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RESUMEN

En el trabajo de investigacion se tuvo como objetivo comparar el efecto antibacteriano
de las cuatro concentraciones y la combinacién del extracto hidroetandlico mixto a
base de Rosmarinus officinalis (Romero) y Thymus vulgaris (Tomillo) sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC® 25175. Se evaluaron concentraciones al 25%, 50%,
75% y 100% en dilucion en etanol al 70%. Se realiz6 mediante el método Kirby Bauer,
de difusion en agar, se utilizo cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175. La reactivacion se llevo a cabo sembrando el cultivo liofilizado en tubo
con 5 ml de Caldo Brain Heart Infusion (BHI), Se realiz6 10 repeticiones por cada
tratamiento empleando como control positivo clorhexidina al 12% y como control
negativo etanol al 70%. En relacion a la medicion de los halos de inhibicion se utilizo
la regla Vernier, se aplico e test de Anova y Duncan, obteniendo como resultado, en
las concentraciones del extracto hidroetandlico mixto a base de Rosmarinus officinalis
(Romero) y Thymus vulgaris (Tomillo) de 25% con un halo de 15.7 mm; 50% con un
halo de 21.3 mm; 75% con un halo de 31mm y 100% con un halo de 38.9 mm. Se
concluye que la combinacion de los dos extractos al 100% presenta mayor efecto
antibacteriano con un halo promedio de 38.9 mm superando a la clorhexidina al 0.12%
con un halo promedio de 25.7 mm.

Palabras clave: Antibacteriano, Rosmarinus officinalis, Streptococcus mutans,

Thymus.
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ABSTRACT

The objective of the research work was to compare the antibacterial effect of the four
concentrations and the combination of the mixed hydroetanolic extract based on
Rosmarinus officinalis (Romero) and Thymus vulgaris (Thyme) on strains of
Streptococcus mutans ATCC® 25175. Concentrations were evaluated 25%, 50%, 75%
and 100% in dilution in 70% ethanol. The lyophilized culture of the Streptococcus
mutans strain ATCC 25175 was used using the Kirby Bauer method of agar diffusion.
Reactivation was carried out by sowing the lyophilized tube culture with 5 ml of Brain
Heart Infusion Broth (BHI), 10 repetitions were performed for each treatment using
12% chlorhexidine as a positive control and 70% ethanol as a negative control. In
relation to the measurement of the inhibition halos, the Vernier rule was used, the
Anova and Duncan test was applied, obtaining as a result, in the concentrations of the
mixed hydroetanolic extract based on Rosmarinus officinalis (Romero) and Thymus
vulgaris (Thyme) 25% with a halo of 15.7 mm; 50% with a halo of 21.3 mm; 75%
with a halo of 31mm and 100% with a halo of 38.9 mm. It is concluded that the
combination of the two 100% extracts has a greater antibacterial effect with an average

halo of 38.9 mm, exceeding 0.12% chlorhexidine with an average halo of 25.7 mm.

Keywords: Antibacterial, Rosmarinus officinalis, Streptococcus mutans, Thymus.
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I. INTRODUCCION

Una de las afecciones orales que mas prevalece es la caries dental; enfermedad
infectocontagiosa y multifactorial caracterizada por afectar a los tejidos duros de las
piezas dentarias causando lesiones producto de la desmineralizacion que produce su
biofilm1, 2. Esta enfermedad se presenta a causa de un desequilibrio producido en la
triada ecoldgica formada por un huésped, agente y ambiente; asimismo es valido
indicar que esta enfermedad es evolutiva y va causando a lo largo una infeccion mas
cronica como pulpitis reversible, pulpitis irreversible, abscesos dentarios, etc.; estos
procesos liberan citoquinas que se liberan en todo el organismo a traves de sistema
circulatorio como respuesta del sistema inmunoldgico causando enfermedades

cardiovasculares, musculares, partos prematuros entre otros 3.

El primordial agente causante de la enfermedad de caries dental es el S. mutans,
bacteria en forma de coco Gram positiva perteneciente a la cavidad oral, que al ser
sometido al desequilibrio ambiental ocasionado por distintos factores logra aumentar
en gran cantidad y aumentando sus factores de virulencia convirtiéndola en una
bacteria patdgena que estara adherida a los tejidos dentales y a su vez va a permitir la

adhesion de otras bacterias formando de ese modo el biofilm carioldgico® .

El tratamiento actual para la caries dental es la remocion mecanica del tejido infectado,
asi mismo, se realiza una fase preventiva con elementos de higiene oral con la finalidad

de eliminar el mayor nimero de bacterias > .

Actualmente los productos naturales se estan empleando en distintos &mbitos de la

salud no siendo ajena la odontologia, siendo una de las alternativas mas prometedoras



a causa de las eficaces actividades bioldgicas que se alcanzan desde de sus principios
activos que se consiguen a partir de sus metabolitos. En el campo odontoldgico la
caries dental es la que mas prevalece siendo de zozobra lo que ha originado una intensa
busqueda de una solucién que ayude a revertir o prevenir esta afeccion. El presente
trabajo de investigacion se derivd de la linea de Investigacion de la Universidad
Catolica Los Angeles de Chimbote, sede Trujillo de la Escuela Profesional de
Odontologia, Para determinar ¢;Cual es el efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico mixto a base de Rosmarinus officinalis (Romero) y Thymus vulgaris

(Tomillo) sobre el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175?

Se tuvo como objetivo comparar el efecto antibacteriano de las cuatro
concentraciones y la combinacion del extracto hidroetandlico mixto a base de
Rosmarinus officinalis (Romero) y Thymus (Tomillo) sobre cepas de Streptococcus
mutans ATCC® 25175. Se evaluaron concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% en
dilucion en etanol al 70%. Se realiz6 mediante el método Kirby Bauer, de difusion en
agar, se utilizé cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.
La reactivacion se llevo a cabo sembrando el cultivo liofilizado en tubo con 5 ml de
Caldo Brain Heart Infusion (BHI), Se realiz6 la medicién de los halos de inhibicion
obteniendo como resultado en las concentraciones del extracto hidroetandlico mixto a
base de Rosmarinus officinalis (Romero) y Thymus (Tomillo) de 25% con un halo de
15.7mm, 50% con un halo de 21.3mm,75% con un halo de31mm y 100% con un halo
de 38.9 y se concluye que la combinacion de los dos extractos al 100% presenta mayor
efecto antibacteriano con un halo promedio de 38.9mm superando a la clorhexidina al

0.12% con un halo promedio de 25.7 mm.



Esta investigacion se justifico en que pese a la agregacion de algunos antibacterianos
a los enjuagues bucales y a las pastas dentales no se ha obtenido otra cosa méas que
originar resistencia, lo cual ha producido mayor preocupacion y se ha optado por
incorporar métodos mas naturistas para encontrar alternativas de control de la caries
dental como es el uso de Rosmarinus officinalis (Romero) y Thymus vulgaris
(Tomillo); dos plantas con propiedades: cicatrizantes, antinflamatorias, antioxidantes
pero sobre todo antimicrobianas; por lo que se busca determinar su efecto sobre el S.
mutans quien es el principal desencadénate de la caries dental a causa de que es el
principal colonizador y quien faculta la adhesion de las demas bacterias que formaran
el biofilm carioldgico para lograr controlar el desarrollo y propagacién de caries dental
con la finalidad de incluir estos productos en los elementos de limpieza y de este modo
disminuir la prevalencia de caries dental. Por lo que el objetivo de esta investigacion
es comparar el efecto antibacteriano de la preparacion mixta del extracto
hidroetanélico de Rosmarinus officinalis y del extracto hidroetandlico de Thymus
vulgaris (Tomillo) sobre el crecimiento de S. mutans ATCC 25175. Los resultados
servirdn como base a futuras investigaciones y para contar con nuevos métodos que

ayuden en la odontologia.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Antecedentes:

Loja M ° (Per(i 2017) El trabajo fue determinar el efecto antibacteriano in vitro de
un colutorio elaborado con extracto alcoholico de Rosmarinus officinalis L.
(romero) sobre Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis. Se utilizé el método
de difusién de placa (método de difusion en agar), metodo de microdilucion técnica
atil para determinar el MIC en un gran ndmero de muestras y espectrofotometro.
Determinado mediante la medida del diametro de los halos, evidencio un promedio de
halo 30 mm para E. faecalis asi como de 35 mm para S. mutans correspondientes al
10%. Se trabajo con dos controles, el control positivo constituido por Gluconato de
clorhexidina al 0,12% y el control negativo por alcohol etilico (solvente de extraccion
del extracto). Los resultados de la presente investigacion demuestran que el
Streptococcus mutans fue méas sensible al colutorio elaborado por Rosmarinus
officinalis (romero) en comparacion a los Enterococcus faecalis.se determina que a
mayor concentracion del colutorio con extracto de Rosmarinus officinalis L. (romero)

menor es el boton de crecimiento de Streptococuus mutans.

Cueva J 8 (Perti 2016) El trabajo determinaron la actividad antibacteriana del
aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) frente al Streptococuus mutans
ATCC 25175 in vitro, en el presente estudio experimental se determin6 que al 100%
muestra accidn antibacteriana, se realizo a través del ensayo microbioldgico de Agar
en pozo, Se consiguid a las 72 horas halos de 38.457 mm + 11.632 mm, los resultados
demostraron que al 100% el aceite esencial de Rosmarinus officinalis tiene efecto

antimicrobiano, dando el efecto inhibidor a las 72 horas; a la concentracion de 100%



hubo mayor efecto que el gluconato de clorhexidina al 0.12% y a las 168 horas menor

el efecto.

Ortega E 7 (Ecuador 2016) El trabajo fue comprobar la efectividad de inhibicion del
extracto de tomilloy romero al 10% frente al Streptococcus mutans en 20 muestras,
estudio experimental se realiz6 el analisis in vitro de 20 muestras se midieron los halos
de inhibicion formadas por ambas soluciones acuosas ademas del agua destilada y la
clorhexidina al 2%, La media del diametro del halo de inhibicién provocado con el
extracto de Tomillo fue de 6mm. Este valor se encontré por debajo de 8mm; por tanto,
la sensibilidad de la bacteria ante esta sustancia fue nula. De igual forma se analiz6 el
resultado del extracto de Romero, cuyo valor (6 mm) igual estuvo por debajo de 8mm.
Por consiguiente, result6 nula la sensibilidad de la bacteria ante este tratamiento. Los
resultados, se determin6 que ni el extracto de Tomillo ni el de Romero al 10% tuvieron
un efecto inhibitorio de la bacteria Streptococcus mutans, usando un medio de cultivo

que podria semejar las condiciones de la cavidad oral.

Rocha R 8 (Perti 2016). El trabajo fue determinar el efecto antibacteriano in vitro
del aceite esencial del Rosmarinus officinalis (romero) sobre el Streptococcus
mutans ATCC 25175 en el presente estudio experimental utilizado el método de
difusion de discos se observé como resultado que el promedio de halo aumenta cuando
la concentracion de aceite de romero incrementa, son idénticos en las concentraciones
tanto de 100% como de 75%, se alcanz6 al 5% halo de 11.9 mm, asi como al 100% el
halo es de 19.7, siendo mayor al halo promedio de la penicilina procainica el cual

obtuvo halo de 17.35 mm . Estos resultados obtenidos indicaron, que ademas de tener



accion antibacteriana, el aceite de romero a mayor concentracién mayor es el efecto

antibacteriano.

Marin G. °(ecuador 2016). El trabajo fue determinar la efectividad del extracto
acuoso de salvia, romero y de salvia-romero al 100% como bactericida sobre el
Streptococcus mutans. Estudio microbioldgico in vitro, el objeto de comprobar la
eficacia de los extractos acuosos al 100% de Salvia Officinalis, de Romero, y de
Salvia-Romero en la inhibicion del crecimiento del Streptococcus mutans, se realizd
mediante una muestra de 15 cajas Petri con agar sangre de cordero 5%, 5 cajas Petri
por cada extracto. Los resultados fueron que el Efecto bactericida del extracto acuoso
de Romero al 100% sobre el Streptococcus mutans, tuvo un halo de inhibicion mayor
de 6.15 mm a las 24 h y de 6.15mm a las 48 h. Los extractos acuosos de Salvia con
Romero al 100% sobre el Streptococcus mutans, tuvieron un halo de inhibicién de
12.60 mm a las 24 horas y de 15.40 mm a las 48 horas, mientras que la accion
bactericida del extracto acuoso de Salvia (Salvia Officinalis) al 100%, sobre el
Streptococcus mutans, tuvo un halo de inhibicion de 12.45mm a las 24 horas y de
15.35mm a las 48 horas .se concluyo que EI Efecto bactericida del extracto acuoso de

Romero (Rosmarinus Officinalis) al 100% sobre el Streptococcus mutans, no mostré

un halo de inhibicion mayor de 6.15 mm a las 24 y de 6.15mm a las 48 horas. .

Sosa J 1% (Perti 2015) El trabajo fue se determinar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto alcohdlico de Rosmarinus officinalis (romero) y del agua ozonizada
sobre Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis, en el presente estudio
experimental se utilizd la técnica de difusion en disco, los cuales mostraron en sus

resultados que en las concentraciones de 25mg/ml, 50mg/ml del extracto alcoholico



de romero hubo efecto antibacteriano sobre ambas bacterias, obteniéndose a la
concentracion de 50mg/ml halos de 25,5 mmy 32,7 mm, existiendo mayor inhibicién

en esta concentracion para ambas

Se obtuvo un halo de inhibicion medio de 26.7 mm en la concentracion de 50 mg/ml.
Los halos del etanol que se utilizé como disolvente del extracto alcanzaron un término
medio de 15.5 mm, en cambio el gluconato de clorexidina al 0.12 % obtuvo halos de
inhibicion producidos de 16.5 mm para Streptococcus mutans y para Enterococcus

faecalis.

Solano A.!! (Ecuador 2013) El trabajo fue determinar la evaluacion del crecimiento
bacteriano in vitro de Streptococcus mutans, mediante el uso de extractos acuoso
y oleoso de Rosmarinus officinalis (romero),en el presente estudio experimental
utilizaron la técnica de difusion de discos en medio solido utilizaron dos grupos cada
grupo quince muestras cada una de ellas en caja Petri, los resultados obtenidos de halos
de inhibicion para Streptococcus mutans, medidos sin incluir el diametro de los discos
de papel filtro (6mm); asimismo muestra que existe diferencias significativas entre el
extracto oleoso con los extractos acuosos y el agua destilada (p<0.001), del mismo
modo fue observada esa significancia con la Clorhexidina (p<0.001).lo cual mostraron
que el extracto oleoso de Rosmarinus officinalis presento accion antibacteriana,
semejante a la clorhexidina, mientras tanto el extracto acuoso de Rosmarinus

officinalis no presento accion antibacteriana.



2.2 Marco teorico

2.2.1 CARIES DENTAL

2.2.1.1 Definicion:

La caries dental es una afeccion probablemente mas prevalente. es un proceso
dindmico de desmineralizacion y remineralizacion, como resultado del metabolismo
bacteriano encima la superficie dentaria, que con el tiempo produce una pérdida de
minerales. Streptococcus mutans es uno de los microorganismos cariogénicos

vinculado a esta enfermedad.
La caries dental enfermedad multifactorial producida por tres factores principales. 1

» La microflora incluye las infecciones bacterianas.
» El sustrato incluye la dieta cariogénica.

» El huésped incluye los dientes, higiene bucal, la saliva.

> El tiempo también considerado ya que para la formacion de esta enfermedad1'!

2.1.1.2 Factores del huésped

» El fluor: desempefia un rol importante en la remineralizacion, porque al
mezclarse con los cristales del esmalte forman el fluorapatita, siendo resistente al
ataque acido. Esta presente en muy bajas concentraciones en la saliva

» Saliva: previene la formacion de la caries ya que contiene proteinas,

inmunoglobulinas enzimas y agentesbufferl'

2.2.1.3 Factores de virulencia: Streptococo mutans en el desarrollo de caries:

» Aciduricidad: En un medio de pH bajo puede producir



Acidogenicidad: el Streptococo fermenta azlcares de la dieta para originar acido
lactico como producto del metabolismo. sucede cuando el pH disminuye y el

esmalte del diente se desmineraliza
Sintesis de fructanos y glucanos. Los glucanos insolubles ayudan que la bacteria

pueda adherirse al diente y luego utilizados de reserva de nutrientes.t

2.2.2 ROSMARINUS OFFICINALIS (ROMERO)

2.2.2.1Concepto: Rosmarinus officinalis cominmente conocida como romero es una

planta perteneciente a la familia Lamiaceae cuyo nombre deriva del griego rhops y

myrinos que significa arbusto marino; esta planta posee una alta capacidad de

adaptacion lo que le permite crecer en distintas zonas. Es reconocida por sus grandes

metabolitos que poseen lo que le da una actividad biol6gica potente

12,13

2.2.2.2 Caracteristicas:

>

Rosmarinus officinalis mide de 0.5 a 2 metros de altura aproximadamente posee
tallos prismaticos y lefiosos hojas delgadas y pequefias con forma de espigas verdes
0 marrones que miden entre 10-36 por 1,2-3,5mm

Sus pedunculos son estrelladas

Tiene un aroma altamente fuerte especiado, canforaceo su sabor es dspero, amargo y

picante. 12,14

2.2.2.3 Propiedades bioldgicas:

Romero es popular por sus grandes propiedades bioldgicas siendo comprobado bajo

evidencia cientifica que es un buen espasmolitico, antiséptico, expectorante,



estimulante del sistema nervioso, colagogo, hepatoprotector, diurético,

antiinflamatorio, cicatrizante, analgésico, antioxidante, antiviral y antimicrobiano. 14

2.2.2.4 Componentes:

Los componentes van a variar en cantidad y calidad segun la altura sobre el nivel del
mar, suelo y el clima y estos son los &cidos fendlicos, flavonoides, aceite esencial,
acidos triterpénicos y alcoholes triterpénicos; ademas se han encontrado también
dentro de sus componentes canfeno a-pineno, ésteres terpénicos B-pineno, asi mismo
el cineol, alcanfor, carnosol, isorosmanol,linalol, terpineol, rosmanol,3-octanona,
isobanil-acetato y el p-cariofileno; también los acidos butilinico, vanilico, caféico, ,
rosmarinico, carnésico, ursolico, oleandlico, , betulinico, betulina, a-amirina,

ursélico,clorogénico acetato de bornil y B-amirina, borneol, . Ademas, posee tres

peculiares quimiotipos que son cineoliferum, camforiferum y verbenoniferum. 12,14

2.2.2.5 Efecto antimicrobiano
En un estudio se determind que el extracto etandlico de romero muestra actividad
microbiana para bacterias Gram positivas en L. monocytogenes, para Gram negativas

sobre S. typhimurium asi como para S.sonnei, a diferenciacion de otro estudio donde

se obtuvo efecto en bacterias Gram positivas en 0.13% para S.mutans. 15

2.2.2.6 Efectos tdxicos
» Produce convulsiones si se ingiere via oral
> Precaucion para pacientes epilépticos

» No usar en cantidades mayores usadas en los alimentos

» No usar durante el embarazo16

10



2.2.2.7 Estudio terapéutico y farmacoldgico

Estudios in vitro del aceite esencial de romero determinaron que sus principios
bioactivos tienen significativas propiedades bioldgicas. Presentando actividad
citotoxica y anti-cancerigena, actividad antioxidante, cambia la fermentacion

microbiana ruminal y mejoria la reabsorcion désea mas no presenta mejoria la respuesta

inmune 16

2.2.2.8 Capacidad antioxidante del romero

De los extractos de romero se estudio que la actividad antioxidante la cual se da gracia
a los acidos rosmarinico y caféico , estos tienen una funcion doble como estimulante

y antioxidante de la elaboracién de prostaglandina E2 y también como inhibidor de la

elaboracion de leucotrienos B4 en leucocitos polimorfonucleares del ser humano 16

2.2.3 THYMUS (TOMILLO)

2.2.3.1Concepto:

Thymus més conocido como tomillo es una planta mediterranea y perteneciente a la
familia Lamiaceae; es reconocida desde tiempo muy antiguo ya que se usaba

principalmente en la comida como una planta aromatica; pero ademas se empleaba por

sus distintos principios activos. 17,18

2.2.3.2 Caracteristicas:

» Thymus crece en zonas frias y aridas

» Mide 40 cm. aproximados,
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» Posee tallos lefiosos, hojas aovadas y lineares de color blanquecido con pelillos
blancos, sus flores son bilabiadas de color rosa

» Esaromatica, huele a tierra y timol,

» Posee un sabor un tanto picante mesclado con clavo, alcanfor y menta. 18,20

2.2.3.3 Propiedades bioldgicas:

Thymus es muy popular por sus potentes propiedades biol6gicas como espasmolitico,
antitusideno, antifangico, antihelmintico, potente digestivo, cicatrizantes, tonificante,
drenador renal, y hepatovesicular, anticatarral, astringente, vulnerario, antibacteriano

entre otras. 19,20

2.2.3.4 Componentes:

Las propiedades bioldgicas de Thymus son gracias a sus distintos componentes que
son: Acidos (palmitico, oleico, linoleico, nicético, ascorbico y rosmarinico); aceites
esenciales (cienol, timol, borneol, anetol y carvacrol); aminoacidos (glicina, cistina,
isoleucina, valina); metales y minerales (aluminio, cobalto, magnesio, calcio, y hierro);
alcoholes (linalol y borneol), terpenos (terpinemo, monoterpenos, monoterpenoles y

cinemo); flavonoides (derivados de apigenol y luteolol); &cidos fenoles; vitaminas B1,

C, manganeso, taninos, saponinas, triperpenoides, esteres terpenicos y serpilina. 17.19.

2.2.3.5 Efecto antimicrobiano
Se realizd un estudio de la prueba antimicrobiana del aceite esencial de Thymus
vulgaris sobre S. aureus los resultados son semejantes a obtenidos por Zeghad y

Merghem, utilizaron aceite esencial de Thymus vulgaris al 30%, teniendo como
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resultados halos de inhibicion de 10 y 15 mm. Al igual, Acosta, en concentraciones de

5y 10% obtuvo halos de 8 y 20 mm.

Se demostro alto efecto antibacteriano del aceite esencial de tomillo in vitro sobre la
cepa de Staphylococcus aureus; la concentracion minima de aceite esencial de tomillo

al 1% impidio el crecimiento bacteriano, mientras que las concentraciones de 30% y

mayores inhibieron el crecimiento bacteriano. 19

2.2.3.6 Mecanismo de accion del enjuague bucal
Las bacterias Prophyromonas Gingivalis, Actinobacillus, y bacterias anaerobias es
supragingivales asi como subraginghivales que son las encargadas de producir las

inflamaciones de las encias como consecuencia las enfermedades periodontales como

la gingivitis y periodontitis lo cual el extracto de tomillo es efectivo frente a estas. 20

En la esencia del Thymus vulgaris El timol y carvacrol son los que dan la propiedad

de antibacteriana, antiinflamatoria y aséptica al enjuague bucal. 20

El enjuague bucal desestabiliza y penetra las membranas de las células bacterianas

interfiriendo con la funcién de la membrana, inhibiendo la utilizacion de oxigeno,
disminuyendo los niveles de ATP y la muerte celular. 20

Tiene accion antiséptica por lo tanto es una alternativa para eliminar la halitosis. 20

También tiene efecto antiinflamatorio porque inhibe la biosintesis de prostaglandinas,
las cuales causan la inflamacion y tiene accion anticariogénica por su amplio espectro

de accion contra las bacterias Gram positivas y Gram negativas, como Selemonas

Artemidis, Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus. 20.
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2.2.3.7 Otros usos:

» Infusion de tomillo se usa en heridas infectadas, herpes, dermatitis, fortunculos,
infecciones de piel por hongos, repelente para mosquitos y picaduras de insectos

» Seaplica como uso externo para encias y cuidado de los dientes, aftas e infecciones

de la boca.17

2.2.3.8 Contraindicaciones:
» Personas alérgicas al tomillo no se recomienda el uso
» No se recomienda el uso para embarazadas

> No se usar durante periodos prolongados de tiempo®’

2.2.4 STREPTOCOCCUS MUTANS
2.2.4.1 Concepto:

S. mutans es una bacteria anaerébica facultativa, Gram positiva que se encuentra en la
cavidad oral a partir de la erupcion de la primera pieza dentaria. Es la bacteria
desencadenante de la caries dental ya que tiene la capacidad de adherirse mediante la
sintesis de glucano en tejidos duros y a su vez permitir la integracion de los siguientes
microrganismo Yy asi formar las lesiones cariosas. Sin embargo S. mutans no solo es

responsable de la caries dental, sino que también se le ha asociado a otras patologias

sistemicas principalmente las cardiovasculares como endocarditis. 2,21

2.2.4.2 Morfologia:

S. mutans es una bacteria en forma de coco que crece en cadena cuando es cultivada

sin embargo cuando este es extraido de la cavidad oral pose forma de bacilo; su figura
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varia segun el medio al cual es sometido. Por otro lado, posee la capacidad de
transformar glucosa, manitol y lactosa convirtiéndolos en &cidos que causaran la

desmineralizacion de los dientes. Por otro lado S. mutans en algunos casos suele

generar hemolisis® 2

2.2.4.3Serotipos:

La prevalencia de los serotipos de S. mutans varia segun la raza, y ubicacion geogréafica
y segun el tipo de serotipo se vera las caracteristicas y agresividad de la caries dental.

Los serotipos de S. mutans van desde serotipo a hasta h; siendo los serotipos c, e y los

que se consideran cariogenicos. 22.23

2.2.4.4 Factores de virulencia:

Los factores de virulencia son los que permite a una bacteria sobrevivir y colonizar;
en el caso de S. mutans sus factores de virulencia le permiten producir la enfermedad
de caries dental. Uno de los principales es la produccién exopolisacaridos a partir de
enzimas como fructosiltransferasas y glucosiltransfersa que produciran fructanos y
glucanos respectivamente que les permitirdn adherirse al diente y permitiran la
adhesion de otros microorganismos. Otro factor de virulencia de gran importancia es
la capacidad de S. mutans para formar bacteriocinas mutacinas que se encargaran de
eliminar otros microorganismos y asi ayudad a establecer un mayor numero de

colonias.2324:25
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2.2.4.5 Clasificacion:

Se clasifican en ocho serotipos en base en la composicion y los enlaces de los
polisacéaridos de la pared celular

Streptococcus sobrinus “serotipos d y g”

Streptococcus ferus “serotipo C”

Streptococcus rattus “serotipo b”

Streptococcus macacae “serotipo ¢”

Streptococcus mutans “serotipos ¢, e ,f, k”

Streptococcus downei “serotipo h”

YV Vv YV ¥V VY V V

Streptococcus cricetus “serotipo a”

Los S mutans serotipo ¢ el tipo predominante en la cavidad bucal conocido como

patdgeno dental 1

2.2.4.6 Medios de cultivo

No existe un solo método de cultivo para examinar la variable y compleja placa dental

que satisfaga todas las condiciones necesarias.

En la actualidad para el aislamiento de Streptococcus mutans solo existen 5 medios de

cultivo: 1

» Agar Mitis Salivarius con bacitracina y kanamicina (MSKB)
» Agar Tripticasa de soya con sacarosa Yy bacitracina (TYS20B)
» Agar Mitis salivarius con bacitracina (MSB)

» Agar glucosa-sacarosa-telurito bacitracina(GSTB)
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» Agar triptona extracto de levadura cisteina con sacarosa y bacitracina (TYCSB).

El medio més utilizado para aislar S. mutans y otras especies orales de estreptococos
es el agar MS el cual ha modificado para ser mas selectivo en el aislamiento de

S.mutans agregando tanto sulfonamida (Agar MC),bacitracina (Agar MSB),
polimixina o aun sacarosa(MS40S). 1
Transmisién, Colonizacion y estabilidad de Streptococcus mutans en cavidad oral

En los primeros afios de vida La transmision de S. mutans es producida por:

Transmision vertical: se produce por un contacto directo madre a hijo

vV V V¥V V¥V

Transmision horizontal: se produce por el contacto con otros familiares, hermanos,

padre y personas cercanas

Factores que proponen que S. mutans pueda aparecer durante la etapa

predental:

> Después de la erupcion dental ciertos nifios desarrollan lesiones cariosas. La
colonizacion temprana de la cavidad oral (antes de la erupcion dental) por
S.mutans incrementan el riesgo de caries y que su desarrollo se produzca a edades
tempranas.

» Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus son capaces de colonizar

superficies mucosas. *
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111. HIPOTESIS.

El extracto hidroetandlico mixto de Rosmarinus officinalis (Romero) y Thymus

vulgaris (Tomillo) tiene efecto antibacteriano sobre las cepas de Streptococcus mutans

ATCC 25175
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IV. METODOLOGIA

4.1 DISENO DE LA INVESTIGACION:

4.1.1 Experimental, porque se manipula la variable independiente para su efecto en

la variable dependiente y asi obtener su resultado. 26

4.1.2 Prospectivo, porque los datos se planifican y se va regular en la medida que va

ocurriendo el fenémeno teniendo control de medicion. 26

4.1.3 Transversal, Porque recolectan los datos una sola vez. 26

4.1.4 Analitico. Porque explican la causa y el efecto de un determinado fendmeno lo

que trata de evaluar la relacion entre las variables y las compara. 26

4.2 Poblacién y muestra

4.2.1 Poblacion.

La poblacion estuvo constituida por el conjunto de placas Petri que contenian las
diferentes concentraciones del extracto hidroetandlico de Rosmarinus officinalis
(Romero), del extracto hidroetanolico de Thymus vulgaris (Tomillo), de la preparacion
mixta del extracto hidroetandlico de Rosmarinus officinalis (Romero) y del extracto
hidroetandélico de Thymus vulgaris (Tomillo) y de las cepas de S. mutans ATCC 25175

cultivadas en laboratorio.
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» CRITERIOS DE SELECION

Criterios de inclusion:

e Placas Petri sembradas con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Criterios de exclusion:
e Placas Petri con halos de inhibicién no muy claros

e Placas Petri que se contaminan durante el tratamiento

Muestra
e El tamarfio de muestra para el presente estudio fue determinado por la férmula
siguiente:

(Za2 +Z)%  2s2

(1 - 2)?

Dénde:
Za /2 = 1.96; para un a =0.05
Zs = 0.84; paraun 8 = 0.20

S$=0.8(x1- % 2) el cual es un valor asumido por no estar definidos los valores
paramétricos en estudios similares.

Luego Reemplazando obtenemos:

n =10 placas Petri

Luego la muestra estuvo conformada por n = 10 placas Petri para cada

tratamiento.

Cepas de S. mutans ATCC 25175; con un total de 40 placas Petri.
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables

o N Indica Escala
. Definicion Definicion Valores 'y i
Variable ; Dores . Tipo de
Conceptual Operacional Categorias o
Medicion
Efecto Streptococcus | Efecto en el Halo de mm Cuanti- De razon
antibacte | mutansesuna | cual tras la inhibicion tativo
riano bacteria quien | aplicacion de
(variable | constituye la extracto
dependie | primeracausa | hidroetanolico
nte) de caries mixto de
dental debido | tomilloy
aqueesel romero va a
primer repercutir
colonizador y | impidiendo el
quien permite | crecimiento del
la S. mutans
colonizacion
de las
préximas
bacterias que
formaran el
biofilm
cariologico.
Extractos | Se denomina | Extractoabase | Concentra- | Extracto Cuali- Ordinal
(variable | extracto a un de la cion hidroeta- tativo
Indepen | elemento que | combinacion de | 25%, 50%, | ndlico
diente) se obtiene Rosmarinus 5%y mixto de
mediante la officinalis 100% Rosmarinus
técnica de (Romero) y officinalis
extraccion Thymus (Romero)
de una vulgaris y Thymus
materia (Tomillo) que vukgaris
usando un logre el mayor (Tomillo).
solvente. efecto Extracto
antimicrobiano hidroeta-
ya sea nolico de
de forma Rosmarinus
individual o officinalis
en (Romero)
combinacion. Extracto
hidroeta-
nolico
de Thymus
vulgaris
(Tomillo).
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
4.4.1 Técnica

Observacion microbioldgica

4.4.2 Instrumento

» Paramedir los halos de inhibicion de cada tratamiento se utiliz6 una regla Mitutoyo
digital Vernier caliper 0 150 mm /0,01 mm métrico/pulgada calibre 196-500-30
con I1SO de calidad 17025 (anexo 13)

» Para obtener la recoleccion de datos después de haber realizado el enfrentamiento

microbiologico se utiliz6 una ficha de datos (Anexo 10y 11)

4.4.3 Procedimientos

a. De la obtencion e identificacion taxonémica de las especies vegetales

» Serecogieron 2 kg de hojas de Rosmarinus officinalis y Thymus vulgaris(Tomillo)
de una organizacion o institucion que certificd que las plantas son organicas.
(Anexo 4,5,14 y 15)

» Luego un ejemplar completo de cada una de las especies vegetales se llevo al

Herbarium Truxillense para su identificacidén taxondmica. (Anexo 8 'y 9)

b. De la preparacion de la muestra vegetal

Seleccion: Cada una de las muestras vegetales recolectadas fue transportada a la
Universidad Nacional de Trujillo a la Facultad de Farmacia y Bioguimica en el
laboratorio de Farmacognosia. (Anexo 6)

Lavado: Luego se procedio a lavar cada una de las hojas con agua destilada y luego

se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.5%. (Anexo 16,17)
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Secado: Las hojas de ambas muestras vegetales fueron colocadas en papel Kraft, y
fueron a secadas en una estufa de circulacién de aire por conveccién forzada (40 C)
por 48 horas. (Anexo 19,20,21,22)

Pulverizacion: Las hojas de ambas muestras vegetales fueron pulverizadas con
ayuda de un mortero. (Anexo 23)

Tamizaje: Luego las hojas de ambas muestras vegetales, fueron tamizadas a través
del tamiz de malla N° 20, (Anexo 24)

Almacenamiento: El polvo de las hojas de ambas muestras vegetales fue guardado

en sus respectivos frascos de vidrio de color &mbar de boca ancha. (Anexo 26)

c. Preparacion de los extractos hidroetandlicos de las hojas de Rosmarinus
officinalis (romero) y Thymus vulgaris (tomillo) y la preparacion mixta de las
hojas de Rosmarinus officinalis (romero) y Thymus vulgaris (tomillo)

Se pusieron 100 g de hojas secas, pulverizadas y tamizadas de romero y tomillo, en
sus respectivos recipientes de vidrio color &mbar y de boca ancha. Después, se agrego
etanol de 70° G.L. hasta cubrir la muestra 2 cm encima de altura. Se combind,
considerando que la combinacion debe abarcar como maximo las ¥ partes de los
recipientes. Se taparon los recipientes y se maceraron durante 7 dias, agitandose dos
veces al dia durante 15 minutos. (Anexo 25)

Terminado el tiempo de maceracion, se filtrd el macerado utilizando una bomba de
vacio, con papel de filtro Whatman N° 1. Al liquido filtrado se le llamé extracto
hidroetanolico.

Luego, cada extracto hidroetandlico se concentrd en un rotavapor hasta alcanzar una
masa siruposa. Esta masa se llevé a secar a la estufa a 40 °C. Al producto resultante se

le llamé extracto seco. De estos resultados se preparo las concentraciones de 25%,
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50%, 75% y 100% disueltas en etanol de 70 ° G.L., los extractos hidroetandlicos de

cada muestra fueron guardados en recipientes de vidrio de color ambar y en

refrigeracion (4-8 C) hasta su uso’ (Anexo 27)

d. Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico mixto de
Rosmarinus officinalis (romero) Y Thymus vulgaris (tomillo) y de la preparacion
mixta de ambos extractos sobre cepas Streptococus mutans atcc 25175

» Reactivacion de la cepa de S. mutans ATCC 25175.

Para el presente estudio se empled cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175. La reactivacion se llevo a cabo sembrando el cultivo liofilizado
en tubo con 5 ml de Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o Cerebro Corazon Infusion,
después se incubo6 a 37°C por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia.

Para evaluar pureza se sembro por estria en Agar TSYB e incubo a 37°C por 24 — 48
horas en condiciones de microaerofilia. Luego se seleccion6 una colonia compatible
con Streptococcus y se realizé coloracion gram.

Desde una colonia se sembré en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA), y se

preservo hasta su utilizacion.

PREPARACION DE LAS CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO
HIDROETANOLICO DE Rosmarinus officinalis (ROMERO) Y EXTRACTO
HIDROETANOLICO DE Thymus vulgaris (TOMILLO) Y DE LA
COMBINACION MIXTA DE AMBOS EXTRACTOS

A partir del extracto hidroetanolico de Rosmarinus officinalis (Romero) y extracto
hidroetanélico de Thymus vulgaris (Tomillo) y de la preparacion mixta de extracto

hidroetandlico de Rosmarinus officinalis (Romero) y extracto hidroetanolico de
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Thymus vulgaris (Tomillo) se prepararon las concentraciones de 25%, 50%, 75% y

100% respectivamente. (Anexo 26)

EVALUACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO MEDIANTE EL
METODO DE KIRBY BAUER.

La evaluacion del efecto antibacteriano, se realiz6 mediante el método Kirby Bauer,
de difusion en agar.

Para lo cual se procedio de la siguiente manera: (Anexo 28)

ESTANDARIZACION DEL INOCULO DE S. mutans ATCC 25175.

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo BHI se sembro
en Agar TSA, se incub6 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
diluy6 en caldo BHI o solucion salina fisioldgica estéril hasta obtener una turbidez
semejante al tubo ndmero 0.5 del Nefelometro de Mac Farland (1.5 x 108 ufc/ml)

(Anexo 29)

INOCULACION DE LAS PLACAS

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del indculo (1.5 x108
ufc/ml), se tomo una alicuota de 100ul y se coloco en cada una de las placas con Agar
Mdeller Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuyo la
suspension bacteriana en tres direcciones para asegurar una distribucién uniforme del
indculo en la placa. Se dejé secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos

para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido. (Anexo 30)
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PREPARACION DE LOS DISCOS CON LOS EXTRACTOS HIDROETA-
NOLICO DE Rosmarinus officinalis (ROMERO) y de Thymus vulgaris
(TOMILLO).

Se prepararon discos de papel filtro whatman namero 3 estériles, los cuales fueron
embebidos con 50 ul de cada una de las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%
del extracto hidroetandlico de romero; 25%, 50%, 75% y 100% de extracto
hidroetandlico de tomillo. Luego, con una pinza estéril, fueron colocados los discos
sobre las placas de Mueller Hinton (AMHG) inoculadas con la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Se emple6 como control positivo Gluconato de clorhexidina al 0.12% y como control

negativo etanol al 70%.

INCUBACION:
Se incubd las placas en posicién 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.

LECTURA DE LOS RESULTADOS

Después del tiempo de incubacion a 48 horas se examino cada placa se midio los didmetros
(mm) de los halos de inhibicién del crecimiento alrededor de cada disco. Para lo cual se
utilizé regla milimetrada (VERNIER), abarcando el didmetro del halo.

Se realizaron 10 repeticiones de cada ensayo. 2’(Anexo 32,33)
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EVALUACION DE LA ACCION ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO
HDROETANOLICO MIXTO DE Rosmarinus officinalis Y Thymus vulgaris
SOBRE CEPAS Streptococus mutans ATCC 25175.

Para evaluar la accién mixta o sinérgica del extracto hidroetanolico de romero y de
tomillo se emplearon combinaciones de varias concentraciones tanto del extracto
hidroetandlico de romero y tomillo, mediante el método de Kirby Bauer. Estas mezclas
se probaron frente a S. mutans teniendo en cuenta la metodologia de Al Walli et al.8
Luego, a cada uno de los tubos de ensayo se le adicion6 una alicuota de 20 pL de la
suspension de la levadura a una concentracion semejante al tubo N° 0.5 del
Nefelometro de Mac Farland y se homogeniz6 suavemente. Se llevd a incubacion a
37°C por 48 horas.

Se realizaron 10 repeticiones de cada una de las concentraciones

4.5 Plan de analisis

Para estudiar la informacion se hicieron tablas de resumen con sus medias y
desviaciones estandar ademas de graficos para presentar los resultados de la
investigacion.

Para comparar el efecto antibacteriano, del extracto hidroetandlico mixto de
Rosmarinus officinalis (romero) y Thymus vulgaris (tomillo) se hicieron analisis de
varianza para un disefio completamente al azar y pruebas de comparaciones multiples,
se aplicd la prueba de Anova y Duncan complementandose con las pruebas de
normalidad de Shapiro-Wilk en ambos casos las pruebas estadisticas tuvieron un nivel
de significancia del 5%.

Se conto ademas con el apoyo de una hoja de célculo de Microsoft Excel y el programa

Statgraphics Centurion.
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4.6 Matriz de consistencia

Problema Objetivos Hipotesis Metodologia Poblacion
¢Cualesel |a.Objetivo Si existe Tipo de La poblacion
efecto general: efecto investigacion Estuvo
antibacteria | Comparar el efecto | antibacteriano Es una constituida por
no del antibacteriano del extracto investigacion el
del extracto | de las cuatro hidroetanolico | de tipo Conjunto de
hidroetanoli | concentraciones y la | a base de cuantitativo. Placas Petri que
co combinacion del Rosmarinus Nivel de Contenian las
mixto a extracto officinalis investigacion diferentes
base de hidroetandlico (Romero) y Es una concentraciones
Rosmarinus | mixto a base de Thymus investigacion del extracto
officinalis Rosmarinus vulgaris de nivel hidroetandlico
(Romero) y | officinalis (Tomillo) explicativo. de Rosmarinus
Thymus (Romero) y Thymus | sobre cepas de | Disefio de la officinalis
vulgaris(To | (Tomillo) sobre Streptococcus investigacion (Romero), del
millo) cepas de Mutans ATCC | Experimental, extracto
sobre cepas | Streptococcus 125175 prospectivo, hidroetandlico
de mutans TCC® transversal, de Thymus
Streptococc | 25175 analitico. vulgaris
us (Tomillo), del
mutans b. Objetivos Extracto
ATCC especificos: hidroetanolico
25175? -Comparar el efecto mixto de

antibacteriano de las Rosmarinus
cuatro officinalis
concentraciones del (Romero)

extracto
hidroetandlico a
base de Rosmarinus
officinalis (Romero)
sobre cepas de
Streptococcus
mutans ATCC
25175

-Comparar el efecto
antibacteriano

de las cuatro
concentraciones del
extracto
hidroetanolico a
base de Thymus
(Tomillo) sobre
cepas de
Streptococcus
mutans

ATCC 25175

y del extracto
hidroetandlico
de Thymus
vulgaris
(Tomillo) y de
las cepas de S.
mutans ATCC
25175
cultivadas

en laboratorio
Muestra:

La muestra
Estuvo
constituida por
10 repeticiones
por grupo.
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4.7 Principios éticos

El presente trabajo no muestra problemas éticos, ya que las variables que intervienen
en la investigacion son adquiridas por el investigador, como son las soluciones y
microorganismos a investigarse, y no existe la participacion de pacientes, razén por la
cual el estudio es IN VITRO que se realiz6 en placas. Sin embargo, se solicito la
exclusion de ser evaluado por Comité Institucional de Etica de la Universidad Catélica
Los Angeles de Chimbote y se tuvo en cuenta los principios de manipulacion de
muestras y desechos del Manual de Bioseguridad segin normas de la OMS. Los
cultivos micoticos usados en la investigacion fueron tratados en autoclave (método
fisico de eliminacion de microorganismos antes de ser eliminados como residuos

biocontaminados).
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados

Tabla 1. Comparacion del Efecto antibacteriano

Rosmarinus officinalis y Thymus vulgaris

del extracto hidroetanélico mixto de

Grupos de N Promedio Desv. FanvA) p
tratamiento Estandar
25% 10 15.7 1.77
50% 10 21.3 2.36
75% 10 31 2.49

373.12 0.0000
100% 10 38.9 1.20

FUENTE: Datos proporcionados por el investigador

Se observa diferencias estadisticas entre los grupos de la preparacion mixta del extracto

hidroetandlico de Rosmarinus officinalis y del extracto hidroetandlico de Thymus

vulgaris (Tomillo) sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

(p<0.001).
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Tabla 2 Comparacion del Tamafio de los halos de inhibicion (en mm) segln grupo de
tratamiento del Extracto hidroetandlico mixto de Rosmarinus officinalis (Romero)y

Thymus vulgaris(Tomillo).

Subconjunto para a= 0.05

Grupos de Tratamiento

N 1 2 3 4 5 6
Etanol 70% 10 8.6
25% 10 15.7
50% 10 21.3
Clorhexidina 0.12% 10 25.7
75% 10 31
100% 10 38.9

FUENTE: Datos proporcionados por el investigador

Se observa que todos los extractos presentan efecto distinto, a mayor concentracion
mayor efecto antibacteriano, teniendo mayor efecto antibacteriano el extracto

hidroetanélico mixto de Rosmarinus officinalis (Romero)y Thymus vulgaris(Tomillo)

al 100%.
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Tabla 3 Comparacion del Efecto antibacteriano de las cuatro concentraciones del
extracto hidroetanolico de Rosmarinus officinalis sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175

Grupos de ) Desv.
tratamiento N Promedio . 10 Franva) p
25% 10 10.4 1.07
50% 10 16.8 1.75

246.02 0.0000
5% 10 25.3 2.21
100% 10 33.8 2.78

FUENTE: Datos proporcionados por el investigador

Se observa diferencias estadisticas entre los grupos de la preparacion mixta del
extracto hidroetandlico mixto de Rosmarinus officinalis (Romero) sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175.(p<0.001).
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Tabla 4 Comparacion del Tamafio de halos de inhibicion (en mm) segln grupo de
tratamiento del Extracto hidroetanélico de Rosmarinus officinalis(Romero).

Subconjunto para a= 0.05

Grupos de

Tratamiento N 1 > 3 4 5 6
Etanol 70% 10 8.6

25% 10 104

50% 10 16.8

5% 10 25.3
Clorhexidina 0.12% 10 25.7
100% 10 33.8

FUENTE: Datos proporcionados por el investigador

Se observa que todos los extractos presentan efecto distinto, a mayor concentracién
mayor efecto antibacteriano, teniendo mayor efecto antibacteriano el extracto

hidroetan6lico mixto de Rosmarinus officinalis (Romero) al 100%.
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Tabla 5 Comparacion del Efecto antibacteriano de las cuatro concentraciones del

extracto hidroetanolico de Thymus vulgaris (Tomillo) sobre cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175
Grupos de
N Promedio Desv. Estandar Fanva) p

tratamiento

25% 10 11.2 1.62

50% 10 18.8 1.03

183.70 0.0000

75% 10 23.8 1.23

100% 10 30.6 3.06

FUENTE: Datos proporcionados por el investigador

Se observa diferencias estadisticas entre los grupos de la preparacién mixta del
extracto hidroetandlico mixto de Thymus vulgaris (Tomillo) sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175.(p<0.001).
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Tabla 6 Comparacion del Tamafio de los halos de inhibiciéon (en mm) segln grupo de

tratamiento del Extracto hidroetanélico de Thymus vulgaris(Tomillo).

Subconjunto para a= 0.05

Grupos de

Tratamiento N 1 2 3 4 5 6
Etanol 70% 10 8.6

25% 10 11.2

50% 10 18.8

5% 10 23.8
Clorhexidina 0.12% 10 25.7
100% 10 30.6

FUENTE: Datos proporcionados por el investigador

Se observa que todos los extractos presentaron efecto distinto, a mayor concentracion
mayor efecto antibacteriano, teniendo mayor efecto antibacteriano el extracto de

Thymus vulgaris(Tomillo) al 100%.
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Tabla 7 Comparacion del Tamafio de los halos de inhibicion (en mm) segin grupo

de tratamiento.

Grupos de Subconjunto para a= 0.05
Tratamiento

n 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Etanol 70% 10 8.6

romero 25% 10 104
tomillo 25% 10 11.2
Tomilloy 10 15.7
Romero 25%
romero 50% 10 16.8
tomillo 50% 10 18.8
Tomilloy 10 21.3
Romero 50%
tomillo 75% 10 23.8
romero75% 10 25.3
Clorhexidina 10 25.7
0.12%
tomillo 100% 10 30.6
31
Tomillo 75% 10
romero 100% 10 33.8
romero y 10 38.9

tomillo 100%

FUENTE: Datos proporcionados por el investigador

Todos los extractos presentaron efecto distinto, a mayor concentracion mayor efecto

antibacteriano, teniendo mayor efecto antibacteriano el extracto hidroetandlico mixto

de romero y tomillo al 100%.
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5.2 Andlisis de resultados

En esta investigacion se determind el efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico

mixto de Rosmarinus officinalis Y Thymus vulgaris sobre cepas

Streptococus mutans atcc 25175. Los resultados demostraron que hubo efecto
antibacteriano en todas las concentraciones. Observandose diferencias estadisticas
significativas, con un promedio creciente en los halos de inhibicion. Para la medicién
de los halos se utilizé una regla vernier digital y para la recoleccién de datos después

de haber realizado el enfrentamiento microbiol6gico se utiliz6 una ficha de datos.

Se evaluaron cuatro concentraciones (25%,50%,75%,100%), a mayor concentracién
utilizada de la preparacion mixta del extracto hidroetanélico de Rosmarinus officinalis
y del extracto hidroetandlico de Thymus vulgaris (Tomillo) sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175, mayor fue el efecto antibacteriano.

Debido a la formacion de halos de inhibicion del crecimiento superior al control
positivo clorhexidina 0.12%, estos estudios concuerdan con la tesis de Loja M S Enel

cual el efecto antibacteriano in vitro de un colutorio elaborado con extracto alcohdlico
de Rosmarinus officinalis L. (romero) sobre Streptococcus mutans y Enterococcus
faecalis. Se concluyo que tenia efecto antibacteriano debido a la formacidn de los halos
de crecimiento que fueron mayores al control positivo clorhexidina 0.12%, a mayor
concentracion del colutorio con extracto de Rosmarinus officinalis L. (romero) menor
es el botdn de crecimiento de Streptococuus mutans. Igual que presenta mayor efecto
antibacteriano a mayor concentracion. Por otro lado se evidencia similitud con el

RlO

estudio de Rocha , quien determind el Efecto antibacteriano in vitro del aceite
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esencial del Rosmarinus officinalis (romero) sobre el Streptococcus mutans ATCC
25175 .observandose que a mayor concentracion de aceite esencial de Romero hubo
aumento de los promedios de los halos de inhibicion de crecimiento antibacteriano del
Streptococcus mutans, concluyendo al igual que el presente estudio, que no solo
presenta efecto antibacteriano ,sino que también a mayor concentracion mayor es el

efecto antibacteriano; considerando que las concentraciones utilizadas fueron

semejantes. Asi mismo coincide Turca.T 29 En su estudio determind la efectividad

antibacteriana del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis contra
microorganismos presentes en la flora salival .en los resultados se encontrd
estadisticamente diferencias significativas entre los diametros de los halos de
inhibicion de las diferentes concentraciones de los extractos se encontraron halos de
inhibicién mayores a 9,5 mm con diametros promedios que varian entre 12,47 a 20,56
mm; como maximo halo de inhibicion 32 mm: al igual que en el presente estudio se
observa que los diametros de los halos aumentan segin aumente la concentracién, con
un maximo halo de inhibicion de 33.8 mm del extracto hidroetandlico de Rosmarinus

G32

officinalis frentre al del Streptococcus mutans .Por otro lado Marin ,en su

investigacion concluyo que el extracto acuoso de romero aplicado al 100% en una cepa
de S. mutans no mostré un halo mayor a 6.15mm sobre el Streptococcus mutans, a
diferencia del presente estudio ese obtuvo efecto antibacteriano con un halo de
33.8mm debido a que los Extractos Acuosos son extractos liquidos cuyo solvente es

el agua, por lo cual presentan menor efecto que los extractos hidroetandlicos.

38



VI. CONCLUSIONES

» Todas las concentraciones del extracto hidroetanolico mixto de Rosmarinus
officinalis (Romero) y Thymus vulgaris (Tomillo) presentan efecto antibacteriano

sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

» Todas las concentraciones del extracto hidroetanolico de Rosmarinus officinalis
(Romero) presentan efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans

ATCC 25175.

» Todas las concentraciones del extracto hidroetandlico de Thymus vulgaris
(Tomillo) presentan efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans

ATCC 25175.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS:

» Tomar en cuenta el estudio realizado para que puedan servir como bases para
futuros productos odontoldgicos, ya que la preparacion mixta del extracto
hidroetandlico de Rosmarinus officinalis y del extracto hidroetandlico de Thymus
vulgaris (Tomillo) muestra un alto efecto antibacteriano.

» Realizar estudios para determinar las Concentraciones Minima Bactericida (MBC)
y Minima Inhibitorias (MIC) del extracto hidroetan6lico Thymus vulgaris
(Tomillo) y del extracto hidroetandlico de Rosmarinus officinalis (romero)

» Realizar estudios del extracto hidroetanélico de Thymus vulgaris (Tomillo) para
que puedan servir como bases para futuros productos odontoldgicos, ya que son

pocos los estudios realizados.
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ANEXOS



Anexo 1

Gréafico 1. Comparacion del efecto antibacteriano de las cuatro concentraciones del
extracto hidroetanolico mixto de Rosmarinus officinalis (Romero) y Thymus vulgaris

(Tomillo) sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
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FUENTE: Datos proporcionados por el investigador

Se observa los promedios del halo de inhibicion de las concentraciones del extracto
hidroetandlico de Rosmarinus officinalis (Romero), se observa efecto antibacteriano
del extracto hidroetanolico de Rosmarinus officinalis (Romero) sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 en todas la concentraciones .Al 25% 10.mm, 50%
16,8 mm, 75% 25,3mm, 100% 33,8 mm. Los resultados obtenidos indican a mayor

concentracion mayor efecto antibacteriano.

47



Anexo 2

Grafico 2.

Comparacion del efecto antibacteriano las cuatro concentraciones del extracto
hidroetandlico del Rosmarinus officinalis(Romero) sobre cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175.
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FUENTE: Datos proporcionados por el investigador

Se observa los promedios del halo de inhibicién de las concentraciones del extracto
hidroetandlico de de Thymus vulgaris (Tomillo) sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175 en todas las concentraciones. Al 25% 11,2mm, 50% 18,8 mm, 75%
23,8mm, 100% 30,6 mm. Los resultados obtenidos indican a mayor concentracion

mayor efecto antibacteriano.
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Anexo 3

Grafico 3. Comparacion del efecto antibacteriano de las cuatro concentraciones del
extracto hidroetanolico de Thymus vulgaris (Tomillo) sobre cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175
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FUENTE: Datos proporcionados por el investigador

Se observa los promedios del halo de inhibicion de las concentraciones de la
preparacion mixta del extracto hidroetanélico de Rosmarinus officinalis y del extracto
hidroetandlico de Thymus vulgaris (Tomillo) sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175. Se observa efecto antibacteriano en todas las concentraciones. Al 25%
halo de 15,7 mm; 50% halo de 21,3 mm;75% halo de 31 mm15,7; 100% halo de 38,
9; grupo control negativo etanol al 70% con un halo de 8,6mm; grupo control positivo
clorhexidina 0.12% con un halo de 25,7%. Los resultados obtenidos indican que a

mayor concentracion mayor efecto antibacteriano.
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Anexo 4

CERTIFICADO DE PLANTA ORGANICA

|
|
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Anexo 5

CERTIFICADO DE PLANTA ORGANICA

EL DIRECTOR DEL INSTITUTO DE LA PAPA Y CULTIVOS \

ANDINOS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO

Hace constar que:

Las plantas de Thymus vulgaris (L.) “Tomillo”, quc crecen dentro del drea de
mvestigacion del Instituto, sito cn ¢l Campus de la Ciudad Universitana, Universidad
Nacional de Trujillo, son cultivadas de manera natural sin el uso de fertilizantes

quimicos, ni plaguicidas, catalogandosc como un cultivo organico.

‘Trupllo, 15 de diciembre del 2017,
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Anexo 6

CONSTANCIA DE LA QUIMICO FARMACEUTICA

—

CONSTANCIA

Yo, Marili Roxana Soto Vasquez Docente investigador, doctora en
farmacia y bioquimica, de la facultad de farmacia y bioquimica de la

Universidad Nacional de Trujillo.

Mediante el presente dejo constancia de estar asesorando a la alumna
Yvis Pamela Vigil contreras, en la parte de la elaboracion de los
extractos del proyecto de investigacion titulado “EVALUACION DEL

EFECTO ANTIBACTERIANO DE LA COMBINACION DEL EXTRACTO

ETANOLICO A BASE DE Rosmarinus officinalis Y Thymus vulgaris SOBRE

EL CRECIMIENTO DE Streptococus mutans ATCC 25175”

Trujillo 11 de octubre de 2017

Marili Roxana Soto Vasquez

Docente investigador
De la facultad de farmacia y bioquimica

De la Universidad Nacional de Trujillo.
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Anexo 7

CONSTANCIA DE LA MICROBIOLOGA

CONSTANCIA

Yo, Manuela Natividad Lujan Velasquez, Bidlogo — Microbidlogo docente de la
Escuela de Microbiologia y Parasitologia, de la Facultad de Ciencias Bioldgicas

de la Universidad Nacional de Trujillo, con registro del CBP N°® 2132.

Mediante la presente dejo constancia de estar asesorando a la alumna Yvis
Pamela Vigil Contreras, en la parte microbiolégica planteada en el proyecto de
investigacion titulado “EVALUACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DE LA
COMBINACION DEL EXTRACTO ETANOLICO A BASE DE Rosmarinus
officinalis (Romero) y Thymus (Tomillo) SOBRE EL CRECIMIENTO DE

Streptoccocus mutans ATCC 25175",

Manuela Natividad Lujan Velasquez
Docente de la Escuela de Microbiologia y Parasitologia

Universidad Nacional de Trujillo.

Dra. Manuela Natividad Lujén Veldsquaz
CATEDRA DE INMUNOLOGIA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRURLO
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Anexo 8

RECIBO IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LAS ESPECIES

VEGETALES

DESGLOSABLE

Apellidos y Nombres:_Yigi CenTecppns  Yuis Panern

DNI_ 48675695

Objeto de la Selicitud: (Indicar en forma clara lo que solicita y detallar documentos que adjunta)

‘DB‘{{r mioan

tien TOXDNomita

de 9 ?la nlas

N° Procedimiento del TUPA : ] L‘ 2

Peclbo N = | ASO- 400-+
15T -1s0-49

Z

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
FACULTAD U OFICINA Hy:_ beyio HUTT
FECHAGY 1] 12013 HORA: q-z‘_ S
RECEPCIONISTA: £ [ ':M—f_}"z -
automatico || sa [ b,\,.fj'D

e

[ [ )
PLAZO ATENCION (Segiin TUPA):_CfiPedesn ]"

2%

REGISTRO___ FIRMAS. [

DISTRIBUCION GRATUITA
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Anexo 9

o L
& WYayemy ¥,

S HUTS Herbarium Truxillense (HUT)
Y Universidad Nacional de Trujiilo
Facultad de Ciencias Biolégicas

Ir. San Martin 392, Trujillo - Per

f et

Constancia N* 89 - 2017. HUT

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD

NACIONAL DE TRUJILLO

Da Conslancia de Ia determinacién taxondmica de un (02) especimenes

vegetales:
Clase: Equisctopsida Clase: Equisctopsida
Subclase: Magnoliidae Subclase: Magnoliidae |
Super Orden: Asteranae Super Orden: Asteranae
Orden: Lamiales Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae Familia: Lamiaceae
Género: Rosmarinus Género: Thymus
Especie: R. officinalis 1. Especie: T. vulgaris |
Nombre vulgar: “romero” Nombre vulgar: “tomilio”

Muestra alcanzada a este despacho por YVIS PAMELA VIGIL CONTRERAS,
dentificado con DN N*48675695, con domicilio legal en Pasaje Arequipa # 624
Urb. Palermo - Trujilio; estudiante de la Facultad de Odontologia de 1a Universidad
Catolica Los Angeles de Chimbote, cuya determinacion taxondmica servira para la
realizacién del Proyecto de Tesis para optar Titulo de Cirujano Denlista
“Evaluacion del efecto antibactenano de la combinacion del extracto etandlico a
base de Rosmarinus officinalis “romero” y Thymus wvulgaris “tomillo” sobre el
Grecimiento de Streptoccus 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: herbarivmtruxillensehut@yahoo.com o
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Anexo 12

Pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk

Romero (Halos en mm) Estadistico gl p

25% 0.8660 10 0.0898
50% 0.8582 10 0.0727
75% 0.8303 10 0.0516
100% 0.8370 10 0.0578

Pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk

Thymus vulgaris "Tomillo"

(Halos en mm) Estadistico gl p

25% 0.8621 10 0.0781
50% 0.8322 10 0.0566
75% 0.8469 10 0.0596
100% 0.8933 10 0.1847

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Romero y Tomillo Estadistico al p

25% 0.8721 10 0.1057
50% 0.8562 10 0.0688
75% 0.8733 10 0.1091
100% 0.8489 10 0.0674
Clorhexidina 0.12% 0.8371 10 0.0579
Etanol 70% 0.8159 10 0.0527
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Anexo 13

Para medirlos halos de inhibiciondecada tratamiento se utilizouna regla Mitutoyo

digital Vernier caliper 0 150 mm /0.01 mm métrico/pulgada Calibre196.500-30con

ISO de calidad 17025.

Mitutoyo
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Anexo 14

Rosmarinus officinalis (Romero) y Thymus (Tomillo)

Las plantas de Rosmarinus officinalis (Romero) y Thymus vulgaris(Tomillo) fueron

cultivadas en el biohuerto de Trujillo
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Anexo 15
RECOLECCION

Se recolecto 1 Kg de las hojas de Rosmarinus Officinalis (Romero) se realizé en el

biohuerto de la facultad de educacion de la Universidad Nacional de Trujillo
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Se recolecto 1 kg de las hojas de Thymus vulgaris (Tomillo) se realiz6 en el biohuerto

de la Universidad Nacional de Trujillo
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Anexo 16

» LAVADO
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Anexo 17

> DESINFECCION

Se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.5%. Aplicando una gotas
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Anexo 18

Se procedio a desinfectar cada una de las hojas Rosmarinus officinalis (Romero) y
Thymus vulgaris (Tomillo)




Anexo 19

» SECADO

Las hojas de ambas muestras vegetales fueron colocadas en papeles Kraft, y se llevaron
a secar a una estufa de circulacion de aire por conveccion forzada (40 C) por 48 horas

Las hojas de Rosmarinus officinalis (Romero) Thymus vulgaris (Tomillo) fueron
colocadas en papeles Kraft para el secado
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Anexo 20
» SECADO:

Las hojas Rosmarinus officinalis (Romero) Thymus vulgaris (Tomillo)) Se llevaron a
secar a una estufa de circulacion de aire por conveccion forzada (40 C) por 48 horas
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Anexo 21

Las hojas de las plantas de Rosmarinus officinalis (Romero) Thymus vulgaris
(Tomillo)después de 48 horas de haber estado en la estufa de circulacion de aire por

conveccién forzada (40 C)
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Anexo 22

Después de 48 horas de haber estado en la estufa de circulacion de aire por conveccion
forzada (40 C), Se separé las hojas de Rosmarinus officinalis (Romero) Thymus
vulgaris (Tomillo) de los tallos
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Anexo 23
» PULVERIZACION

Luego de pulverizar con el mortero las hojas de Rosmarinus officinalis (Romero)
Thymus vulgaris (Tomillo)son pulverizadas con el molino
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Anexo 24
» TAMIZAJE

Las hojas de Rosmarinus officinalis (Romero) Thymus vulgaris (Tomillo) son

pulverizadas y tamizadas a través del tamiz de malla N° 20
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Anexo 25

ALMACENAMIENTO: El polvo de las hojas de ambas muestras vegetales serd
guardado en sus respectivos frascos de vidrio de color &mbar de boca ancha.

Utilizamos 100 gramos cada vegetal Vaciando el Rosmarinus
para los extractos etanolitos Officinalis (Romero)
ulverizado. ,
—_— g

. . B
Medimos en el alcoholimetro el J Agregamos el alcohol al 70%

porcentaje del alcohol al 70% para el macerado

69



AnNexo 26

Moviendo para que la mezcla sea homogenea de las hojas de romero
y Thymus (Tomillo)

Moviendo para que la mezcla sea homogénea de las hojas Rosmarinus officinalis
(Romero) Thymus vulgaris (Tomillo)

Macerado después de 7 dias
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Anexo 27

Preparacion de las concentraciones del extracto hidroetandlico de Rosmarinus

officinalis (romero) y extracto hidroetanolico de Thymus vulgaris (tomillo).
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Anexo 28

PROCEDIMIENTO MICROBIOLOGICO

~ Observacion de la bacteria S.
t mutans ATCC 25175

> .
EVALUACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO MEDIANTE
EL METODO DE KIRBY BAUER

l' S. mutans ATCC 25175 en

~S. mutans ATCC 25175 en agar
caldo BHI

Muller Hinton
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Anexo 29

Estandarizacion del in6culo de S. mutans ATCC 25175

~La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo Brain
Heart Infusion (BH) | se sembrard en Agar TSA, se incubard bajo
- condiciones de microanaerobiosis a 370C durante 24 horas

Estandarizacion del in6culo de S. mutans ATCC 25175

Se diluye en caldo Brain Heart Infusion (BHI) o solucién salina fisiolégica
esteril hasta obtener una turbidez
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Anexo 30
Inoculacion de las placas

Se toma una alicuota de 100 ul y se coloca en cada una de las placas con Agar Miller
Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuira la suspension
para asegurar una distribucién uniforme del inoculo en la placa
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Anexo 31
LECTURA DE LOS RESULTADOS

Control positivo

Thymus vulgaris (tomillo).
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Anexo 32

Rosmarinus officinalis (romero)

Rosmarinus officinalis (ROMERO) Y Thymus vulgaris
(TOMILLO)
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