de estos factores, debera tenerse en cuenta uno mas, el tiempo.
Para que se forme una caries es necesario que las condiciones de cada factor sean
favorables; es decir, un huésped susceptible, una flora oral cariogénica y un sustrato

apropiado que debera estar presente durante un periodo determinado de tiempo.*’18

A continuacioén, desarrollaremos cada uno de ellos:

a) Huesped:

Saliva:

Secrecion liquida de la cavidad bucal producidas por las glandulas sublingual, pardétida
y submaxilar, incoloro de consistencia acuosa. Estd compuesta por agua que en su
totalidad es del 95%, la cual se disuelve y el 5% formado por sales. Tiene la capacidad
de mantener el ph de 6.5 a 7.5 de la cavidad oral, dar proteccion al esmalte y es
reparadora. Ademas, la secrecion salival juega un papel importante en la homeostasis,
los mecanismos fisiologicos y la composicion molecular de la saliva, contribuyendo

al mecanismo de defensa para la salud buco dental. La cantidad adecuada de flujo



salival favorece la eliminacion de sustratos bacterianos y protege las superficies

bucales.®

Diente:
Organo anatémico compuesto por calcio y fosforo lo que le otorga dureza. presentan
tres particularidades: Proclividad, Permeabilidad adamantina y Anatomia, las cuales

favorecen al desarrollo de las caries.®

b) Microflora:

La microflora de la cavidad bucal estd compuesta por una gran diversidad de
poblaciones microbianas como bacterias Gram+ (Streptococcus spp), Gram-, hongos,

espiroquetas, micoplasmas y protozoos.?°
c) Dieta cariogeénica:

Los desencadenantes para el desarrollo de la caries son los alimentos ricos en alta

cantidad de azlcar y carbohidratos complejos (almidon).?
2.2.2. Biopelicula oral:

Son ecosistemas microbianos organizados, por diferentes microorganismos dentro de
las cuales se presentan en comunidades o grupos bacterianos, adjuntos a una superficie
viva y dura. Esta se caracteriza por la excrecion de una matriz intercelular adhesiva

protectora.??

Dichos microorganismos dentro de esta estructura se comunican entre si, dando paso
a la regulacién y manifestacion de sus genes a través de unas moléculas de

sefializacion. Su composicion es variable de acuerdo a su localizacion y tiempo.?

10



Se divide en:
a) Formacion de la pelicula dental:
Al inicio cuando se forma la biopelicula todas las superficies de la cavidad bucal se

encuentran embebidas de esta delgada capa organica derivada de la saliva.

Esta compuesta de glucoproteinas, proteinas ricas en prolina e histidina,
fosfoproteinas, enzimas y otras moléculas que funcionan como como sitios especificos
de adhesion para las bacterias. Se ha probado que las bacterias pueden volverse parte

del deposito inicial pocos segundos después de una limpieza dental.?

b) Colonizacion inicial o colonizacién primaria
La adquisicion del microbioma humano se produce ya en el momento del nacimiento,
siendo un proceso que continua con el paso del tiempo hasta su conformacion final en
pocos afos. En la boca los primeros colonizadores son estreptococcus de los grupos
mitis y salivarius; a los pocos dias 0o semanas de edad también se pueden detectar
enterobacterias, estafilococos, hongos levaduriformes (microorganismos que, en
general, acaban desapareciendo) y otras bacterias de los géneros Actinomyces (A.
viscosus), Fusobacterium, Eikenella, Haemophilus y veillonella. Esta microbiota que
proviene de los padres y familiares mas cercanos, se establece definitivamente, incluso
con la llegada de especies como Streptococcus sanguis, S. mutans y bacterias
gramnegativas anaerobias estrictas, hecho que coincide con la erupcion de los

dientes.22

11



¢) Colonizacion secundaria'y maduracion
Después de la multiplicacion activa de los microorganismos colonizadores primarios,
a estos se incorporan otras especies microbianas dando lugar a la llamada colonizacion
secundaria. A medida que la placa aumenta, las zonas mas profundas de la misma
evidencia un déficit de oxigeno, por lo que las bacterias aerobias van desapareciendo

de dicha zona y se afiaden otras con un potencial de oxidorreduccion mas bajo.

Habiendo una serie de microorganismos secundarios (Gram-) que se adhieren a las
bacterias de la placa, siendo estos los siguientes: P. loescheii, P. intermedia,
Capnocytophaga sp, Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis, de los
cuales, ya que estos no colonizan al principio superficies dentales limpias, sino que se
adhieren a bacterias que ya se encuentran en la masa de la placa por congregacion.
Dichos colonizadores secundarios caen dentro de dichos complejos Ilamados:
complejo verde incluye (Eikenella corrodens, Actinobacillus actinomycetemcomitans
serotipo a y especies de Capnocytophaga); complejo naranja incluye especies de
(Campylobacter, Fusobacterium y Prevotella) y el complejo rojo (esta integrado por
P. gingivalis, Tannerella forsythia y treponema denticola). La existencia de dichos
complejos de especies en placa es otro reflejo de la interdepencia bacteriana en el

ambiente de acuerdo a cada grupo de la biopelicula.??

2.2.2.1.Composicién y arquitectura

Se compone fundamental de: agua, microorganismos. La matriz extracelular de
sustancias poliméricas (EPS), supone entre un 75% y un 95% del volumen del biofilm.
Esta matriz extracelular se compone de polisacaridos, proteinas, lipidos, minerales y

ADN de origen microbiano.?*
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La arquitectura de la matriz no es solida, presenta canales que permiten el flujo de
agua, nutrientes y oxigeno incluso hasta las zonas mas profundas del biofilm. La
existencia de estos canales no evita, sin embargo, que dentro del biofilm podamos
encontrarnos con ambientes diferentes en los que la concentracion de nutrientes, pH u
oxigeno es diferente. Estas circunstancias aumentan la heterogeneidad sobre el estado

fisiologico en el que se encuentra la bacteria dentro del biofilm.?%2

2.2.2.2.Etapas en el ciclo vital:

El ciclo vital: proceso dindmico que puede dividirse en tres momentos:

Adhesion: de los microorganismos ocurrird mas facilmente en aquellas superficies
mas asperas, en hidrofdbicas no polarizadas y las recubiertas por biopeliculas

condicionantes.?’

Crecimiento: en la que se inicia el proceso de reproduccion, el aumento considerable
de especies que llevan a la formacion de microcolonias y a la expresion de genes
regulados por QS para la elaboracion de la matriz de exopolisacaridos, que también

contiene proteinas, minerales y ADN que recubren a las microcolonias.?’

Separacion o desprendimiento: establece nuevas microcolonias y el desarrollo de

otras comunidades nuevas que garanticen la colonizacion de toda la superficie.?’
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2.2.3. Streptococcus mutans

Los estreptococos del grupo mutans, son importantes agentes etiologicos asociados
con las etapas iniciales en caries dental y entre estos S. mutans de serotipo c y e. los
serotipos de Streptococcus mutans van desde serotipo a hasta h, siendo estos
microrganismos mas relacionados con esta patologia. Teniendo en cuenta que la caries
dental es una entidad ocasionada por un agente infeccioso especifico. El Streptococcu
mutans es un patdgeno dental causante de bacteriemias y endocartitis infecciosa,
determinandose su alta frecuencia en enfermedades cardiovasculares.?
2.2.3.1.Definicion

Es una bacteria Gram +, no movil, esférica, anaerobia facultativa que crece en cadenas
o0 pares y se divide a lo largo de un eje. S. mutans crece rapidamente a 37° C, y algunas
cepas pueden crecer a 45° C.29%0

2.2.3.2. Habitat

Se encuentra en la cavidad oral humana formando parte de la biopelicula. Es la primera

que causa de caries dental después de la erupcion dental .3

2.2.3.3. Medio de cultivo Streptococcus mutans

El medio de cultivo méas utilizado es Infusion Cerebro Corazén (BHI), ademas se
utiliza Mitis salivarius Agar (MSA), (TYS20B) y Agar Todd Hewitt (TH) (medio

selectivo para Streptococcus).323334

2.2.3.4. Poder patogeno

La relacion entre la bacteria Streptococcus mutans y caries tiene caracteristicas las

cuales son las siguientes: Incremento de seres vivos con caries activa; capacidad de
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establecer una conclusion general a partir de estudios en animales de laboratorio y

proteccion de estos mismos cuando estén inmunizados.®

2.2.3.5.Factores de virulencia

Entre ellas tenemos: Poder Acidogeno: porque fermenta el azlcar para producir acido
lactico; Poder Aciddrico: sintetiza el acido en Ph bajo; Poder Acidofilo: EI S. mutans
vive en Ph bajo; Sintesis de glucanos y fructanos: a partir de sacarosa para adherirse
al diente; Sintesis de polisacaridos intracelulares: como el glucano, produce acidos sin
consumir azucar y Produccidn de dextrosa: moviliza reservas de energia, esta enzima
regula la actividad de las glucosiltransferasas removiendo productos finales de

glucano.®®

2.2.3.6.American Type Culture Collection (ATCC)

Es necesario un periodo de recuperacion (incubacién) en el caldo para lograr un
crecimiento confluente en las placas, y es mejor de los tubos de caldo secundarios.
Cuando cultivamos ATCC® 25175 ™, rehidratamos todo el sedimento con
aproximadamente 0.5 ml de caldo BHI. Luego transferimos asépticamente todo el
contenido a un tubo que contiene de 5 a 6 ml de caldo BHI. Se deben inocular tubos
de ensayo adicionales transfiriendo 0,5 ml del tubo de caldo primario mezclado a fondo
a estos tubos secundarios. Los tubos de caldo se incuban a 37°C, se controlan a las 24
horas y se incuban hasta 48 horas para obtener el mejor crecimiento. El segundo dia
después de la iniciacion, se observa una gran turbidez en los tubos de caldo primario
y secundario. Usamos varias gotas del tubo de caldo para inocular una placa BHI y /o
agar BHI inclinado. Esto generalmente se hace con una pipeta estéril y luego se separa

con un asa de inoculacion para asegurarse de que se transfiere suficiente indculo. ¥’
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2.2.4. Clorhexidina

Es una biguanida catiénico con pronunciadas propiedades antisépticas y es una

sustancia desinfectante de accion bactericida y fungicida.®®

Es ampliamente utilizado en diferentes concentraciones en la irrigacion de zonas
afectadas por sepsis odontogeénica, en tratamientos periodontales, asi como reduce la

placa bacteriana y gingivitis.>*4°
2.2.4.1. Actividad Antimicrobiana:

Es bacteriostatico a bajas concentraciones y bactericida a concentraciones altas. La
actividad antimicrobiana es atribuida a su union y disrupcién de la membrana
citoplasmica, que alteran el equilibrio osmoético y causan precipitacion de los
contenidos celulares. Es activa contra bacterias Gram+, Gram-, y levaduras y hongos.
La clorhexidina es de rapida absorcién en superficies dentales tanto limpias como
pelicula adquirida, manteniéndose en boca a ciertas concentraciones y se va liberando
entre 8 a 12 horas después, su ph oscila entre 5,5 a 7.0 que lo mantiene activo contra

microorganismos Gram+ y Gram-. 4

Sustantividad: La CHX adsorbida se libera gradualmente en 8-12 horas de forma
activa. Tras 24 horas, aln pueden recuperarse concentraciones bajas de CHX, lo que
evita la colonizacion de bacterias durante ese tiempo. Su alta sustantividad es debida a
que se adsorbe rapidamente por la superficie bacteriana, gracias a su pH neutro y
ligeramente alcalino. Se une a las bacterias de la placa, al esmalte dental, a la pelicula
adquirida que cubre el diente y lentamente va liberandose, produciendo efectos
negativos en el citoplasma bacteriano e imposibilitando la supervivencia de los

patdgenos.*!
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La molécula de CHX se fija en la mucosa, mediante la union a los grupos carboxilos
presentes en la capa de mucina que rodea la mucosa. Posteriormente, y debido a la
segregacion de iones calcio por las glandulas salivares, las moléculas de CHX son

liberadas lentamente.**
2.2.4.2. Accion Farmacologica:

La clorhexidina es de carga positiva, que le da la facilidad para ser absorbida por las
superficies negativas como son la mucosa, dientes, biofilm (aniones y cationes). A lo
largo de las 24 horas de aplicacidn, su principio activo es liberado lentamente, bajo un
efecto bacteriostatico continuo. Esta indicado en pacientes que padecen de gingivitis

aguda, leve, estomatitis aftosa y post tratamiento de profilaxis.*?

Se puede encontrar en concentraciones de:

a. Clorhexidina al 0,12%: realizar enjuagues de 15ml, ya que en esta
concentracion se libera en boca 18mg.
Antiséptico bucal de amplio espectro frente a las bacterias patdgenas orales y
de larga duracién (elevada sustantividad).

b. Clorhexidina al 0,2%: realizar enjuagues de 10ml, ya que en esta
concentracion se libera en boca 20mg.

c. Cloruro de Cetilpiridinoal 0,05%: antiséptico con elevada actividad anti-

placa que potencia la accién de la clorhexidina.
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2.2.5. Rosmarinus officinalis (Romero)

2.2.5.1.Definicién

El romero, arbusto de tallos prismatico, lefioso y aromatico, muy denso y ramoso, de
0,5mm hasta 2mm, el cual posee ramas erguidas de color verde intenso que miden de
1.2mm a 3.5mm, en forma de peddnculos estrellados, que crece sobre todo tipo de
suelos, aunque prefiere los calcareos, en sitios secos y soleados, principalmente laderas

pedregosas y margenes de caminos.*344

2.2.5.2.Clasificacion taxonémica
R. officinalis taxondmicamente pertenece a la familia (Lamiaceae) género Rosmarinus

y especie Rosmarinus officinalis L.*

2.2.5.3. Composicién quimicay principios activos

En su composicion se encuentran flavonoides, polifenoles, triterpénicos, aceite
esencial, &cidos fenolicos. También estan presentes principios amargos como

diterpenos, terpenoides y taninos.*>4647

2.2.5.4.Actividad antibacteriana

Las hojas de romero en extractos muestran una efectividad antimicrobiana mas fuerte
en el rango de 0.02 a 0.06 mg / mL para grampositivos y a 1.03 mg / ml para bacterias
gramnegativas, lo que podria explicarse por la presencia de carnosic acido como el

principal compuesto antimicrobiano bioactivo en extractos de romero.*8
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2.2.5.5.Propiedades Medicinales de R. officinalis

Al romero se le atribuyen diversas propiedades medicinales, como: hiperglucemiante,
antiseptico, antifingico, estimulante del SNC, antiinflamatorio, antibacteriano y

otros. 4950

2.2.6. Foeniculum vulgare (Hinojo)

2.2.6.1.concepto

Es una planta medicinal que pertenece a la familia de las Umbeliferas, también

denominadas Apiaceas. Se cultiva en casi todos los paises.>!

2.2.6.2.Botanica

Crece hasta mas de 3 m de altura, hojas ovadas o deltoideas, de unos 30 x 40 cm, con

I6bulos acuminados.>

2.2.6.3.Composicion Quimica

Las hojas de Foeniclum vulgare estdn compuestas por Proteinas, Lipidos totales,

Carbohidratos, Fibra dietética tota, AzGcar, Minerales y Vitaminas.>>*

2.2.6.4. Actividades Farmacoldgicas:

Se le atribuye actividad antiinflamatoria, antifungica, antibacteriana, antidiabético,

hepatoprotector, estrogénico, antitrombotico, antioxidante.>®

2.2.6.5.Actividad antibacteriana:

El hinojo se usa para tratar muchas bacterias, hongos, virus, y enfermedades
infecciosas micobacterianas. Hinojo tiene actividad antibacteriana debido a

compuestos tales como, acido linoleico, undecanal, 1, 3-bencenodiol, acido oleico y
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2,4-undecadienal. El hinojo tiene 5-hidroxi-furanocumarina que tiene un papel
importante en la actividad antibacteriana de esta planta. El cual se ha demostrado que
el extracto de Foeniculum vulgare inhibe el aumento de ciertos microorganismos,
especialmente el de Streptococcus mutans, quien es responsable de la iniciacion de la
caries oral y diversas enfermedades periodontales; y en aceite esencial Foeniculum

vulgare goza también de propiedades antibacterianas y antifungicas.*®

2.2.6.6. Efecto Antitumoral:

Las gramineas del Hinojo han exteriorizado un cierto impacto preventivo y
suspensorio sobre un patron experimental de quiste gastrico. La tisana de hinojo ha
presentado un ambito citoprotector frente a la actividad carcinogénica del acido

tricloroacetico.%®

2.2.6.7.Efecto Antiinflamatorio:

La administracion de 200mg/kg de peso del extracto metandlico de legumbres de
hinojo inhibe la inflamacion aguda y subaguda en prototipos experimentales de

tumefaccion.®®

2.2.6.8. Efecto hepatoprotector:

El hinojo puede exhortar en el animal de experimentacién la hepatotoxicidad inducida

por el tetracloruro de carbonilo.%®
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I11.  Hipotesis
El extracto hidroetandlico de Rosmarinus officinalis tiene mayor efecto antibacteriano
que el extracto hidroetanolico de Foeniculum vulgare frente a cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175
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IVV. Metodologia
4.1 Disefo de investigacion:
Tipo: Cuantitativa

Nivel: Explicativo

El presente trabajo de investigacion presenta un disefio:

Experimental: puesto que el investigador a manipulado variables, que se estiman
independientes.®” El estudio manipuld las concentraciones de Rosmarinus officinalis y

Foeniculum vulgare.

Prospectivo: son aquellos en los cuales la informacion se va registrando en la medida
que va ocurriendo el fenémeno o los hechos programados para observar.>” Porque en

el estudio se midié la variable dependiente cuando se inicio el estudio.

Transversal: Porque se realizé observaciones en un momento nico en el tiempo dentro

del estudio.®” El estudié midio el efecto antibacteriano a las 24 horas.

Analitico: Explica y contestan el por qué o la causa de presentacion de determinado
fendmeno o los hechos programados para observar.57 En el estudio se manipul6 los
extractos hidroetanolicos de Rosmarinus officialis y Foeniculum vulgare.

4.2 Poblacion y Muestra:

a) Poblacion:

Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
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b) Criterios de Seleccidn:

Criterios de inclusion:
e Placas Petri sembradas con Cepas de Streptococcus mutans.
Criterios de exclusion:

e Placas Petri con halos de inhibicién no muy claros.

e Placas Petri con signos de contaminacion.

c) Muestra:

Tamario de muestra:

Para determinar el tamafio de la muestra, por ser experimental se emple6 la siguiente

formula

n=2 (z% + zﬁ)2 (DE)2/d?

Doénde:

n: tamafo de muestra para el grupo de estudio.

a: probabilidad de cometer error tipo 1.

f: probabilidad de cometer error tipo II.

Z: valor estandar de la distribucién normal asociada a un tipo de error.
DE: desviacion estandar.

d: diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias.
Requerimientos:

De una confianza al 95% (0=0.05, Z=1.96), y una potencia en la prueba del 80%
(B=0.20, Z=0.84), para (DE/d=0.80).

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

n =10
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variable Definicion conceptual Definicion Indicador Valor Tipo Escala de
Operacional final medicién
Variable Sustancia Concentracion | Extracto Cualitativo | Ordinal
. . Es una especie de planta lefiosa antibacteriana en hidroetanolico
independiente L p . :
perenne, originaria de la region base a Rosmarinus de Rosmarinus
mediterranea, sus hojas se usan officinalis y officinalis y
Extracto comunmente como condimentoy | Foeniculum vulgare Foeniculum
Hidroetandlico de también sirven para fines a diferentes vulgare al
Rosmarinus medicinales.*® concentraci-ones. 50%.
officinalis y Ademas, la siguiente es una
Extracto hierba periédica con potente Extracto
hidroetanolico de importancia medicinal, es hidroetanolico
Foeniculum vulgare | utilizado para los problemas de Rosmarinus
digestivos, respiratorios, y dentro officinalis y
de sus propiedades tiene la Foeniculum
capacidad de inhibir el vulgare al 75%
crecimiento bacteriano. °
Variable Inhibicion en el Halos de mm Cuantitativo | De Razén
dependiente desa_rro_llo 0 ir}hibicién/
crecimiento de las didmetros

Efecto
Antibacteriano sobre
el Streptococcus
mutans

Que sirve para combatir las
infecciones causadas por
bacterias.

bacterias debido a la
presencia del
extracto
hidroetandlico de
Rosmarinus
officinalis y
Foeniculum vulgare
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

4.4.1. Técnica: observacion microbiologica

4.4.2. Instrumento:

Para medir el efecto antibacteriano se utilizé un Vernier Digital Marca Mitutoyo
- Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm / 0-6", por estar
calibrado y validado con ISO de calidad 17025. (Anexo 1)

Ficha de Recoleccion de datos. (Anexo 2)

4.4.3. Procedimientos:

Obtencién de los extractos hidroetandlicos de Rosmarinus officinalis y

Foeniculum vulgare

Recoleccion

Se recolectd 2 Kg de Rosmarinus officinalis y 2 Kg de Foeniculum vulgare, por la
mafiana, del Jardin Botanico de la Universidad Nacional de Trujillo, del distrito de
Trujillo (34 m.s.n.m.), provincia de Trujillo y de la region La Libertad, durante el
mes de enero del afio 2018.

Identificacion Taxonomica

Luego un ejemplar completo de cada planta fue llevado al Herbarium Truxillense de
la Universidad Nacional de Trujillo para su identificacion y posterior verificacion
taxonémica. (Anexo 3)

Preparacion de la muestra vegetal

Seleccion: Las hojas de Rosmarinus officinalis y Foeniculum vulgare fue recolectado
y transportado al laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, donde se selecciono las hojas que

estén en buenas condiciones, que no estén decolorados y marchitas. (Anexo 4)
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Lavado y desinfeccion: Luego se lavo las hojas con agua destilada, y se desinfecto
con hipoclorito de sodio al 0.5 %. Posteriormente se realiz6 un enjuague de cada planta
con suficiente agua destilada estéril, para retirar los residuos de hipoclorito.®
Secado: Las hojas de Rosmarinus officinalis y Foeniculum vulgare fueron colocadas
sobre papel Kraft y sometidas a secado primero a temperatura ambiente por 24 horas,
y luego se llevo a secar a la estufa de circulacion de aire por conveccion forzada a una
temperatura de 40°C. Se realiz0 la determinacion de peso cada 24 horas hasta valores
constantes.®°

Pulverizacién: Las hojas una vez secadas de ambas especies, fueron pulverizadas con
ayuda de un molino y mortero.®°

Tamizaje: Luego las hojas pulverizadas, fueron tamizadas a través del tamiz N° 075.%°
Almacenamiento: Los polvos de las hojas de Rosmarinus officinalis y Foeniculum
vulgare obtenidos, fueron guardados por separado en frascos de vidrio de color ambar

de boca ancha.®®

Preparacion de los extractos hidroetanolicos de las hojas de Rosmarinus

officinalis y Foeniculum vulgare.

Se pesO con exactitud por separado 250 g de polvo de Rosmarinus officinalis y
Foeniculum vulgare, previamente tamizados. Luego se colocé en frascos de vidrio de
color ambar de boca ancha, de capacidad de 1 litro y se afiadio etanol al 70° G.L.

cantidad suficiente hasta cubrir la muestra por sobre 2 cm de altura.®
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Se mezclaron bien, teniendo en cuenta que la mezcla debe ocupar como méximo las %
partes del recipiente. Se tapd los recipientes y se macero por 7 dias, agitdndose 15
minutos, dos veces al dia.®

Transcurrido el tiempo de maceracion, se filtré los macerados, al vacio con papel de
filtro Whatman N° 1. Las soluciones resultantes fueron llevadas a sequedad en una
camara de secado al vacio a una presion reducida y a una temperatura de 40 °C; luego
se peso los residuos secos y se guardd en refrigeracion a 2 °C en frasco de vidrio de
color &mbar estéril. A partir de los extractos secos, se preparé las concentraciones de
50% y 75% disueltas en etanol de 70° G.L. respectivamente. Finalmente, los extractos
hidroetandlicos de Rosmarinus officinalis y Foeniculum vulgare fueron guardados en
frascos de vidrio de color &mbar y en refrigeracion (4-8°C) hasta su posterior
utilizacion.®

Preparacion de las concentraciones del extracto hidroetandlico de Rosmarinus
officinalis (romero) y Foeniculum vulgare (hinojo).

A partir de los extractos hidroetandlicos de Rosmarinus officinalis (romero) y
Foeniculum vulgare (hinojo) se prepararon las concentraciones de 50% y 75%

respectivamente.®

Preparacion de la mezcla de los extractos hidroetandlicos de las hojas de
Rosmarinus officinalis y Foeniculum vulgare.

Las concentraciones de los extractos hidroetandlicas preparadas al 50% de Rosmarinus
officinalis y Foeniculum vulgare, se mezclé en porciones de 1:1; mismas proporciones
se usaron para la preparacién de la mezcla de las concentraciones del 75% de ambos

extractos.®!

27



Reactivacion frente a S. mutans ATCC 25175.

Para este estudio se utilizé cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175. La reactivacion se realizé sembrando el cultivo liofilizado en tubo con
5 mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o Cerebro Corazon Infusion, luego se
incubo a 37°C por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia.*

Para evaluar pureza se sembré por estria en Agar TSYB e incubo a 37°C por 24 — 48
horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligi6 una colonia
compatible con Streptococcus para realizar coloracion gram.®!

A partir de una colonia se sembré en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA), y

se conservo hasta su posterior empleo.®*

Estandarizacion del indculo de S. mutans ATCC 25175.

La cepa S. mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo BHI se sembré en Agar TSA, se
incubo bajo condiciones de microanaerobiosis a 37°C durante 24 horas. Luego de 24
horas de 3 a 4 colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175 se diluyo en caldo BHI
0 solucién salina fisioldgica estéril hasta obtener una turbidez semejante al tubo

ntmero 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland (1.5 x 108 ufc/mL). %

Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inoculo (1.5 x108
ufc/ml), se tomaron una alicuota de 100ul y se colocaron en cada una de las placas con
Agar Mueller Hinton, con un hisopo esteril sumergido en la suspension, se distribuyo

la suspension bacteriana en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme
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del inéculo en la placa. Se dejé secar las placas a temperatura ambiente durante 3 a 5

minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbida. 3

Enfrentamiento Microbiologico

Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer.t’
La evaluacion del efecto antibacteriano, se realizd6 mediante el método Kirby Bauer,
de difusion en agar !

Para lo cual se procedio de la siguiente manera:

Preparacion de los discos con los extractos hidroetanolicos de Rosmarinus

officinalis y Foeniculum vulgare.

Se prepard discos de papel filtro whatman ndmero 3 y se esterilizaron, luego se
embebid con 50 ul de cada una de las concentraciones de 50%, 75% de extracto
hidroetan6lico de Rosmarinus officinalis y Foeniculum vulgare. Respectivamente, y
la mezcla de cada concentracion. Se utiliz6 una pinza estéril, y se procedio a la
colocacion de los discos en las diferentes placas de Mieller Hinton (AMHG)
inoculadas con la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.52

Se empled como control positivo a clorhexidina al 0.12% y teniendo como control

negativo a etanol al 70%.
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Incubacion:

Se incubaron las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos posteriores a la
aplicacion de los discos, a 37°C durante 24 y 48 horas en microanaerobiosis utilizando

jarra Gaspak y con el método de la vela. (Anexo 9)

Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion de 48 horas se examino cada placa, y se midié los
didmetros en milimetros de los halos de inhibicién del crecimiento alrededor de cada
disco. Para lo cual se utilizé una regla milimetrada vernier digital, abarcando el
diametro del halo®?.
Se realizé 10 repeticiones de cada ensayo (disco)
Para la interpretacién de los resultados, se tomG como referencia la escala de
Duraffourd que es utilizada para evaluar cualitativamente el efecto inhibitorio in vitro
segun el diametro de inhibicion:

» Nula (-) para un didmetro inferior a 8 mm.

» Sensibilidad limite (sensible +) para un didmetro 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.
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4.5. Plan de analisis

Los datos experimentales fueron ingresados en bases de datos en IBM SPSS  Statistics
version 23 trabajandose con la prueba estadistica ANOVA. Luego se realiz6 una
prueba de comparacion maultiples utilizando la prueba de Duncan. Ambas pruebas con
un nivel de significancia al 5%. Los datos fueron organizados y presentados en Tablas

y Graficos estadisticos para su andlisis e interpretacion.
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4.6 Matriz de consistencia

Problema Obijetivos Hipdtesis Variables Poblacion Metodologia
¢Cual es la Objetivo General El extracto Efecto
diferencia, in hidroetanolico | antibacteriano | La poblaciéon | Tipo de
vitro, del 1.Comparar, in vitro, el efecto antibacteriano entre el de estuvo investigacion:
efecto extracto hidroetanolico de Rosmarinus officinalis y Rosmarinus Extracto conformada
antibacteriano, | Foeniculum vulgare frente a cepas de Streptococcus officinalis hidroetandlico | por el Cuantitativa.
entre los mutans ATCC 25175. tiene mayor de conjunto de
extractos efecto Rosmarinus placas Petri Disefio de
hidroetandlicos | Objetivos Especificos antibacteriano | Officinalis. sembrada con | investigacion:
de Rosmarinus que el 100 pL de
officinalis y 2.Evaluar el efecto antibacteriano del extracto extracto suspension Experimental,
Foeniculum hidroetanolico de R. officinalis al 50% y 75% frente a hidroetanolico | Extracto bacteriana de | Prospectivo,
vulgare frente | cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. de hidroetanolico | Streptococcus Tran§\{ersal,
a cepas de 3.Evaluar el efecto antibacteriano del extracto Foeniculum de mutans Analitico
Streptococcus | hidroetanolico de F. vulgare al 50% y 75% frente a cepas | vulgare frente | Foeniculum ATCC
mutans ATCC | de Streptococcus mutans. a cepas de Vulgare. 25175.
251757 4.Evaluar el efecto sinérgico de la mezcla de los extractos | Streptococcus

hidroetanolico de R. officinalis y F. vulgare frente a cepas | mutans

de Streptococcus mutans ATCC 25175. ATCC 25175

5.Comparar, in vitro, el efecto antibacteriano entre las
concentraciones del extracto hidroetanolico de R.
officinalis; Foeniculum vulgare y Digluconato de
clorhexidina al 0,12% frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175.

6.Comparar, in vitro, el efecto antibacteriano entre las
concentraciones del extracto hidroetanolico de R.
officinalis; F. vulgare y Etanol al 70% frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC25175.
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4.6 Principios éticos:

Este estudio de investigacion se fundamentd en el codigo de ética de la Universidad
Catolica Los Angeles de Chimbote, ademas al finalizar el estudio las placas Petri
fueron expuestas a 121° C y 1 Bar de presion en autoclave. A fin de desechar el
material biologico contaminado.

Se adquirié un documento en el cual acredita la eliminacién de material bioldgico
contaminado llamado “MANUAL DE PROCEDIMIENTO PARA MANEJO Y
ELIMINACION DE RESIDUOS BIOLOGICOS” de la Facultad de Ciencias
Biologicas™.%

En esta categoria se incluye a:

Cultivos y muestras almacenadas: residuos de la produccién de material bioldgico,
placas de cultivo y mecanismos para transferir, inocular o mezclar cultivos; residuos
de cultivos, incluyendo cultivos de laboratorios médicos y patoldgicos; y cultivos y
cepas de agentes infecciosos de laboratorios.®*

Los residuos microbioldgicos y patoldgicos deben ser eliminados de forma tal que se
asegure su descontaminacion en autoclave (residuos microbioldgicos) o incineracion
(residuos patoldgicos). Esto significa una bolsa primaria de color negro, llenada solo
hasta % partes de su capacidad y anudada y sobre ésta una bolsa color amarillo con
logo y pre impreso de residuos especiales, deberdn marcar el tipo de residuos que
contendrd, el laboratorio o area de generacion y la fecha. Estas bolsas cerradas
anudadas, deberan almacenarse temporalmente en las areas sucias en contenedores de

color amarillo con logo de Residuo Biol6gico.®
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V. Resultados

51 Resultados
Tabla 1. Comparacion, in vitro, del efecto antibacteriano, entre los extractos
hidroetanolicos de Rosmarinus officinalis (romero) y Foeniculum vulgare (hinojo)

frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Intervalo de
Halo Desviacis confianza para la
Concentracion N - ef‘iv'iigon media al 95% p*
X P Limite Limite
inferior  superior
Rosmarinus 50% 10 23.78 1.24 22.89 24.67
officinalis
(Romero) 75% 10 27.88 0.74 27.35 28.41
Eoeniculum 50% 10 19.83 3.64 17.22 22.44
vulgare (Hinojo) 75% 10 23.14 0.25 22.96 23.32 0.000
Romero + 50% 10 26.76 1.25 25.86 27.66 '
Hinojo 75% 10 30.21 0.82 29.62 30.80
Clorhexidina 0.12% 10 25.85 0.55 25.46 26.24
Etanol 70% 10 9.10 0.32 8.87 9.33

p*: prueba ANOVA
Nivel de significancia estadistica (p<0.05)
Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Interpretacion:

Se comparo el efecto antibacteriano entre los extractos hidroetanolicos de Rosmarinus
officinalis (romero) (50% y75%), Foeniculum vulgare (hinojo) (50% y75%) vy
Rosmarinus officinalis + Foeniculum vulgare (romero + hinojo) (50% y75%) frente
a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175; en Rosmarinus officinalis (romero) al
50% se obtuvo una media 23.78mm y al 75% se obtuvo una media 27.88mm; en
Foeniculum vulgare (hinojo) al 50% se obtuvo una media 19.83mm y al 75% se obtuvo
una media 23.14mm, (Romero + hinojo) al 50% se obtuvo una media 26.76mm vy al
75% se obtuvo una media 30.21mm, Se utilizo la prueba ANOVA y se obtuvo
p=0.000, lo que indica que existe diferencia estadistica significativa entre los tipos de

concentracion.
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Tabla 2. Subgrupos del efecto antibacteriano, entre los extractos hidroetanolicos de

Rosmarinus officinalis (romero) y Foeniculum vulgare (hinojo) frente a cepas de

Streptococcus mutans ATCC25175

Grupos Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3 4 5 6
Etanol 70% 10 9,1000
H 50% 10 19,8300
H 75% 10 23,1400
R 50% 10 23,7800
Clorhexidina 0,12% 10 25,8500
R-H 50% 10 26,7600 26,7600
R 75% 10 27,8800
R-H 75% 10 30,2100
DUNCAN Sig. 1,000 1,000 0,344 0,180 0,100 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

H= Hinojo R= Romero

Fuente: Datos proporcionados por el investigador.

Interpretacion:

R — H: Romero + Hinojo

No se encontraron diferencia estadistica entre el efecto de: Romero méas Hinojo al 50%

y Romero al 75%: Digluconato de clorhexidina al 0,12% y Romero méas Hinojo al

50%; Hinojo al 75% y Romero al 50%. Todos los demas extractos presentaron

diferente efecto.
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5.2 Andlisis de resultados

En la presente investigacion de tipo experimental, in vitro, se compard la efectividad
antibacteriana, del extracto hidroetanolico de Rosmarinus officinalis (Romero) y
Foeniculum vulgare (Hinojo), a concentraciones del 50% y 75% frente a cepas de
Streptococcus mutans. Los resultados demostraron que el Streptococcus. mutans es
susceptible a la accion del extracto hidroetandlico de Rosmarinus officinalis a medida
gue aumenta la concentracion se obtiene mayores halos de inhibicion. Asi mismo la
accion antibacteriana del extracto sinérgico al 75% fue significativamente mayor que
la de Digluconato de clorhexidina 0,12% y etanol al 70%. Esto se deberia a la
presencia dentro de las hojas del Rosmarinus officinalis presentan en su composicién
los polifenoles los cuales desempefian un papel importante en la proteccién contra
agentes patdgenos, donde pueden retrasar el crecimiento bacteriano debido a que
cambian las condiciones del medio y penetran en la membrana celular de los
microorganismos provocando lisis.*! Se ha reportado que algunos acidos organicos
presentes como (&cido ascorbico, acido rosmerico, acido cafeico) son compuestos que
inhiben el crecimiento de algunas bacterias. Algunos flavonoides tienen su
participacion en la inhibicion debido a que estos generalmente se relacionan con la

inhibicion de sintesis de ADN y ARN bacteriana y otras macromeleculas.

Estos resultados se asemejan con los hallados por Sosa J*2. (2015) quien encontrd
valores de halos de inhibicion similares proporcionales en la concentracion al 50%, la
similitud de los resultados se debe a que se aplicé el mismo método, misma técnica de
elaboracion para la obtencion del extracto y enfrentamiento microbioldgico, por ende,

esto nos da una idea de que las hojas recolectadas en nuestro medio (altitud, clima,
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tierra) son lo suficientemente buenas para proporcionar y mantener la composicion

quimica de las hojas al cual se le atribuye su actividad antimicrobiana.

Asimismo, nuestros resultados difieren con. Darlisani, et al*®. (2011) quien obtuvo a
bajas concentraciones, halos menores al investigado, este se deberia a que se quiso
investigar si a dicha concentracion producia efecto antibacteriano, verificandose si su

promedio de halo era proporcional a su concentracion, siendo menores al obtenido.

Nuestros resultados también difieren con: Cueva J2, (2017). Quien obtuvo halos de
inhibiciébn menores al estudiado, esto se deberia ya que por tratarse de aceites
esenciales es mas liviano y por ello se dejé mayor tiempo de incubacion. Observandose
que si hubo efectividad antibacteriana. Solano X?°, et al (2016) utilizé la extraccion de
su extracto oleoso al vapor a una concentracion del 50% el cual produjo un promedio
menor al nuestro. Rocha R, (2016) present6 halos de inhibicion, y los tamarios de
estos aumentaron directamente proporcional a dichas concentraciones siendo menores
al estudiado. Estos tres autores utilizaron la extraccion de sus aceites esenciales, en
contacto con el calor lo cual hizo que los porcentajes de cada compuesto quimico
disminuya. Ya que al aplicar este método rompe las células o canales oleiferos en la
planta y arrastra la mezcla volatil, lo que ocasiona que el aceite sea mas liviano. Esto
nos conlleva que el aceite esencial posee bajas propiedades quimicas el cual se verifica
con dichos resultados teniendo halos menores, por lo tanto, en los extractos de plantas
se concentran mejor sus compuestos quimicos. Por ende, esto se deba a factores
intrinsecos y externos tales como la variedad del vegetal, el tipo de suelo, el ph, la

temperatura ambiental, su cultivo, cosecha y el metodo de extraccion, los cuales
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pueden afectar la composicion quimica teniendo en cuenta las condiciones de la tierra

y climas quienes son importantes'?.

Otro hecho importante con respecto al extracto hidroetanolico de Foeniculum vulgare
a concentraciones de 50% y 75% frente a cepas de Streptococcus mutans. Cuyos
resultados obtenidos demostraron que el S. mutans es susceptible a la accion del
extracto hidroetandlico de Foeniculum vulgare a medida que aumenta la concentracién
se obtiene mayores halos de inhibicion. Los resultados difieren con el obtenido por
Baca L, Yabar A, (2016) quien para la elaboraciéon de su estudio utiliz6 aceite
esencial de Foeniculum vulgare frente a streptococcus mutans a una concentracion del
100% mayor, obteniendo halos de un promedio menor, siendo no proporcional al
obtenido. Esto se deberia al método que utilizé llamado “arrastre a vapor”, el cual para
extraer su aceite esencial entra en contacto con el calor, lo que hace que su compuesto
quimico se altere disminuyendo su composicién. Su actividad antimicrobiana se le
atribuye a la accion combinada de varios de ellos sobre distintas partes de la célula
microbiana. Esto también se deberia a que al momento de cosecharse la planta present6
en sus hojas signos de contaminacion, tipo de suelo, clima, etc. En nuestro estudio se
utilizé extracto el cual hace que se preserve las concentraciones y la estabilidad del

material en cuanto a su composicion quimica.

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de los extractos
hidroetandlicos siendo que, a mayor concentracion, tiene mayor efecto antibacteriano,
destacando el extracto de Rosmarinus officinalis al 75%; el extracto sinérgico de
Rosmarinus officinalis + Foeniculum vulgare al 75% y Foeniculum vulgare al 75%

ya que estos hallazgos dan la posibilidad de crear un farmaco, en el campo de la
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investigacion clinica como farmacologia el cual se podria utilizar para contrarrestar o
inhibir a las bacterias Gram positivas y Gram negativas dentro de las cuales esta el

Streptococcus. Constituyendo asi una alternativa natural, eficiente y de bajo costo.
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VI. Conclusiones

1. El extracto hidroetandlico mixto de Rosmarinus officinalis + Foeniculum
vulgare al 75% present6 el mayor efecto antibacteriano sobre Streptococcus
mutans. Al 50% presentd el mismo efecto que Rosmarinus officinalis al 75%.

2. El extracto hidroetan6lico mixto de Rosmarinus officinalis al 50% presentd el
mismo efecto antibacteriano que el Digluconato de clorhexidina al 0,12%.

3. El extracto hidroetandlico de Foeniculum vulgare al 75% presentd mayor
efecto antibacteriano que el Rosmarinus officinalis al 50%.

4. El extracto hidroetanélico de Foeniculum vulgare al 50% present6 el menor

efecto antibacteriano.

40



Aspectos Complementarios

1. Valorar la efectividad antibacteriana del extracto de Rosmarinus officinalis
(romero) y Foeniculum vulgare (hinojo) frente a otros microorganismos de
importancia de la cavidad bucal.

2. Se recomienda realizar estudios fitoquimicos del Rosmarinus officinalis
(romero) y Foeniculum vulgare (hinojo), a fondo para reconocer correctamente
su estructura quimica y principios activos, segin donde fueron cultivadas, ya
que pueden obtener un gran efecto antibacteriano.

3. Realizar estudios, in vivo, para la elaboracion o formulacion de enjuagatorios
bucales, asi como dentifricos que contengan extracto de Rosmarinus officinalis
(romero) y la combinacion de Rosmarinus officinalis (romero) mas
Foeniculum vulgare (hinojo) y otros estudios de méas plantas medicinales para

impulsar conocimiento de su accion sobre bacterias que causan la caries dental.
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Anexo 1

Vernier digital marca Mitutoyo, Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper

0-150mm / 0-6", por estar calibrado y validado con ISO de calidad 17025
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Anexo 2

Ficha de Recoleccion de Datos

Efecto antibacteriano (mm)

Extractos ROMERO HINOJO ROMERO+HINOJO | C+ C-
50% | 75% |50% |75% 50% 75%

Ensayos

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
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Anexo 3

Constancia de taxonomia

Herbarium Truxillense (HUT)
Universidad Nacional de Trujillo

Facultad de Ciencias Bioldgicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Perd

Constancia N° 005 — 2018- HUT

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacién taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae.
Superorden: Asteranae
Orden: Apiales
Familia: Apiaceae.
Género: Foeniculum
Especie: F. vuigare Mill.
Nombre vulgar: "hinojo"

® 8 2 4 0 0 0 o

Muestra alcanzada a este despacho por EDER SERGIO QUIPUZCO CRUZ,
identificado con DNI N° 70010318, con domicilio legal en calle 8 de Octubre 536,
Florencia de Mora - Trujillo; estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud,
Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad Catélica los Angeles de
Chimbote, cuya determinacion taxondmica serviré para la realizacién del Proyecto
de Tesis: "Comparacion, in vitro, del efecto Antibacteriano entre los extractos
Hidroetandlicos de Rosmarinus officinalis "romero” y Foeniculum vulgare
"hinojo" frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175."

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines
que hubiera lugar.

cc. Herbario HUT

E- mail: herbariumtruxlllensehut@yahoo.com
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Constancia de taxonomia

Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo
Facultad de Ciencias Bioldgicas
Jr. San Martfn 392, Trujillo - Perd

Constancia N° 004 — 2018- HUT

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacién taxondémica de un (01) espécimen vegetal:

Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae.
Superorden: Asteranae
Orden: Lamilales
Familia: Lamiaceae.
Género: Rosmarinus
Especie: R. officinalis L.
Nombre vulgar: “romero”

Muestra alcanzada a este despacho por EDER SERGIO QUIPUZCO CRUZ,
identificado con DNI N° 70010318, con domicilio legal en calle 8 de Octubre 536,
Florencia de Mora - Trujillo; estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud,
Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad Catélica los Angeles de
Chimbote, cuya determinacion taxonémica servira para la realizacién del Proyecto
de Tesis: “Comparacién, in vitro, del efecto Antibacteriano entre los extractos
Hidroetandlicos de Rosmarinus officinalis “romero” y Foeniculum vulgare
“hinojo" frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175."

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines
que hubiera lugar.

Truyjillo, 13 de Febrero del 2018

cc. Herbario HUT

E- mail: herbariumtruxillensehur@yahoo.com
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Anexo 4

Constancia de colaboracion de Marili Roxana Soto Vésquez Dra. En farmacia y

bioguimica en la ejecucion del proyecto de investigacion

CONSTANCIA

Yo. MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de la Catedra de
Farmacognosia del Departamento Académico de Farmacotecnia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo,
con codigo UNT 5727 y acreditada como Docente Investigadora por

CONCYTEC.

Mediante la presente dejo constancia de haber colaborado en la
preparacion de la muestra vegetal y de las concentraciones, de los
extractos hidroetandlicos de Rosmarinus officinalis y Foeniculum
vulgare , en el laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de La Universidad Nacional de Trujillo, al alumno FDER
SERGIO QUIPUZCO CRUZ identificado con DNI 70010318, con domicilio
legal en la calle 8 de Octubre # 536, Florencia de Mora — Trujillo,
esludiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de
Odontologia de la Universidad Catolica los Angeles de Chimbote
Asimismo, las concentraciones de ensayo preparadas, seran utilizadas
para la ejecucion de la tesis titulada: “Comparacion, in vitro, del efecto
antibacteriano entre los extractos hidroetanclicos de Rosmarinus
officinalis ‘romero” y Foeniculum vulgare "hinojo  frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175

Se expide esta constancia, a solicitud del interesado, para los fines que
estime pertinentes.

Trujillo, 05 de febrero del 2018.

\ Dra. MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ

gyte Investigadora de la Facultad de Farmacia y Bloquimica
Laboratono de Farmacognosia

Universidad Nacional de Trujillo
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Anexo 5
Constancia de colaboracion de Manuela Natividad Lujan Velasquez, Bidlogo —

Microbidloga en la ejecucion del proyecto de investigacion.

CONSTANCIA

Yo. Manuela Natividad Lujan Velasquez, Biologo - Microbidlogo docente de la Escuela

de Microbiolagia y Parasitologia, de a Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad

Nacional de Trujillo, con registro del CBP N° 2132

Mediante la presente dejo constancia de haber colaborado con ¢l alumno QUIPUZCO

CRUZ EDER SERGIO, estudiante de la Facultad de Odontologia de la Universidad Los
Angeles de Chimbote, identificado con DNI 70010318 v con domicilio en Florencia de
Mora # 536, en la ejecucion de la parte microbiologica planteada en ¢l proyecto de
investigacion  titulado “COMPARACION, IN VITRO, DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO ENTRE LOS EXTRACTOS HIDROETANOLICOS DE
ROSMARINUS OFFICINALIS (ROMER(O) Y FOENICULUM VULGARE
(HINOJO) FRENTE A LA CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC

25175,

Manuela Nahidad”Lujan Velasquez
- A - -
Docente de la Escuela de Microbiologia y Parasitologia
Universidad Nacional de Truijillo

mesammuemsatssusanEannnEtnT

Dra. Hacuela Yatvidad Lujtn Veldsgaed
CATEDRADE IWMUKOLOGYA
|NVERSDAD HACIORAL O TRWRLO
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Anexo 6

Constancia de colaboracion de David Cuba Campos, Ingeniero Estadistico en la

ejecucion del informe final de investigacion.

CONSTANCIA

C 534883 sniero  Estadistico de la
S DNIL 45488304, [ngeniero

i Cuba Campos con

Yo David Jonatén

Universidad Nacional de Trujillo-

p ] 'I Nno: (2U| U ( 0
iant el rcgclllc dc.() C(\llstanCia de h\lbcl Co]tlhohldo con e‘ alumno P C
Mc(han (s D

CRU El)EI{ S['.R()[O ldc"l llcado con [)I\] ;0(”0 IS‘ <O LlOllIICI]lO Lbal cn ]a ¢ "e 8
2 n l )
L i ca

i andiante de la facultad de Ciencias de la
.ncia de Mora — Trujitlo, estudianse ¢
de Octubre # 536, Florencia

iversidad los Angeles de Chimbote.
Salud , Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad los Angeles de Chim
salud | L i

Sc hace cons tar qu(.‘ s¢C CD‘(}&IOIO con Ll ﬂ.lhllh\. 1S ’vb‘ndlb“bo de ld 1es818 ll(u‘dda:
K 5 o oet dlicos
C(’“lp "acl(‘“ i viro, dcl efccto qll"leth] 1ano cntre '0.\ extraclos h“h an
]
g - \ P, C s muians
de Rasl"ﬂl’"l“s Oﬂlcl"ﬂhb N J'Ob’l"cuh"ﬂ ¥ !l' are fl'cl“c a cha‘l.\ d( .S!rLPfO aCT

ATCC 25175."

/
:"/i(",/;”/; 7 //’// /

AT

TFIRMA
David Jonatan Cuba Campos
DNI: 45488304
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Anexo 7

RECOLECCION

Se recolectaron las hojas de la Planta Rosmarinus officinalis (romero) por la mafiana,
del Jardin Botanico de la Universidad Nacional de Trujillo

Se recolectaron las hojas de la Planta Foeniculum vulgare (hinojo) por la mafiana,
del Jardin Botanico de la Universidad Nacional de Trujillo

62



Anexo 8

Procesamiento de los extractos hidroetanolicos de Foeniculum vulgare y Rosmarinus

officinalis realizado en la Facultad de Farmacia de la UNT

SELECCION

Se seleccionaron las hojas de la Planta Foeniculum vulgare (hinojo)

LAVADO Y DESINFECCION

Se lavaron las hojas de la Planta Foenicilum vulgare (hinojo) y se desinfectaron con
Hipoclorito de Sodio al 0,5%

SECADO

Secado a Temperatura Ambiente por 24 horas de las Hojas de la Planta Foeniculum
vulgare (hinojo)
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Pulverizacion y Tamizaje de Foeniculum vulgare (hinojo)

200gr. de Foeniculum vulgare (hinojo)

SELECCION

Se seleccionaron las hojas de la Planta Rosmarinus Officinalis (romero)
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LAVADO Y DESINFECCION

Se lavaron y se desinfectaron con Hipoclorito de Sodio al 0,5% las hojas de
Rosmarinus officinalis (romero)

SECADO

Secado a Temperatura ambiente por 24 horas Hojas de Rosmarinus officinalis
(romero)

Secado en estufa a 40°c Hojas de Rosmarinus officinalis (romero)
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Pulverizacién y tamizaje de Rosmarinus officinalis (romero)

250gr. De polvo de Rosmarinus Officinalis (romero)

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS HIDROETANOLICOS DE Foeniculum
vulgare (Hinojo) Y Rosmarinus officinalis (Romero)

Etanol diluido al 70° para Foeniculum vulgare (hinojo)
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Mezcla de Alcohol 96° con Agua Destilada (etanol al 70°) para Rosmarinus
officinalis (romero)

Tiempo de maceracion por 7 dias frasco Foeniculum vulgare (hinojo) y Rosmarinus
officinalis (romero)

Se agitara cada Frasco de Foeniculum vulgare (hinojo) y Rosmarinus officinalis
(romero) por 15 minutos dos veces al dia
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Se filtraron los macerados de Foeniculum vulgare (hinojo) y Rosmarinus officinalis
(romero), al vacio con papel filtro Whatman N° 1

Se filtr6 el macerado de Foeniculum vulgare (hinojo), al vacio con papel filtro
Whatman N°1

Se filtro el macerado de Rosmarinus officinalis (romero), al vacio con papel filtro
Whatman N°1
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Estufa con circulacion de aire forzado a 40°C

Residuo seco de Foeniculum vulgare (hinojo)

Pesando el extracto seco de Foeniculum vulgare (hinojo)
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Pesando el extracto seco de Rosmarinus Officinalis (romero)

Extractos Hidroetanolicos De Rosmarinus officinalis (romero) y Foeniculum vulgare
(hinojo)

Concentraciones:

Rosmarinus oficinales (Romero) y Foeniculum vulgare (Hinojo) de 50% (500 mg/ml)

disueltas en etanol de 70°.

Rosmarinus oficinales (Romero) y Foeniculum vulgare (Hinojo) de 75% (750mg/ml)

disueltos en etanol de 70°.

La mezcla de Rosmarinus officinalis (Romero) y Foeniculum vulgare (Hinojo) en

proporcién de 1:1; de 50% y 75% de ambos extractos disueltos en etanol de 70°.
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Anexo 9

ENFRENTAMIENTO MICROBIOLOGICO

Cepa Bacteriana de Streptococcus mutans ATCC 25175 fueron obtenidas del
Laboratorio de Referencia Gen Lab de Pert S.A.C.
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REACTIVACION DE CEPA DE S. MUTANS ATCC 25175

Cultivo liofilizado en tubo nimero 0,5 de Nefeldmetro de Mac Farland, con 5ml de
caldo Brain Heart Infusién (BHI) o Cerebro Corazon Infusion

Sembrando cultivo liofilizado en tubo niimero 0,5 de Nefelometro de Mac Farland,
con 5ml de caldo Brain Heart Infusién (BHI) o Cerebro Corazon Infusion

INOCULACION DE LAS PLACAS

Hisopo estéril sumergido en la suspension
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Hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuyo la suspension bacteriana en
tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del inoculo de la placa

PREPARACION DE LOS DISCOS DE PAPEL FILTRO WHATMAN NUMERO 3
ESTERILES

Preparacion de los discos de papel filtro whatman namero 3 estériles, embebidos con
50 ul de cada una de las concentraciones de 50% y 75% del Extracto Hidroetanolico
de Foeniculum vulgare.
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Preparacion de los discos de papel filtro whatman nimero 3 estériles, embebidos con
50 ul de cada una de las concentraciones de 50% y 75% del Extracto Hidroetandlico
de Rosmarinus officinalis (romero)

Con una pinza estéril, se colocaron los discos con extracto hidroetanolico de
Foeniculum vulgare (hinojo) al 50% y 75% sobre las placas de Mueller Hinton
(AMHG) inoculadas con la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175

Con una pinza estéril, se colocaron los discos con extracto hidroetanolico de
Rosmarinus officinalis (Romero) al 50% y 75% sobre las placas de Mueller Hinton
(AMHG) inoculadas con la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175
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LECTURA DE RESULTADOS

Placas Petri Rosmarinus officinalis (romero)
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Placas Petri del Efecto Sinérgico de Rosmarinus officinalis y Foeniculum vulgare

Placas Petri del control positivo clorhexidina al 0,12% y control negativo etanol 70%
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Anexo 10

Efecto antibacteriano entre los extractos hidroetanolicos de Rosmarinus officinalis

(Romero) y Foeniculum vulgare (Hinojo) frente a cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175, determinado mediante el didmetro (mm) de los halos de

inhibicidn del crecimiento, método Kirby Bauer

Extractos ROMERO HINOJO ROMERO + C+ C-
(mm) (mm) HINOJO (mm) | (mm)
(mm)
Concentraciones | 50% | 75% | 50% | 75% | 50% | 75%
Repeticiones

1. 21.2 28.1 17.5 22.8 28.0 29.3 26.5 9
2. 23.0 28.0 18.8 23.0 24.9 30.4 26.3 9
3. 23.4 27.0 19.0 23.1 27.7 32.0 25.0 9
4. 22.8 27.9 19.5 23.0 26.9 29.6 25.7 9
5. 25.0 26.8 20.0 23.4 26.9 29.6 25.3 9
6. 25.4 26.8 20.0 23.5 27.7 30.2 25.1 9
7. 24.1 28.5 19.8 22.9 28.4 29.8 26.4 10
8. 24.1 28.6 17.5 23.0 26.3 30.0 25.9 9
9. 24.0 28.5 17.3 23.2 26.0 30.0 26.1 9
10. 24.8 28.6 18.9 23.5 24.8 31.2 26.2 9

C+= Gluconato de clorhexidina al 0.12%

C- = etanol
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Anexo 11

Tabla 3: Prueba de Normalidad

Grupos Shapiro-Wilk Distribucion
Estadistico gl Sig. Normal

R-50% 0,946 10 0,616 Normalidad
R-75% 0,909 10 0,274 Normalidad
H-50% 0,885 10 0,147 Normalidad
H-75% 0,902 10 0,231 Normalidad
RH-50% 0,929 10 0,434 Normalidad
RH-75% 0,871 10 0,104 Normalidad
Clorhexidina 0,907 10 0,260 Normalidad
0,12%

Etanol 70% 0,890 10 0,172 Normalidad

Al tener menos de 50 datos por cada extracto y control, es recomendable usar la prueba
de normalidad del Shapiro- Wilk, para evaluar la normalidad de los mismos, donde se

observa una distribucion normal para todos los datos.
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Anexo 12

Grafico 1. Comparacion, in vitro, del efecto antibacteriano, entre los extractos
hidroetanolicos de Rosmarinus officinalis (romero) y Foeniculum vulgare (hinojo)
frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Fuente: Datos proporcionados por el investigador
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