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4. Resumeny abstract
Resumen

El objetivo de la investigacion fue determinar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis (romero) frente al crecimiento del
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote, Provincia del Santa,
Departamento de Ancash, afio 2019. Tipo de estudio: Fue de tipo cuantitativo,
experimental, prospectivo, transversal y analitico, de nivel explicativo y de disefio
experimental puro, de grupos en paralelo. Poblacion/muestra: Se conformo por
40 muestras de Rosmarinus officinalis divididos en 5 grupos de concentraciones,
al 50%, 75%, 100%, asi como para Gluconato de clorhexidina al 2% y para Buffer
fosfato salino (PBS), determinados por muestreo no probabilistico por
conveniencia. Material y método: Se elabord el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis en tres concentraciones, luego se prepararon los discos de papel filtro
Whatman y se colocaron en placas de Miiller Hinton (AMHG) inoculadas con
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175; se midieron los didmetros de los
halos de inhibicion y la informacion se registré en una ficha de recoleccion de
datos. Resultados: EI mayor rango de efectividad presenta la concentracion
Rosmarinus officinalis al 100% (27,38), seguido del control positivo Clorhexidina
(26,25) luego Rosmarinus officinalis al 75% (21,38); seguido del Rosmarinus
officinalis al 50% (9.25) y con menor efecto el control negativo PBS (buffer fosfato
salino) con una media de 0. Conclusion: El aceite esencial de Rosmarinus
officinalis (romero) presenta efecto antibacteriano en concentraciones de 50%,
75% y 100% sobre la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Palabras clave: Clorhexidina, Efecto antibacteriano, Rosmarinus officinalis,

Streptococcus mutans.
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Abstract

The objective of the research was to determine the antibacterial effect of the
essential oil of Rosmarinus officinalis (rosemary) against the growth of
Streptococcus mutans ATCC 25175, District of Chimbote, Province of Santa,
Department of Ancash, year 2019. Type of study: It was quantitative.
experimental, prospective, cross-sectional and analytical, of an explanatory level
and of pure experimental design, of groups in parallel. Population/sample: It was
made up of 40 samples of Rosmarinus officinalis divided into 5 concentration
groups, 50%, 75%, 100%, as well as 2% Chlorhexidine gluconate and Saline
phosphate buffer (PBS), determined by sampling non-probabilistic for
convenience. Material and method: Rosmarinus officinalis essential oil was
made in three concentrations, then Whatman filter paper discs were prepared and
placed in Muller Hinton plates (AMHG) inoculated with Streptococcus mutans
ATCC 25175 strains; The diameters of the inhibition halos were measured and the
information was recorded on a data collection sheet. Results: The highest range of
effectiveness presents the Rosmarinus officinalis concentration at 100% (27,38),
followed by the Chlorhexidine positive control (26,25) then Rosmarinus officinalis
at 75% (21,38); followed by Rosmarinus officinalis at 50% (9.25) and with less
effect the negative control PBS (phosphate buffered saline) with a mean of 0.
Conclusion: The essential oil of Rosmarinus officinalis (rosemary) presents
antibacterial effect in concentrations of 50%, 75 % and 100% on the Streptococcus
mutans ATCC 25175 strain.

Key words: Antibacterial effect, Chlorhexidine, Rosmarinus officinalis,

Streptococcus mutans.
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Introduccion

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la caries dental es una de las
enfermedades multifactorial con mayor prevalencia a nivel mundial. El
Streptococcus mutans es una de las primeras bacterias colonizadoras de boca, se
considera como la especie mas frecuentemente aislada en la placa dentobacteriana.
Por consiguiente, el hecho de reconocer a Streptococcus mutans como el
microorganismo mas importante en la iniciacion de la caries, conduce a disefiar

medidas de prevencion dirigidas hacia la eliminacion o disminucion de este.*?

Actualmente, el uso de plantas medicinales estd innovando la medicina, esto
debido a su potencial terapéutico proveniente de sus metabolitos, ademas son de
bajo costo y eficaces sobre diversas enfermedades. La medicina tradicional, a partir
de las plantas y sus propiedades antimicrobianas, van confirmando que permiten

combatir a los agentes patogenos.*

Segun la OMS, el uso de la medicina tradicional es una practica comun alrededor
del mundo, debido a que el 80% de la poblacion de los paises en desarrollo recurre
a la medicina tradicional, el 48% en Australia, 75% en Francia, 70% en Canada,

42% en EE UU, 38% en Bélgica y 40% en China.’

En estudios internacionales, para Garcés E. (Ecuador, 2019)® existe efecto
inhibitorio del aceite esencial de Rosmarinus officinalis (Romero) vs Caléndula
officinalis sobre cepas de Streptococcus mutans: estudio in vitro (p=0,00). Naranjo
A. (Ecuador, 2019)" concluy6 que el aceite esencial de Thymus vulgaris L.
(Tomillo) y Rosmarinus officinalis (Romero) en concentraciones de 25%, 50%,

75% y 100%, tiene efectividad frente a cepas de Streptococcus mutans.



A nivel nacional, Garcia J. (Trujillo, 2020)8 concluyé que el aceite esencial de
Rosmarinus officinalis al 100% (36,66mm) tuvo mayor efecto antibacteriano que
la amoxicilina (33,93mm) sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Céceres R, Ramirez D. (Lima, 2019)° demostré que el Rosmarinus officinalis L.
(Romero) al 75% (10,80mm) y al 100% (13,70mm) tuvieron efecto antibacteriano

sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Ante lo sustentado se formuld el enunciado del problema ;Cuél es el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) frente al
crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote,
Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019? El objetivo general fue,
determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus officinalis
(romero) frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de
Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019. Y los
objetivos especificos fueron, determinar la efectividad antibacteriana del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis al 50%, 75% y 100% frente al crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175; y comparar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis con la Clorhexidina al 2% y el PBS (buffer
fosfato salino) frente al crecimiento del Streptococcus mutans ATCC 25175,

Distrito de Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019.

La investigacion posee justificacién académica importante, ya que hoy en dia, la
medicina natural sigue siendo utilizada como tratamiento médico general.
Asimismo, es conveniente, porque sirvio para determinar el efecto antibacteriano
del aceite esencial de Rosmarinus officinalis. Posee relevancia social, dado que

benefici6 a todos los profesionales con actualizacion de informacién; a la vez, sirve



como antecedentes para futuras investigaciones. Posee implicancias practicas y
relevancia metodoldgica, ya que permitio generalizar los resultados a nociones méas

profundas y adaptd un instrumento validado que ayudoé en la recoleccion de datos.

La investigacion se desarroll6 en las instalaciones del Laboratorio de
Farmacotécnia de la ULADECH Catdlica de Chimbote, se establecié un tipo de
investigacion cuantitativo, experimental, prospectivo, trasversal y analitico, de
nivel explicativo y de disefio experimental puro de grupos en paralelo, se evaluaron
40 muestras de Streptococcus mutans ATCC 25175 divididas en cinco grupos, a
quienes se le aplico el aceite de Rosmarinus officinalis en concentraciones del
50%, 75% y 100%, los datos se registraron en una ficha de recoleccion de datos;
demostrando mayor efectividad la concentracién Rosmarinus officinalis al 100%
(27,37), seguido del control positivo Clorhexidina (23,24) luego Rosmarinus
officinalis al 75% (21,37), al 50% (9,25) y el control negativo PBS (buffer fosfato
salino) (0). Se concluy6 que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero)
presenta efecto antibacteriano en concentraciones de 50%, 75% y 100% sobre la

cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

La investigacion consta de tres partes, la primera inicia con la introduccion
(problematica, enunciado del problema, objetivos, justificacion); seguido por la
revision de la literatura (antecedentes, bases tedricas); la tercera parte es la
metodologia, donde detalla el tipo, nivel y disefio de investigacion, poblacion y
muestra, operacionalizacion de variables; técnica e instrumento de recoleccion de
datos, plan de analisis, matriz de consistencia y principios éticos. Al final, los

resultados, analisis de resultados, conclusiones y las recomendaciones.



Revision de la literatura

2.1. Antecedentes

Internacional

Vasquez G, Guardia G.2° (Chile, 2021) en su estudio, Efecto antibacteriano
del aceite de romero (Rosmarinus officinalis) sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175: un estudio in vitro. Objetivo: Determinar la efectividad
antibacteriana del aceite de romero (Rosmarinus officinalis) sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175: un estudio in vitro. Metodologia: Se
realiz6 un estudio experimental de corte transversal in vitro. La muestra se
conformo por 12 repeticiones para concentraciones de aceite de romero al 25
%, 50 %y 75 %, penicilina G procaina como control positivo. Resultados: El
halo de inhibicion para el aceite de romero al 25% fue 17,0%, para la
concentracion al 50% fue 21,8mm y para la concentracion al 75% el halo
promedio fue de 22,0mm; en el control positivo fue 14,25mm. Conclusion:
Todas las concentraciones de aceite de Rosmarinus officinalis (romero)
mostraron un efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC

25175.

Garcés E.° (Ecuador, 2019) en su estudio, Efecto inhibitorio del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis (Romero) vs Caléndula officinalis sobre
cepas de Streptococcus mutans: estudio in vitro. Objetivo: Determinar el
efecto inhibitorio del aceite esencial de Rosmarinus officinalis (Romero) al
50% vs Caléndula officinalis al 50% sobre cepas de Streptococcus mutans, en

tiempos determinados entre las 24 y 48 horas. Estudio in vitro. Metodologia:



Se realiz6 un estudio experimental in vitro. La muestra se conformé por 15
repeticiones del aceite esencial del 50%, de los dos aceites esenciales, el
control positivo Clorhexidina 0,12% y control negativo suero fisioldgico.
Resultados: El halo inhibitorio de Caléndula officinalis al 50% fue 10,40mm,
la media de Rosmarinus officinalis (Romero) al 50% fue 7,33mm y la media
del suero fisiologico fue 6,00 constante. Al comparar los grupos, el mayor
efecto tuvo Caléndula officinalis al 50%, seguido de Rosmarinus officinalis
(Romero) al 50% Yy sin algun efecto el suero fisiologico. La prueba Kruskal
Walis mostro una significancia p=0,000. Conclusiéon: El aceite esencial de
Calendula officinalis presenta mayor efecto inhibitorio frente al aceite

esencial de Rosmarinus officinalis sobre cepas de Streptococcus mutans.

Naranjo A.” (Ecuador, 2019) en su estudio, Efecto inhibidor del aceite
esencial de Thymus vulgaris L. (Tomillo) y Rosmarinus officinalis (Romero)
en diferentes concentraciones frente a cepas de Streptococcus mutans.
Objetivo: Determinar la efectividad inhibitoria del aceite esencial de Thymus
vulgaris L. (Tomillo) y Rosmarinus officinalis (Romero) en diferentes
concentraciones frente a cepas de Streptococcus mutans en un tiempo de
incubacién de 24 y 48 horas de exposicion. Metodologia: Se realiz6 un
estudio experimental e in vitro. La muestra se conformd por 15 repeticiones
para cada uno de los grupos experimentales al 2%, 50%, 75% y 100% ademas
del control positivo (clorhexidina al 0.12%) y el control negativo (agua
destilada). Se realizo pruebas no paramétricas Kruskall-Wallis y Wilcoxon,
bajo un nivel de confianza del 95%. Resultados: El halo de inhibicién

promedio del Thymus vulgaris L. al 100% fue 16,86mm. EIl halo de inhibicién



promedio del Rosmarinus officinalis al 25% fue 7,00mm, la media del
Rosmarinus officinalis al 50% fue 8,00mm, la media del Rosmarinus
officinalis al 75% fue 10,06mm y la media del Rosmarinus officinalis al 100%
fue 13,47mm. Para el control positivo Clorhexidina 0,12% la media fue
13,46mm; y en el control negativo suero fisioldgico fue 6,00mm. Al comparar
con el control positivo, el efecto inhibitorio aceite esencial de Thymus vulgaris
(Tomillo) al 100% y el Rosmarinus officinalis al 100% son superior a la
Clorhexidina al 0,12%. Prueba de Kruskal-Wallis muestra una significancia
p=0,000 que aceptd la hipdtesis de investigacion. Conclusion: El aceite
esencial de Thymus vulgaris L. (Tomillo) y Rosmarinus officinalis (Romero)
en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%, tiene efectividad frente a
cepas de Streptococcus mutans en un tiempo de incubacion de 24 y 48 horas

de exposicion.

Salas S.!! (Ecuador, 2017) en su estudio, Efecto antibacteriano del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis vs clorhexidina sobre cepas de
Streptoccocus mutans. Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano del
aceite esencial de Rosmarinus officinalis, vs clorhexidina sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC® 35668. Metodologia: Se realiz6 un estudio
experimental in vitro, comparativo. La muestra se conform6 por 15
repeticiones del aceite esencial de Rosmarinus officinalis en concentraciones
del 25%, 50% 75% y 100% con la clorhexidina al 0,12% y el suero fisioldgico.
Resultados: El halo inhibitorio de Rosmarinus officinalis al 50% fue 6,00mm,
al 50% fue 6,73mm, al 75% fue 9,27mm y al 100% fue 12,40mm; en el control

positivo clorhexidina al 0,12% la media fue 13,67mm y en el suero fisiologico



fue 6,00 constante. Al comparar los grupos, el mayor efecto tuvo Caléndula
officinalis al 50%, seguido de Rosmarinus officinalis (Romero) al 50% y sin
algin efecto el suero fisioldgico. La prueba Kruskal Wallis mostré una
significancia p=0,000. Al comparar los grupos la clorhexidina al 0,12%
presentd mayor efecto, seguido del aceite al 100%. Conclusion: El aceite
esencial de Rosmarinus officinalis presenta efecto inhibitorio sobre cepas de
Streptococcus mutans, sin embargo, la clorhexidina al 0,12% obtuvo mayor

efecto.
Nacionales

Garcia J.2 (Trujillo, 2020) en su estudio, Efecto antibacteriano del aceite
esencial de Rosmarinus Officinalis (Romero) sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175 comparado con amoxicilina in vitro. Objetivo: Determinar la
actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de Rosmarinus officinalis
sobre Streptococcus mutans comparado con amoxicilina. Metodologia: Se
realizé un estudio experimental in vitro. La muestra se conformé por 10 placas
Petri para la concentracion al 100%, 75%, 50%, y 25%, también para el control
amoxicilina y DMSO. Resultados: El halo de inhibicion promedio para la
concentracion Rosmarinus officinalis al 25% fue 19,38mm, al 50% fue
27,59%, al 75% fue 33,52mm, al 100% fue 36,66mm; para el control
amoxicilina fue 33,93mm y para el control negativo DMSO fue 0,00mm. Al
comparar los grupos, el mayor efecto lo produjo la concentracién al 100%,
luego son similares la amoxicilina y el aceite al 75%; luego el aceite al 50%,
el aceite al 25% vy el control negativo sin algin efecto. La prueba ANOVA

(p=0,00) aceptd la hipotesis de investigacion. Conclusion: El aceite esencial



de Rosmarinus officinalis tiene mayor efecto antibacteriano que la amoxicilina

in vitro.

Céceres R, Ramirez D.° (Lima, 2019) en su estudio, Efecto antibacteriano,
in vitro, del extracto etandlico del Arthemisia absinthium . (ajenjo) y
Rosmarinus officinalis |. (romero) en cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175. Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano, in vitro, del extracto
etanolico del Arthemisia absinthium I. (ajenjo) y Rosmarinus officinalis 1.
(romero) en cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Metodologia: Se
realizd6 un estudio experimental, de nivel exploratorio con enfoque
cuantitativo. La muestra se conformé por 10 placas Petri para el extracto
etandlico Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y para Rosmarinus officinalis L.
(Romero) al 100%, 75%, 50% y 25%; de igual modo para el control positivo
Ciprofloxacino y el control negativo agua destilada. Resultados: El halo de
inhibicion para Arthemisia absinthium L. al 100% fue 15,30mm. La media
inhibitoria para Rosmarinus officinalis al 25% fue 8,80mm, al 50% fue 12,30,
al 75% fue 10,80mm, al 100% fue 13,70mm. La media del control positivo
Ciprofloxacino fue 24,50mm vy para el control negativo agua destilada fue
6,00mm. Conclusion: La concentracion éptima del extracto etandlico del
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero) que
gener0 efecto antibacteriano, in vitro, en cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175 es de 75 % y 100 % ya que se demostré que al 50 y 25 % los
halos de inhibicion son inferiores a 10mm por lo que no se considera efecto

antibacteriano a esas concentraciones.



Leén A.12 (Lima, 2019) en su estudio, Efecto inhibitorio del extracto
etanolico de las hojas de Rosmarinus officinalis (Romero) y el Digluconato de
clorhexidina al 0,05% y 0,12% mas Cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, estudio comparativo in vitro. Objetivo:
Comparar el efecto inhibitorio del extracto etandlico de las hojas de
Rosmarinus officinalis (Romero) y el Digluconato de clorhexidina al 0,05 y
0,12% mas Cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre Streptococcus mutans
estudio comparativo in vitro. Metodologia: Se realizé un estudio de tipo
experimental in vitro, prospectivo y transversal. La muestra se conformo por
21 discos por cada concentracion de Rosmarinus officinalis (Romero) al 25%,
50% y 100% y los grupos controles Digluconato de clorhexidina 0,05y 0,12%
mas Cloruro de Cetilpiridinio 0,05%. Resultados: EI Rosmarinus officinalis
al 100% presenta un diametro promedio de 16,00mm, seguido del extracto al
50% con 15,67mm y el extracto al 25% con 15,19mm. Los controles positivos
de Digluconato de CHX 0,05 y 0,12% mas Cloruro de cetilpiridinio 0,05
tuvieron un promedio de 16,76mm y 16,95mm. Al comparar los grupos se
observa que el control positivo Digluconato de CHX 0,12% mostré6 mayor
efecto, seguido de Digluconato de CHX 0,05%, luego la concentracion al
100%, 75% y 50%. Prueba de Kruskal-Wallis (p=0,000) que rechazé la
hipétesis nula y aceptd la hipétesis de investigacion. Conclusion: El extracto
etanolico de las hojas de Rosmarinus officinalis (Romero) a la concentracion
25, 50 y 100% presenta un efecto inhibitorio estadisticamente significativo

sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.



Janampa E.2 (Lima, 2018) en su estudio, Efectividad in vitro del extracto
etandlico de Rosmarinus officinalis romero frente al Streptococcus mutans
ATCC 25175. Objetivo: Determinar la efectividad inhibitoria in vitro del
extracto etandlico de Rosmarinus officinalis (Romero) frente al Streptococcus
mutans ATCC 25175. Metodologia: Se realizd6 un estudio de tipo
experimental, prospectivo, longitudinal, comparativo. La muestra se
conformé 15 placas Petri por grupo de concentraciones al 25%, 50% y 75%
del extracto de R. officinalis y se comparé con el control positivo clorhexidina
al 0,12% y un control negativo que fue agua destilada. Resultados: El halo de
inhibicidon promedio para la concentracion de Rosmarinus officinalis al 25%
fue 10,83mm, al 50% fue 11,21mm, al 75% fue 12,19mm; y en el control
positivo clorhexidina al 0,12% fue 12,89mm. Al comparar los grupos del
extracto etandlico de Rosmarinus officinalis al 25% y 50% presentan los
valores mas bajos de halo inhibitorio, mientras la clorhexidina los mas altos,
no presentando diferencia significativa al compararla con el grupo RO al 75%.
Conclusion: El extracto etandlico de Rosmarinus. officinalis, presento

actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans ATC25175.

Cubas L. (Trujillo, 2018) en su estudio, Efecto Antibacteriano del Extracto
Etandlico y Acuoso de la Hoja de Rosmarinus officinalis (Romero) sobre
Cepas de Streptococcus betahemolitico del Grupo A comparado con
Ampicilina. Objetivo: Evaluar si el extracto etanolico y acuoso de la hoja de
Rosmarinus officinalis tiene efecto antibacteriano sobre cepas de
Streptococcus betahemolitico del grupo A comparado con ampicilina, estudio

in vitro. Metodologia: Se realiz6 un estudio experimental. La muestra se
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conformé por 20 repeticiones para extracto etanélico de Rosmarinus
officinalis al 25%, 50%, 75% y 100%, asi como para el extracto acuoso.
Resultados: EIl extracto etandlico al 25% presentd un halo inhibitorio
promedio de 22,7mm, al 50% la media fue 27,4mm, al 75% la media fue
30,9mm vy al 100% 35,1mm; en las concentraciones del extracto acuoso al
25%, 50%, 755 y 100% la media fue 20mm para todos los casos. En el control
positivo ampicilina la media fue 35,35mm. Al comparar los grupos, el extracto
etanolico al 100% tuvo efecto similar a la ampicilina, luego los grupos al 75%,
50% y 25% se diferencian. La prueba ANOVA (p=0,000) rechazd la hipdtesis
nula y aceptd la hipdtesis de investigacion. Conclusion: Existe efecto
inhibitorio entre los tratamientos del extracto acuoso de la hoja Rosmarinus
officinalis y la ampicilina sobre las cepas de Streptococcus betahemolitico del

grupo A.

Cueva J.P° (Lima, 2018) en su estudio, Actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Romero (Rosmarinus oficcinalis) frente al crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175 in vitro. Objetivo: Determinar la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de romero (Rosmarinus
officinalis) frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175 in
vitro. Metodologia: Se realizd un estudio de experimental, in Vvitro,
prospectivo, longitudinal y analitico, de nivel explicativo. La muestra se
conformo por 30 placas Petri para la concentracion del aceite de romero al
100%, para el control positivo clorhexidina 0,12% Yy para el control negativo
agua destilada. Resultados: El halo inhibitorio del aceite de romero al 100%

fue 19,3mm; la media de la clorhexidina 0,12% fue 31,9mm; mientras que el
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control negativo agua destilada no registr6 halo de inhibicién. Al comparar los
grupos el aceite en concentracion al 100% tuvo mayor efecto que la
clorhexidina 0,12%. Conclusion: El aceite esencial de Rosmarinus officinalis
(romero) al 100% presenta actividad antimicrobiana in vitro en cultivos de
Agar Muller Hinton frente al crecimiento de cepas de Streptococcus mutans

ATCC 25175.
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2.2. Bases tedricas de la investigacion

2.2.1. Planta medicinal

Es aquel vegetal que elabora productos llamados principios activos, que

son sustancias que ejercen una accion farmacoldgica, beneficiosa o

perjudicial, sobre el organismo vivo, su utilidad primordial a veces

especifica es servir como droga o medicamento que alivie la

enfermedad.'®

A. Principios activos de las Plantas Medicinales

Fenoles y heterodsidos fenolicos: Compuestos fendlicos simples.
Son los compuestos fitoquimicos mas simples y consisten en un
anillo fendlico sustituido. Algunos ejemplos los constituyen el

catecol, el pirogalol y los acidos: cinamico y cafeico.’

Taninos: Constituyen un grupo de sustancias fendlicas poliméricas
y se pueden dividir en hidrolizables y condensables. Se han descrito

mas de 30 taninos que pueden inhibir hongos y bacterias.’

Cumarinas: Son compuestos derivados de la benzo- a-pirona. Tiene
propiedades antiinflamatorias, antitromboticas y vasodilatadoras.
Parece que su mecanismo de accion antimicrobiano es mediante

interaccion con el DNA eucariota.l’

Flavonas y compuesto relacionados. Las flavonas son estructuras
fenolicas que contienen un grupo carbonilo. Constituyen la familia

mas amplia de fenoles naturales. Su actividad frente a los
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microorganismos probablemente se debe a que forman complejos
con las proteinas solubles y extracelulares y con las células de la

pared bacteriana.t’
2.2.2. Rosmarinus officinalis (Romero):

El romero esté relacionado con su origen; en las areas secas y rocosas
cerca de la costa del Mediterrdneo. Rosmarinus officinalis ha sido
utilizado desde la antigtiedad como planta medicinal y para la obtencion

de aceites esenciales.!®1°

El nombre genérico Rosmarinus proviene de la union de dos vocablos
griegos, rhops, arbusto y myrinos, aromatico; que concuerdan
perfectamente con las caracteristicas de la planta; el nombre especifico,

officinalis, expresa su aplicacion como planta medicinal .2

El romero es una planta medicinal cuyo valor estaba determinado por las
creencias propias de cada cultura y época, asi por ejemplo para los griegos
el romero era un simbolo de la eternidad de la vida e inmortalidad, los
romanos lo utilizaban como amuleto en las bodas, simbolo de fidelidad
entre novios y para alejar el mal de ojo o romper la envidia, de la misma
manera conocidas ya sus propiedades medicinales fue utilizado en la
época medieval para purificar habitaciones de enfermos, o como

sahtimo.?°

Se ha mencionado que hace miles de afios atras, los egipcios utilizaron
romero como parte de sus ritos. Se encontraron rastros de la planta en sus

tumbas.?
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Ademas de las multiples propiedades medicinales que se le atribuyeron
al romero, también fue utilizado para elaboraciones de cosméticos, como

colonias de uso exclusivo para la clase real .2
A. Clasificacion Botanica

Reino: Plantae

- Division: Magnoliophyta

- Clase: Magnoliopsida

- Orden: Lamiales

- Familia: Lamiaceae

- Género: Rosmarinus officinalis

Nombre Vulgar: Romero.*®
B. Descripcion Botanica

Es un arbusto aromatico de hoja perenne, perteneciente a la familia de las
labiadas, que presenta un tallo lefioso y muy ramificado de entre 1y 2 m
de altura. Sus hojas, muy abundantes, largas y estrechas, crecen
directamente sobre el tallo sin peddnculo, con unas dimensiones de entre
1.5y 3 cm de longitud por 2 0 3 mm de anchura. Presentan un color verde
oscuro por la cara y una tonalidad blanquecina por el envés. En las plantas
mas jovenes se recubren de abundantes pelos que desaparecen al crecer.

En la zona de unién de la hoja con el tallo nacen los ramilletes floriferos .22

15



Las flores son de color azulado, violaceo o rosa y nacen en forma de
ramilletes en la union del tallo con la hoja, con un tamafio aproximado de
5mm. El fruto mide 1 mm y aparece dentro del caliz en forma de cuatro
pequefias nueces de color pardo. Tienen la corola bilabiada de una sola
pieza. El color es azul violeta palido, rosa o blanco, con céliz verde o algo
rojizo, también bilabiado y acampanado. Son flores axilares, muy
aromaticas y meliferas (contienen miel), se localizan en la cima de las
ramas, tienen dos estambres encorvados soldados a la corola y con un

pequefio diente.??

La floracion se produce en primavera y otofio. El fruto, encerrado en el
fondo del céliz, estd formado por cuatro pequefias nuececitas de color
parduzco. Su reproduccion se produce tanto manualmente mediante

esquejes como de forma natural por semillas.?
. Distribucién geogréfica y Habitat:

El género Rosmarinus es una planta originaria de la zona mediterranea,
se encuentra sobre todo en el sur de Europa, norte de Africa y suroeste de
Asia y variedades en el sur y este de la Peninsula Ibérica; siendo Espafia,
ex Yugoslavia y Tunez los principales paises productores, sin embargo,
en la actualidad el romero esta distribuido en otras partes del mundo,
como en Latinoamérica, entre ellos, paises como Ecuador (en la zona

andina) y Per(. 2%

Su habitat son los espacios cubiertos de matorral mediterraneo,

ubicandose en laderas soleadas y montafiosas cerca del mar y protegido
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del viento. Se extiende por terrenos con sustratos calcareos, asentandose

entre pedregales o0 arenosos con gran permeabilidad, ya que necesita muy

poca humedad para crecer. Sobrevive hasta los 1,500 m de altitud y

soporta temperaturas minimas de 10° C bajo cero. Crece de forma natural

acompafiado de otras plantas aromaticas como tomillos.??

D. Requerimientos de sueloy clima:

Suelo: Prefiere suelos ligeros, bien drenados, medianamente secos y
con limo. Los suelos himedos inhiben su crecimiento. EI pH debe ir

en un rango de 6 a 7.5, con una tolerancia entre 4,5y 8,7.%

Clima: Prefiere pleno sol, pero tolera la semi sombra. En los paises
mediterraneos donde se produce romero, suele crecer en secano sin
riego, ya que luego de establecido las raices profundizan mucho
haciendo a la planta resistente a periodos de sequia. En los paises de
medio este, donde las temperaturas son altas y las lluvias minimas al
borde del mar mediterraneo, el romero deja de crecer durante los
meses secos del verano. El crecimiento normalmente ocurre entre los
2y 35 ° C, siendo su 6ptimo a los 18°C. En su ambiente nativo este
arbusto perenne es capaz de tolerar bajas temperaturas en invierno
hasta -15°C, pero se desarrolla de mejor manera en ambientes mas

protegidos.?®

Generalmente se cultiva como hierba anual en climas muy frios como

aquellos encontrados en Canada y el norte de Estados Unidos.?
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E. Caracteristicas organolépticas de sus productos

Hojas deshidratadas: Deben ser de color verde a verde café, para
uso culinario como especia, se prefieren aquellos productos de hojas
mas cortas y firmes, a fin de no perjudicar la apariencia del producto
a nivel de anaquel de supermercado, por ejemplo.?®

Hoja fresca: Como hoja fresca se utilizan productos de distinto
origen y calidad, priorizando la apariencia y aspecto fresco de una
hierba recién cortada. Otros usos industriales en el area de alimentos
definen sus especificaciones de producto segin el contenido de
esencia u otros principios activos, en desmedro de aspectos
visuales.?®

Esencia o aceite esencial: La esencia de romero, representa entre un
1,5% y 4,0% de las hojas, es de color amarillo a amarillo - verdosa,
con olor a alcanfor, incienso y miel, al aplastar las hojas. La
composicion de su aceite esencial varia segin la procedencia
geografica. Asi se han diferenciado tres quimiotipos diferentes:
cineoliferum (alto porcentaje de 1,8-cineol), camforiferum (con méas
de un 20% en alcanfor) y verbenoniferum (con méas de un 15% en
verbenona).?®

Los componentes principales del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis (romero) en el Pert son: 20% de alcanfor, 2% de 1,8-
cineol, 4% a-pineno y otros monoterpenos como borneol, b-pineno,
limoneno 'y p-cimeno. También encontramos lactonas

sesquiterpénicas (carnosol, rosmanol, epirosmanol, isorosmanol, 7-
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metoxirosmanol, rosmadial); acidos triterpénicos (acido ursolico,
acido betulinico); alcoholes triterpénicos (a y b-amirina, betulina);
acidos fenolicos (cafeico, clorogénico, rosmarinico); 15 - 20% de
flavonoides  (luteolina, apigenina, genkwanina, diosmetina,
hispidulina, 5-hidroxi-7, 4’-dimetoxi-flavona, cirsimaritina) y los
correspondientes heterésidos.?’

F. Composicién Quimica

En el caso de las hojas del romero prevalece un alto contenido de acido
rosmarinico y su derivado rosmaricina, también esta presente el acido
carndsico que se caracteriza por ser inestable, su degradacion se da por
incremento de la temperatura y exposicion a la luz; en presencia de
oxigeno puede oxidarse para formar carnosol, rosmanol, epirosmanol y
7- metil-epirosmanol.?! Aceite Esencial (1- 2.5%) compuesta por
Alcanfor, 1,8 cineol, a-pipeno, monoterpenos como borneol, b- pipeno,
limoneno, cimeno, acetato de bornilo, cafeno, a-terpineol, cariofileno,
eucalipto (flores, tallos y hojas) - Carnosol, rosmanol, epirosmanol,
Hojas Lactonas isorosmanol, rosmaridifenol, sesquiterpénicas
isorosmanol, 7-metoxirosmanol, U rosmadial - Acidos fendlicos;
compuesta por Acido rosmarinico. cafeico, clorogénico, labiatico (Hojas)
- Flavonoides compuesta por Nepetina, nepitrina (hojas, flores y tallos) —
Acidostriterpénicos compuesta por Acido ursélico, acido oleanico
(Hojas) - Alcoholes triterpénicos compuesta por Alfa y beta amirina
(Hojas) - Minerales compuesta por Potasio, magnesio, zinc, cobre (hojas,

flores y tallos) — Taninos (flores, frutos y tallo) - Saponinas (Hojas).??
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G. Principios Activos

Se conoce como principios activos aquellas sustancias producidas por la

planta que intervienen en la actividad medicinal de la misma. En el

romero se han descrito que la mayor parte de los principios activos se

obtienen de sus hojas, y gran parte esta representada por el aceite esencial.

Se han identificado también otros compuestos como terpenoides,

flavonoides y é&cidos fendlicos, que intervienen en las propiedades

farmacoldgicas de la planta.?®

a)

b)

Taninos: Corresponde a un compuesto amargo que produce la planta,
con la finalidad de autoproteccion del medio externo. Este compuesto
le da la caracteristica de astringencia al romero.?® Se menciona que su
accion terapéutica antimicrobiana, estimulacién fagocitica y actividad
antitumoral se relaciona con su capacidad de inactivar adhesinas, asi

como enzimas y proteinas de transporte de las bacterias.*°

Flavonoides: Se trata de pigmentos vegetales no nitrogenados que
intervienen en la respuesta adaptativa y protectora de la planta contra
los rayos ultravioleta, ademés de atraer a los polinizadores.?® Su
actividad antimicrobiana probablemente se relaciona con la
formacion de complejos con proteinas solubles, extracelulares y con
células de la pared bacteriana, que destruyen la misma, todo esto

como respuesta a la infeccion microbiana.®

Aceites esenciales: Es uno de los principios activos del Rosmarinus

officinalis, responsable de la mayor parte de accion medicinal de la
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planta. Se obtiene de las hojas, flores y tallos. Forma parte del grupo
de los terpenoides y se ha descrito que su accion terapéutica
antiséptica 'y antimicrobiana radica en sus componentes,
especialmente el alfa pipeno, alcanfor, 1,8 cineol o eucaliptol,
limoneno, verbenona, canfeno y borneol. Se ha demostrado accién
antimicrobiana del aceite de romero frente a bacterias como
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Asi como también hongos

y Virus y protozoos.?

d) Triterpenos: Se trata de compuestos lipofilicos, siendo los
principales: &cido ursolico y acido oleénico; alcoholes triterpénicos
como alfa y beta-amirina. Su accién antimicrobiana se relaciona con

la capacidad de romper la membrana celular de las bacterias.?®
H. Propiedades Medicinales

Varias propiedades medicinales se le ha atribuido al romero, la mayoria
de ellas comprobadas mediante estudios in vivo con animales o in vitro,
mediante estos ensayos se conoce de manera general que el romero
presenta accion hiperglucemiante (aumenta niveles de glucosa en sangre),
antiséptica, fungistatica, emenagoga (que estimula flujo sanguineo en la
pelvis y en el (tero), colerética (activa la produccion de la bilis),
estimulante del sistema nervioso central, antiinflamatorio, cicatrizante,

analgésico entre otros.?

a) Efectos antiinflamatorios: Se relaciona la accion antiinflamatoria

con el acido rosmarinico, ya que en estudios experimentales mediante
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b)

d)

la aplicacion topica de extractos metandlicos de romero en ratones ha
demostrado reducir el edema e inhibir anafilaxis cutaneas.®!

Efectos antioxidantes: Se ha determinado mediante ensayos in vitro
que compuestos como el rosmanol, carnosol y &cido carnosélico
presentan un efecto antioxidante frente a bacterias como
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y bacterias Gram-negativas

como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.®?

Efectos antiespasmadicos y anticonvulsivantes: En vias biliares e
intestino delgado se le atribuyen al aceite esencial de romero, efectos
antiespasmadicos, que han sido comprobados mediante estudios
experimentales realizados en animales como conejos y cobayos al
administrar noradrenalina; asi también al administrar extracto acuoso
en ratones se comprobd el efecto anti convulsionante, ademas se
considera inotropa positiva, es decir aumenta la fuerza de los latidos

cardiacos.®!

Efecto antimicrobiano: Se asocia la actividad anti fungica y
bactericida al aceite esencial de romero. Mediante ensayos in vitro se
ha determinado susceptibilidad de bacterias como Escherichia coli y
Staphylococcus aureus bacterias que, de interés alimentario, asi
también bacterias como Clostridium perfringens presentaron
inhibicion frente a extractos obtenidos del romero. También se ha
mencionado la susceptibilidad de la bacteria Salmonella typhi frente

a un extracto acuoso de romero .33
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e) Actividad antiviral: El &cido carnosolico inhibe la actividad
enzimatica del virus HIV-1. En estudios realizados in vitro ha
demostrado el extracto seco de romero inhibir la formacién del virus

Herpes simple tipo uno.!8
Efecto Antibacteriano in vitro

Es un proceso por el cual se puede determinar in vitro la potencia de un
extracto antibacteriano en solucion y la susceptibilidad de wun
microorganismo determinado a las concentraciones conocidas de un

farmaco o un extracto de una planta medicinal .*°

Existen estudios sobre el efecto antibacteriano del romero, la mayoria
realizados in vitro, y con especies bacterianas enfocados en biotecnologia,
pero existen pocos estudios probados con bacterias de interés

odontolégico .

Brasil ha sido uno de los paises que mayor atencion ha prestado en cuanto
a la introduccidn de fitoterapia en Odontologia, se evalu6 mediante un
estudio in vitro la accidn antimicrobiana del Rosmarinus officinalis en
extracto hidro-alcoholico, frente a bacterias orales plancténicas como
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus y Lactobacilluscasei mostrando resultados
favorables para las especies ensayadas a excepcion del Streptococcus

mitis.36

El aceite esencial de romero en concentraciones elevadas presenta

actividad anti-adherente y cambios morfoldgicos para hongos como
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2.2.3.

2.24.

Candida albicans.*’

En Perl se han realizado estudios un poco mas especificos, para
determinar la accion antibacteriana del romero en extractos alcohdlicos
en bacterias Gram negativas aisladas de pacientes con periodontitis
crénica, mostrando resultados positivos en concentraciones maximas del

romero.%®

Uso en Odontologia

Nuestro pais esta considerado entre los doce paises de mayor diversidad
biologica de la tierra, sin embargo, solo le damos importancia a la

medicina tradicional .*°

El conocimiento cientifico de ciertas especies es desconocido. En el area
dental solamente se han investigado escasas plantas; en cuanto al romero
solo se utiliza de manera tradicional. Pero en otros paises se han realizado
muchos trabajos con el romero tanto en medicina como en odontologia.
Brasil es uno de los paises que mas ha estudiado al romero siendo
utilizadas en diversas formulaciones farmacéuticas, asi tenemos: los
enjuagues bucales, colutorios, soluciones topicas, pasta dental, entre

otros.%

Contraindicaciones

Se considera que el principio activo del romero carece de toxicidad; sin
embargo, las personas especialmente sensibles pueden experimentar

reacciones alérgicas, especialmente dermatitis por contacto. Asimismo,
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2.2.5.

no es recomendable que las personas con célculos biliares recurran a esta
droga sin consultar previamente con un médico. Esto es debido a que
cuando existe litiasis biliar, un aumento del drenaje de la vesicula biliar
puede ir acompafiado de una obstruccién de los conductos biliares.
Finalmente, aunque la probabilidad de presentar una intoxicacion por el
consumo de infusiones de romero es muy baja, una sobredosis podria
derivar en un cuadro caracterizado por espasmo abdominal, vomitos,

gastroenteritis, hemorragia uterina e irritacion renal .*°

En cuanto, al uso del aceite esencial, en concentraciones elevadas puede
ser toxico para el sistema nervioso central y provocar convulsiones. Por
este motivo, no se recomienda su uso durante periodos de tiempo
prolongados o a dosis mayores a las recomendadas y se debe tener
especial cuidado cuando se usa en nifios. Por via tdpica, la esencia de
romero puede causar dermatitis y eritema en personas hipersensibles. El
romero no debe usarse en el transcurso del embarazo, ya que existe la
posibilidad de que induzca un aborto espontaneo por su posible efecto

estrogénico. Tampoco debe emplearse durante la lactancia.*
Streptococcus mutans

Las bacterias orales pertenecen a una comunidad compleja de numerosas
especies que participan en la formacion de la placa bacteriana (biofilm o
biopelicula) con todas sus funciones, interacciones y propiedades. El
concepto actual contempla que varios microorganismos se incluyen en la

patogénesis de la caries dental (estreptococos del grupo Mutans,
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Lactobacillus spp y Actinomyces spp) de los cuales, Streptococcus

mutans es el agente mas importante asociado a ella.*

El Streptococcus mutans produce acido lactico, acido propidnico, acido
acético y acido férmico cuando metaboliza carbohidratos fermentables
como la sacarosa, glucosa y fructosa. Estos acidos circulan a través de la
placa dental hacia el esmalte poroso, disociandose y liberando
hidrogeniones, los cuales disuelven rapidamente el mineral del esmalte,
generando calcio y fosfato, los cuales, a su vez, difunden fuera del esmalte

(desmineralizacion).*

Se conoce que los causantes principales de las caries son los
Streptococcus del grupo Mutans, asociados con otras bacterias que
pueden modificar el desarrollo de las lesiones. El Streptococcus mutans,
gue ha sido el mas aislado en lesiones cariosas humanas, es el primero en
colonizar la superficie del diente después de la erupcion, su nombre lo
recibe de su tendencia a cambiar de forma, y se puede encontrar como

coco o de forma mas alargada, como bacilo.**

A. Taxonomia.

Dominio: Bacteria.

- Phylu: Firmicutes.

- Clase: Bacilli.

- Orden: Lactobacillales.

- Familia: Streptococcaceae.
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- Género: Streptococcus.
- Especie: Streptococcus mutans.*?
B. Morfologia y caracteristicas en cultivo.

El Streptococcus mutans es un coco Gram positivo, dispuesto en cadena,
no movil, catalasa negativa, productor rapido de acido lactico con
capacidad de cambiar un medio de pH 7 a pH 4.2 en, aproximadamente,
24 horas. Fermentador de glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, inulina y
salicina con la produccién de &cido. Normalmente no desamina la

arginina para producir amoniaco.*

Usualmente no producen ni hemdlisis ni decoloracién en agar sangre, es
principalmente alfa o gamma hemolitico en agar sangre de cordero,
aunque se han reportado unas pocas cepas hemoliticas. Streptococcus
mutans se ha subclasificado en varios tipos con base en las propiedades
inmunoldgicas, bioldgicas y genéticas: los serotipos de Streptococcus
mutans son c, €, f y k. El habitat natural de Streptococcus mutans es la
boca humana. En cavidad oral, las colonias se adhieren muy cerca de la
superficie del diente e igualmente se puede recuperar en lesiones

cariosas.*
C. Factores de virulencia

Cuando se habla de virulencia de un microorganismo, se esta haciendo
referencia a su capacidad de producir dafio, es decir, generar una

enfermedad. Los factores de virulencia son aquellas condiciones o
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caracteristicas especificas de cada microbio que lo hacen patogeno. En el
caso del Streptococcus mutans, los méas involucrados en la producciéon de

caries son:*

= Acidogenicidad: El estreptococo puede fermentar los azucares de la
dieta para producir principalmente &cido lactico como producto final
del metabolismo. Esto hace que baje el pH y se desmineralice el

esmalte dental .*3

= Aciduricidad: Es la capacidad de producir acido en un medio con pH

bajo.*?

= Acidofilicidad: EI Streptococcus mutans puede resistir la acidez del

medio bombeando protones (H+) fuera de la célula.*®

= Sintesis de glucanos y fructanos: Por medio de enzimas como
glucosil y fructosiltransferasas (GTF y FTF), se producen los
polimeros glucano y fructano, a partir de la sacarosa. Los glucanos
insolubles pueden ayudar a la célula a adherirse al diente y ser usados

como reserva de nutrientes.*?

= Sintesis de polisacaridos intracelulares, como el glucgeno: Sirven
como reserva alimenticia y mantienen la produccion de &cido durante

largos periodos atin en ausencia de consumo de azlcar.*

= Produccion de dextranasa: Ademas de movilizar reservas de
energia, esta enzima puede regular la actividad de las

glucosiltranferasas removiendo productos finales de glucano.*®
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D. Sustrato cariogénico

Dentro de los factores que favorecen el desarrollo de la caries dental, uno
de los més estudiados es el consumo excesivo de azucares simples.
Numerosos estudios han demostrado la asociacion entre caries y
carbohidratos refinos o azlcares, especialmente, la sacarosa. Los azlicares
consumidos con la dieta constituyen el sustrato de la microflora bucal y

dan inicio al proceso de cariogénesis.*

La sacarosa, formada por dos monosacéaridos simples: la fructosa y la
glucosa; se considera el mas cariogénico, no sélo porgue su metabolismo
produce acidos, sino porque el Streptococcus mutans lo utiliza para
producir glucano, polisacarido extracelular, que le permite a la bacteria
adherirse firmemente al diente, inhibiendo las propiedades de difusion de

la placa.*
E. 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 algunos
casos se requieren procedimientos estrictamente anaerdbicos.
Afortunadamente, muchas de las especies de estreptococos orales pueden
aislarse de varios sitios usando medios selectivos como el Agar Mitis
Salivarius (MS). En el agar MS, muchos Streptococcus orales muestran
una morfologia caracteristica de las colonias (blanquecinas, de bordes
definidos, colonias firmes muy adherentes al medio de cultivo) lo cual

permite su diferenciacion inicial. El cultivo en agar es considerado como
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el estdndar de oro ya que permite realizar recuentos bacterianos para
establecer proporciones relativas, mediante métodos cuantitativos en

medios no selectivos.?

Actualmente hay 5 medios de cultivo diferentes para el aislamiento de
Streptococcus mutans. Estos son: Agar Mitis Salivarius con bacitracina
(MSB), Agar Mitis Salivarius con bacitracina y kanamicina (MSKB)
Agar glucosa-sacarosa-telurito bacitracina (GSTB) Agar Tripticasa de
soya con sacarosa y bacitracina (TYS20B) y Agar triptona extracto de
levadura cisteina con sacarosa y bacitracina (TYCSB). El agar MS es el
medio mas ampliamente usado para aislar Streptococcus mutans y otras
especies orales de Streptococcus. El agar MS ha sido modificado para ser
mas selectivo en el aislamiento de Streptococcus mutans adicionando
tanta sulfonamida (Agar MC), bacitracina (Agar MSB), polimixina o aun

sacarosa (MS40S).2

Los métodos de recuento de colonias permiten determinar el grado de
colonizacion producida por Streptococcus mutans segln las edades,
siendo de gran utilidad para identificar la poblacién de alto riesgo de
caries dentales y su aplicacion permitiria desarrollar programas de

prevencion en salud oral en poblaciones especificas y vulnerables.?
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I1l.  Hipotesis
Hipotesis de Investigacion:

v" Hi: El aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) tiene efecto
antibacteriano a concentracion de 50, 75y 100% frente al crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote, Provincia del

Santa, Departamento de Ancash, afio 2019.
Hipotesis estadisticas:
Hipdtesis Nula:

v" Ho: El aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) no tiene efecto
antibacteriano a concentracion de 50, 75y 100% frente al crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote, Provincia del

Santa, Departamento de Ancash, afio 2019.
Hipotesis alterna:

v' Hi: El aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) tiene efecto
antibacteriano a concentracion de 50, 75 y 100% frente al crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote, Provincia del

Santa, Departamento de Ancash, afio 2019.
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V.

Metodologia

4.1 Disefio de la investigacion

Tipo de investigacion
Segun el enfoque es cuantitativo

= Segln Hueso A, Cascant J.*° (2012) El tipo de investigacion cuantitativo
se usa cuando el proyecto esta basado en el uso de técnicas estadisticas para
dar a conocer los aspectos de interés (resultados favorables) sobre la

poblacion que se esté estudiando.
Segun la intervencion del investigador es experimental.

= Supo J.%® (2014) Analiza el efecto producido por una o mas variables

independientes sobre una o varias dependientes.
Segun la planificacion de la toma de datos es prospectivo.

= Supo J.*6 (2014) Los datos necesarios para el estudio son recogidos a
proposito de la investigacion (primarios). Por lo que, posee control del

sesgo de medicidn.
Segun el nimero de ocasiones en que mide la variable es transversal.

= Supo J.*6 (2014) Todas las variables son medidas en una sola ocasion; por

ello de realizar comparaciones, se trata de muestras independientes.
Segun el nimero de variables de interés es analitico.

= Supo J.*® (2014) EI analisis estadistico por lo menos es bivariado; porque
plantea y pone a prueba hipdtesis, su nivel méas basico establece la

asociacion entre factores.
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Nivel de investigacion
La presente investigacion es de nivel explicativo.

= Supo J.* (2014) Explica el comportamiento de una variable en funcion de
otra(s); por ser estudios de causa-efecto requieren control y debe cumplir
otros criterios de causalidad. El control estadistico es multivariado a fin de
descartar asociaciones aleatorias, casuales o espurias entre la variable

independiente y dependiente.
Disefio de investigacion

La investigacién es de disefio experimental puro o verdadero, de grupos en

paralelo.

» Herndndez R. Fernandez C. Baptista M.*" (2014) Se toman grupos de
estudio, luego a cada grupo se le dan un estimulo diferente y se hace un

post test.

» Esquema de investigacion:

Donde:

Ay B: son muestras que =e le aplica

g diferente astimulo v se hace post Test.
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4.2 Poblacion y muestra

Poblacion

Estuvo conformada por cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, la cual
fue sometida a diversos andlisis con la intencion de cumplir con los objetivos

formulados en la investigacion.

Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion:

- Cepas de Streptococcus mutans en buen estado de conservacion.

- Rosmarinus officinalis (romero) frescas, verdes y de buenas

caracteristicas organolépticas.

Criterios de exclusion

- Cepas de Streptococcus mutans mantenidas sin refrigeracion previa a su

activacion.

- Medios de cultivos que no presentaron crecimiento bacteriano.

- Rosmarinus officinalis (romero) en mal estado con caracteristicas

organolépticas no aceptables.

Muestra

Estuvo conformada por un total de 40 muestras, las cuales fueron divididas en
cinco grupos experimentales: 08 muestras para Rosmarinus officinalis al 50%,

08 muestras para Rosmarinus officinalis al 75%, 08 muestras para Rosmarinus
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officinalis al 100%, 08 muestras para Gluconato de clorhexidina al 2% y 08
muestras para PBS (buffer fosfato salino); todas sobre cepas de Streptococcus

mutans.

Al ser un estudio in-vitro la poblacion se consideré infinita, por lo que el

tamafio muestral se determind mediante férmula de comparacion de medias:

e Formula:

2
= (Ziajz + Z1g)" * (S1° +557)
(X1 — X2)?

Daénde:

Zq /> = 1.96 para un nivel de confianza del 95%.
Zg = 0.84 para una potencia de prueba del 80%.
S%=1.14 (X1-X2)? valor asumido. XX

d = 1.50 valor minimo de diferencia.

Luego reemplazando:

(196 4 0.84)% * (114 + 1.14)
n= (1.50)2

n=7.94=8

Muestreo

El muestreo fue no probabilistico por conveniencia: las unidades de estudio
fueron seleccionados dada la conveniencia, accesibilidad y proximidad con la

investigadora.*’
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

ESCALA DE MEDICION

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL INDICADOR VALORES
TIPO ESCALA
Aceite esencial de Es un aceite liquido volatil que 50%
Rosmarinus inhibe el crecimiento bacteriano Concentracion Cuantitativa Razon 75%
officinalis (romero) | pueden ser naturales o sintéticos.? 100%
Bacteria Gram positiva, anaerobia
facultativa que se encuentra en la
Efecto cavidad bucal formando parte de la
Antibacteriano placa dental, asociada a la Medida de Halos o ; Milimetros
sobre Streptococcus iniciacion de la caries dental. de inhibicion Cuantitativa Razon (mm)

mutans

Capacidad de inhibir el crecimiento
y desarrollo de las bacterias o su

eliminacién.?
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4.4 Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos
Técnica

Observacion: esta técnica permitié analizar los resultados de la difusion en
discos aplicando método de Kirby Bauer, se registr0 en un esquema
inequivoco, con el fin de presentarlos y facilitar el acceso a ellos. Se realizd

con la ayuda de elementos como instrumentos de medicion.
Instrumento

Ficha de recoleccion de datos: Este instrumento fue elaborado por Mayra D,
Lalaleo J.*® (Ecuador, 2016) en su investigacion titulada Efecto inhibitorio del
extracto alcohdlico de Mortifio (vaccinium floribundum kunth) sobre el
Streptococcus mutans; el cual sirvié para registrar la informacion de la

investigacion; su aplicacion es de facil uso. (Anexo 02)
Procedimiento
Para la investigacion se contd con las siguientes facilidades:

- Apoyo de la unidad de Postgrado de la Facultad de Odontologia de la
Universidad ULADECH.
- Apoyo del laboratorio de Farmacotécnia de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad ULADECH.
= De la recolecciéon de datos:

Se realizo el procedimiento de la elaboracion del aceite esencial, iniciando

con la recoleccion del material vegetal de Rosmarinus officinalis.
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Obtencidén del aceite esencial del Rosmarinus officinalis “romero”.

Procedimiento.

1. Se pesé 1 kilogramo de muestra, la cual fue triturada para aumentar la

superficie de contacto y de esta manera favorecer la salida del aceite.

2. El material se coloco en la cesta perforada la cual fue introducida en
el equipo de destilacion, seguidamente se agrego6 agua, pero solo hasta

un nivel en que no tuviera contacto con las hojas (aproximadamente

10 cm por debajo de la parte inferior de la cesta).

3. El equipo de destilacion fue cerrado herméticamente y la manguera

que conduciria el vapor de agua y el aceite fue conectada al

refrigerante.

4. La manguera que conduciria el agua por el refrigerante fue conectada

y se hizo circular el agua.

5. Se coloco la pera de decantacion en la salida del refrigerante para

recibir el destilado.

6. Se conectd el equipo de destilacion a una fuente de electricidad durante

el tiempo programado (90 minutos).

7. Una vez concluido el tiempo, se desconecté el equipo de destilacion.

8. Finalmente, la pera de decantacién fue retirada y se la dejé reposar

hasta el dia siguiente.

38



Evaluacién del efecto in vitro de tres concentraciones del aceite esencial
del Rosmarinus officinalis “romero” sobre Streptococcus mutans ATCC
25175.

Reactivacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Para este estudio se utilizé cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175. La reactivacion se realiz6 sembrando el cultivo
liofilizado en baldon de 50ml con 25ml de Caldo Brain Heart Infusion
(BHI) o Cerebro Corazon Infusion, luego se incub6 a 37°C por 48 horas

en condiciones de microaerofilia.*®

Para evaluar pureza se sembro por estriaen Agar TSYB y se incubd a 37°C
por 48 horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligid

una colonia compatible con Streptococcus para realizar coloracion gram.

A partir de una colonia se sembro en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya

(TSA) y se conservara hasta su posterior empleo.

Preparacion de las tres concentraciones del aceite esencial del

Rosmarinus officinalis romero.

A partir del aceite esencial obtenido se prepararon las concentraciones de

50%, 75% y 100% respectivamente.

Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby

Bauer.

La evaluacién del efecto antibacteriano, se realizé mediante el método

Kirby Bauer de difusion en agar.*
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Para lo cual se procedid de la siguiente manera:

Estandarizacién del inoculo de Streptococcus mutans ATCC 25175.

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo BHI
se sembro en Agar TSA, se incubd bajo condiciones de microaerofilia a
37°C durante 24 horas. Luego de 24 horas se tomaron colonias de
Streptococcus mutans ATCC 25175 y se diluy6 en Caldo BHI o solucion
salina fisiologica estéril hasta obtener una turbidez semejante al tubo

namero 0.5 del Nefelometro de Mac Farland (1.5 x 102 ufc/ml).

Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inoculo
(1.5 x10? ufc/ml), se tomd una alicuota de 100l y se colocé en cada una
de las placas con Agar Miller Hinton, con un hisopo estéril sumergido en
la suspension, se distribuyd la suspension bacteriana en tres direcciones
para asegurar una distribucion uniforma del inoculo en la placa. Se dej6
secar la placa a temperatura ambiente durante 5 minutos para que cualquier

exceso de humedad superficial sea absorbido.

Preparacién de los discos con las concentraciones del aceite esencial

del Rosmarinus officinalis “romero”.

Se prepararon discos de papel filtro Whatman numero 3, se esterilizaron
y fueron embebidos con 30ul de cada una de las concentraciones de 50%,
75% y 100% del aceite esencial. Luego, con una pinza estéril, se colocaron

los discos ya preparados con las diferentes concentraciones, sobre las
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placas de Muller Hinton (AMHG) inoculadas con la cepa de Streptococcus

mutans ATCC 25175.

Se emple como control positivo Gluconato de clorhexidina al 2% y como

control negativo Buffer fosfato salino (PBS).

Incubacion.

Se incubaran las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de los discos, a 372C durante 48 horas en

microaerofilia utilizando jarra Gaspak.

Lectura de los resultados.

Después del tiempo de incubacion de 48 horas se examind cada placa, se
midieron los diametros (mm) de los halos de inhibicién del crecimiento
alrededor de cada disco, para lo cual se utiliz6 un vernier digital,

abarcando el didmetro del halo.

Se realizaron 8 repeticiones de cada ensayo.
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4.5 Plan de analisis

La informacion registrada en la ficha de recoleccion de datos fue digitalizada
a una base de datos en MS Excel 2016, el cual permiti6é ordenar, organizar y
codificar las repeticiones. Luego se exporto al software IBM SPSS v.24 donde

se realizo el tratamiento estadistico univariado y bivariado.

Analisis univariado: Se obtuvieron las medidas de tendencia central (media,
moda y mediana) y las medidas de dispersion (desviacion estandar y varianza);

asimismo permitio elaborar las tablas y graficos.

Se verificd que muestras provienen de una poblacion con distribucion no
normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk al ser una muestra pequefia

(n<50); en base a ello se aplico la prueba estadistica no paramétrica.

Anélisis bivariado: Se realizé el analisis entre las variables, que presentaron

distribucién no normal, se utiliz6 la prueba estadistica H Kruskal-Wallis.

Para determinar la concentracién es mas efectiva contra el Streptococcus
mutans se realizd la comparacion de medias de halos de inhibicién de cada
grupo experimental, la decision se tomé en base a la significancia mostrada
por la prueba estadistica H Kruskal-Wallis con un nivel de confianza del 95%
y una significancia del 5% (p<0,05). Y para comparar los grupos

experimentales se utilizo la prueba Post Hoc Duncan.

El analisis de resultados se efectué conforme los objetivos planteados,
mediante la contrastacion con los antecedentes; luego se elaboraron las

conclusiones y recomendaciones.
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4.6 Matriz de consistencia

TITULO: EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE ROSMARINUS
OFFICINALIS FRENTE AL CRECIMIENTO DEL STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175, DISTRITO DE CHIMBOTE,
PROVINCIA DEL SANTA, DEPARTAMENTO DE ANCASH, ANO 2019

PLANTEAMIENTO

DEL PROBLEMA OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION VARIABLE HIPOTESIS METODOLOGIA
_— ) Hip6tesis de Investigacion:
& Objetivo General: Hi: El aceite esencial de Tipo y nivel de
S - Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial Rosmarinus officinalis Investigacion.
o de Rosmarinus officinalis (romero) frente al (romero) tiene efecto El tipo de la investigacion
S crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, antibacteriano a es cuantitativa,
o Distrito de Cthbote, i Provincia del Santa, concentracioén de SQ, _75 y experimental, prospectivo,
Departamento de Ancash, afio 2019. Efecto 100% frente al crecimiento

¢ Cual es el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Provincia del Santa, Departamento de Ancash

Rosmarinus officinalis (romero) frente al crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote,

Objetivos Especificos:

1. Determinar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis al 50% frente al
crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175.

2. Determinar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis al 75% frente al
crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175.

3. Determinar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis al 100% frente al
crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175.

4. Comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial
de Rosmarinus officinalis con la Clorhexidina al 2%
y el PBS (buffer fosfato salino) frente al crecimiento
de Streptococcus mutans ATCC 25175.

antibacteriano.

Aceite esencial de

Rosmarinus
officinalis.

Streptococcus
mutans ATCC

25175

de Streptococcus mutans
ATCC 25175, Distrito de
Chimbote, Provincia del
Santa, Departamento de
Ancash, afio 2019.

Hipotesis Nula:

Ho: El aceite esencial de
Rosmarinus officinalis
(romero) no tiene efecto
antibacteriano a
concentracion de 50, 75 y
100% frente al crecimiento
de Streptococcus mutans
ATCC 25175, Distrito de
Chimbote, Provincia del
Santa, Departamento de
Ancash, afio 2019.

transversal y analitico.
De nivel explicativo.

Disefio de investigacion
Experimental puro (de
grupos en paralelo).

Poblacion y muestra
La poblacion y la muestra
estuvo conformada por 8

repeticiones para cada

grupo experimental y
control, haciendo un total

40 muestras.

Muestreo no probabilistico
por conveniencia
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4.7 Principios éticos.

La investigacion desarroll6 respetando los principios de ética y bioseguridad
en el control de las cepas adquiridas, bajo la supervision de un especialista en
el campo de la microbiologia, a fin de evitar problemas de contaminacion en
las instalaciones y el personal. Se aclara los criterios éticos basados en la
autenticidad, originalidad y veracidad, debido a que para la elaboracién de la
presente investigacion se tomaron en cuenta que los datos recopilados fueron

reales.

Asimismo, la investigacion tomo6 en cuenta todos los principios y valores
éticos estipulados en el Cadigo de Etica para la Investigacion version 004,
aprobado por con Resolucion N° 0037-2021-CU-ULADECH del Consegjo

Universitario de la Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote.

» Cuidado del medio ambiente y respeto a la biodiversidad: Toda
investigacion debe respetar la dignidad de los animales, el cuidado del
medio ambiente y las plantas, por encima de los fines cientificos; y se
deben tomar medidas para evitar dafios y planificar acciones para

disminuir los efectos adversos y tomar medidas para evitar dafios.*!

= Justicia. El investigador ejerce un juicio razonable, ponderable y toma las
precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos Yy las
limitaciones de sus capacidades y conocimiento, no den lugar o toleren

practicas injustas.®!

» Integridad cientifica. La integridad del investigador resulta

especialmente relevante cuando, en funcién de las normas deontoldgicas
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de su profesion, se evaltan y declaran dafios, riesgos y beneficios
potenciales que puedan afectar a quienes participan en una investigacion.
Asimismo, se mantiene la integridad cientifica al declarar los conflictos de

interés que pudieron afectar el curso de la investigacion.>!
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V. Resultados
5.1. Resultados:

Tabla 1.- Efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero)
frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote,

Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Concentracion N  Rango promedio P
50% 8 9,25
75% 8 21,38 H = 37,057
Halode 50, 8 27,38
inhibicion
Gluconato Clorhexidina 2% 8 26,25 p =0,000
Buffer Fosfato Salino (PBS) 8 0,00
Total 40
Fuente: Base de datos. *H= Prueba Kruskal-Wallis (p=0,000).
30,00
e e [rm—

8

Z-E 20,00 m—

£=

£

]

=

=

= 10,007 s—]

0,00 T l I T !
50% 75% 100% Gluconato Buffer Fosfato

Clorhexidina 2% Salino
Concentracion

Fuente: Datos de la tabla 01.
Gréafico 1.- Efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus officinalis
(romero) frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de

Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Interpretacion: Se observo el efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus

officinalis (romero) frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, del
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mismo modo, el efecto frente al el control positivo de Gluconato clorhexidina 2% vy el
control negativo de Buffer fosfato salino (PBS); demostrando que la concentracién al
100% produjo el mayor rango de medias con 35,13mm; seguido del control positivo
de Gluconato clorhexidina 2% con un rango de 29,88mm; luego la concentracion al
75% con el rango promedio de 20,50mm; la concentracion al 50% produce un rango
promedio de 12,50mm; y el control negativo Buffer fosfato salino (PBS) produjo rango

promedio 4,50mm.

La prueba estadistica No Paramétrica Kruskal-Wallis mostr6 una significancia
estadistica p=0,000 < 0,05; por lo cual, como el valor p es menor que 0,05 entonces se
rechaza la hipoétesis nula y se acepta la hipdtesis de investigacion, con lo que se
concluyé que, con un nivel de significancia del 5%: El aceite esencial de Rosmarinus
officinalis (romero) tiene efecto antibacteriano a concentracion de 50, 75 y 100%
frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote,

Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019.
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Tabla 2.- Efectividad antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis al
50% frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175 in vitro, Distrito de

Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Error 95% IC

Halo de inhibicion N Media DS ,
estandar

- Min Max
Liminf Lim sup

Concentraciéon 50% 8 9,25 0,71 0,25 8,66 9,84 8 10

Fuente: Base de datos.

Concentracion al 50%
i

5 RSN S

Fuente: Datos de la tabla 02.

Gréfico 2.- Efectividad antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis al
50% frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175 in vitro, Distrito de

Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Interpretacion: Se observd la efectividad antibacteriana del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis al 50% frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC
25175, present6 un halo de inhibicién con una media 9,25mm; con un limite minimo

de 8mm y un méximo de 10mm.
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Tabla 3.- Efectividad antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis al
75% frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175 in vitro, Distrito de

Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Error 95% IC

Halo de inhibicién N Media DS ,
estandar

- Min Max
Liminf Limsup

Concentracion 75% 8 21,38 0,92 0,32 20,61 22,14 20 22

Fuente: Base de datos.

224

227

21

Concentracion al 75%

217

20 e

Fuente: Datos de la tabla 03.

Grafico 3.- Efectividad antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis al
75% frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175 in vitro, Distrito de

Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Interpretacion: Se observo la efectividad antibacteriana del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis al 75% frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC

25175, presento un halo de inhibicion con una media 21,38mm; con un limite minimo

de 20mm y un maximo de 22mm.
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Tabla 4.- Efectividad antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis al
100% frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175 in vitro, Distrito de

Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Error 95% IC

Halo de inhibicién N Media DS .
estandar

- Min Max
Liminf Limsup

Concentracion 100% 8 27,38 0,74 0,26 26,75 28,00 26 28

Fuente: Base de datos.

287

Concentracion al 100%
]
1

267 e

Fuente: Datos de la tabla 04.

Grafico 4.- Efectividad antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis al
100% frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175 in vitro, Distrito de

Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Interpretacion: Se observo la efectividad antibacteriana del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis al 100% frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC
25175, presento un halo de inhibicion con una media 27,38mm; con un limite minimo

de 26mm y un maximo de 28mm.
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Tabla 5.- Comparacion del efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis con la Clorhexidina al 2% y el PBS (Buffer fosfato salino) frente al
crecimiento del Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote, Provincia

del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Subconjunto para alfa = 0,05
1 2 3 4 5
0,00

pd

Concentraciones

Buffer Fosfato Salino
Concentracion 50% 9,25
Concentracién 75% 21,38
Gluconato Clorhexidina 2%
Concentracion 100% 27,38

Sig, 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

26,25

O 0 0 0

Fuente: Prueba Post Hoc Duncan.

304

257

209

Media de Halo de inhibicion

T T T
50% T75% 100% Gluconato Buffer Fosfato
Clorhexidina 2% Salino

Concentracion

Fuente: Datos de la tabla 05.

Grafico 5.- Comparacion del efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis con la Clorhexidina al 2% y el PBS (Buffer fosfato salino) frente al
crecimiento del Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote, Provincia

del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019
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Interpretacion: La prueba estadistica Post Hoc Duncan permitié comparar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus officinalis con la Clorhexidina al 2%
y el PBS (buffer fosfato salino) frente al crecimiento del Streptococcus mutans ATCC
25175; demostrando que la concentraciéon al 100% presenté mayor efecto con una
media 27,38mm; seguido del Gluconato clorhexidina 2% (26,25mm); la concentracion
al 75% (21,38mm); la concentracion al 50% (9,25mm) y sin efecto alguno el control
negativo Buffer fosfato salino (PBS) con una media 0,00mm; observandose

diferencias entre los grupos.
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5.2. Analisis de resultados

Los resultados de la investigacion lograron determinar que el aceite
esencial de Rosmarinus officinalis en sus concentraciones 50%, 75% y
100% tienen efecto antibacteriano frente al crecimiento de Streptococcus
mutans ATCC 25175, corroborado mediante la prueba estadistica
Kruskal-Walis (p=0,000). Datos semejantes se hallaron en el estudio de
Naranjo A.” (Ecuador, 2019) quien concluy6 que el aceite esencial de
Rosmarinus officinalis (Romero) en concentraciones de 25%, 50%, 75% y
100% tuvieron efectividad frente a cepas de Streptococcus mutans
(p=0,000). Del mismo modo, para Salas S.** (Ecuador, 2017) el aceite
esencial de Rosmarinus officinalis presenta efecto inhibitorio sobre cepas
de Streptococcus mutans (p=0,000). Asimismo, para Céceres R, Ramirez
D.° (Lima, 2019) la concentracion de Rosmarinus officinalis L. (Romero)
al 75% vy 100% tuvieron efecto antibacteriano sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 (p=0,000). De igual forma, para
Janampa E.*3 (Lima, 2018) el Rosmarinus officinalis presento6 actividad
antibacteriana frente a Streptococcus mutans ATC25175 (p=0,000).
Nuestros resultados evidencian que a medida que aumenté la
concentracion del aceite esencial de Rosmarinus officinalis (Romero),
también aumentaron los halos de inhibicion, determinando que, a mayor
concentracion del extracto, mayor es el efecto antibacteriano sobre
Streptococcus mutans. Por lo que el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis es una de las mejores opciones dentro de la medicina natural,

por poseer propiedades antiinflamatorias, actividad antibacteriana,
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cicatrizantes que ayudan a contrarrestar la aparicion de patdgenos en la
cavidad oral, esto se deberia a las hojas del romero que presentan en su
composicion los polifenoles los cuales desempefian un papel importante
en la proteccion contra agentes patdgenos, donde pueden retrasar el
crecimiento bacteriano. Se ha reportado que algunos acidos organicos
presentes como (acido ascorbico, acido rosmerico, acido cafeico) son

compuestos que inhiben el crecimiento de algunas bacterias. (Tabla 01)

Se logr6 determinar que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis al
50% mostro actividad antibacteriana del sobre el crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175, alcanzando un halo de inhibicion
promedio de 9,25mm. Datos similares se hallaron en el estudio de
Naranjo A.” (Ecuador, 2019) quien observd un halo promedio de
Rosmarinus officinalis al 50% de 8,00mm. Por lo cual podria aplicarse
para el tratamiento de inflamaciones de la boca en forma tépica y como
enjuague bucal para la higiene oral. Esta similitud corrobora que el aceite
esencial de Rosmarinus officinalis tiene efecto sobre el crecimiento
bacteriano de Streptococcus mutans, por lo que es una excelente
alternativa para disminuir el crecimiento de esta bacteria y por ello la
aparicion de caries. Mientras que, valores diferentes se evidenciaron en
el estudio de Salas S.*! (Ecuador, 2017) para quien el halo inhibitorio de
Rosmarinus officinalis al 50% fue 6,73mm. Entre tanto, datos muy
diferentes se evidenci6 en el estudio de Céceres R, Ramirez D.° (Lima,
2019) quien observo que el halo promedio de Rosmarinus officinalis al

50% fue 12,30mm. Por su parte, para Janampa E.** (Lima, 2018) la media

54



de Rosmarinus officinalis al 50% fue 11,21mm. Los resultados de estos
autores difieren con respecto al obtenido en nuestro estudio; esta
diferencia de medidas de los halos de inhibicién podria estar influenciado
por factores procedimentales, como el ambiente de trabajo, humedad
relativa, edad de la planta, técnica microbioldgica empleada como

difusion en disco o agar en pozo, entre otros. (Tabla 02)

De igual modo, el estudio reveld que el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis al 75% presenté actividad antibacteriana sobre el crecimiento
de Streptococcus mutans ATCC 25175, con un halo de inhibicion
promedio de 21,38mm. Mientras que, datos muy distintos se mostraron
en el estudio de Naranjo A.” (Ecuador, 2019) para quien el halo promedio
de Rosmarinus officinalis al 75% fue 10,06mm. Por su parte, para Salas
S.1! (Ecuador, 2017) el halo inhibitorio de Rosmarinus officinalis al 75%
fue 9,27mm. Entre tanto, para Céceres R, Ramirez D.® (Lima, 2019)° el
halo de inhibicion promedio de Rosmarinus officinalis al 75% fue
10,80mm. No obstante, para Janampa E.*3 (Lima, 2018) el halo promedio
de Rosmarinus officinalis al 75% fue 12,19mm. Esta diferencia
observada puede atribuirse a diferencias en el método de extraccion del
aceite, grado de madurez y origen, y los compuestos quimicos afiadidos
a los productos comerciales, dado que estos los agentes que intervienen
en los medios de cultivos, sin embargo, se demuestra, en comparacion
con la concentracion al 50%, que el mayor halo inhibitorio se da con una

mayor concentracion, siendo directamente proporcional . (Tabla 3)

Del mismo modo, se logré determinar que, el aceite esencial de
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Rosmarinus officinalis al 100% present6 actividad antibacteriana sobre
el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, con un halo de
inhibicion promedio de 27,38mm. Mientras que, valores diferentes se
evidenciaron en el estudio de Naranjo A.” (Ecuador, 2019) donde el halo
de inhibicién promedio de Rosmarinus officinalis al 100% fue 13,47mm.
Entre tanto, para Salas S.!! (Ecuador, 2017) la media del halo de
Rosmarinus officinalis al 100% fue 12,40mm. Por otra parte, para
Céceres R, Ramirez D.° (Lima, 2019) el halo de inhibicion promedio de
Rosmarinus officinalis al 100% fue 13,70mm. Entre tanto, para Cueva
J.1% (Lima, 2018) el halo promedio del aceite de romero al 100% fue
19,3mm. Los desacuerdos en los resultados pueden verse influenciadas
por las diferencias en el disefio experimental, las diferencias propias de
las cepas y el perfil quimico del aceite el cual varia con la época del afio
en la que se recolecta el material vegetal, los fertilizantes utilizados, la
posicion geografica, el genotipo, el método de extraccion, entre otros
factores que influyen en la expresion de metabolitos secundarios.

(Tabla 4)

De la misma forma, se logré comparar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis en sus concentraciones con la
Clorhexidina al 2% y el PBS (Buffer fosfato salino) frente al crecimiento
del Streptococcus mutans ATCC 25175, observandose que la mayor
efectividad la produjo la concentracién de aceite de romero al 100%
(27,38mm), seguido del control positivo Clorhexidina al 2% (26,25mm).

Datos similares se hallaron en el estudio de Naranjo A.” (Ecuador, 2019)

56



donde evidencié que el efecto del Rosmarinus officinalis al 100% fue
superior a la Clorhexidina al 0,12%. Los resultados de estos estudios son
prometedores, debido a que el microorganismo analizado es importante
en la etiologia de las caries y enfermedades periodontales. También
muestran la importancia de las aplicaciones terapéuticas del Rosmarinus
officinalis (romero) como método alternativo y su bajo costo en la
prevencion de las patologias orales. De esta manera pasaria como parte
del arsenal en el uso de las plantas medicinales en odontologia, ya que
seria una alternativa economica y facil acceso para la poblacion.
Mientras que, datos distintos se mostraron en el estudio de Salas S.1!
(Ecuador, 2017) quien demostro que el mayor efecto tuvo la clorhexidina
al 0,12% seguido de la Rosmarinus officinalis al 50%. Por otro lado, para
Céaceres R, Ramirez D.° (Lima, 2019) mayor efecto tuvo el control
positivo Ciprofloxacino (24,50mm), sequido de Rosmarinus officinalis al
100% (13,70mm). Entre tanto, para Janampa E.*3 (Lima, 2018) el mayor
efecto tuvo el control positivo clorhexidina al 0,12% (12,89mm) seguido
de Rosmarinus officinalis al 75% (12,19mm). La diferencia entre los
resultados podria deberse a que se estan evaluando compuestos con
posible actividad antibacteriana, a concentraciones desconocidas Yy
embebidas en la matriz compleja del aceite esencial, frente a un farmaco
con un mecanismo de accion conocido y actividad antimicrobiana
ampliamente estudiada; por ello la Clorhexidina el antiséptico mas eficaz

y considerada el Gold standard por la OMS. (Tabla 5)
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V1. Conclusiones

1.

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) presenta efecto
antibacteriano en concentraciones de 50, 75 y 100% frente al crecimiento de

Streptococcus mutans ATCC 25175.

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) al 50% presenta el efecto
antibacteriano frente al crecimiento del Streptococcus mutans ATCC 25175,

con un halo promedio 9,25mm.

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) al 75% presenta el efecto
antibacteriano frente al crecimiento del Streptococcus mutans ATCC 25175,

con un halo promedio 21,38mm.

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) al 100% presenta el
efecto antibacteriano frente al crecimiento del Streptococcus mutans ATCC

25175, con un halo promedio 27,38mm.

Al comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis frente al crecimiento del Streptococcus mutans ATCC 25175, se
determind mayor efecto de la concentracion al 100% (27,38mm) seguido de la
Clorhexidina al 2% (26,25mm), mientas que el Buffer fosfato salino (0,00mm)
no presenta efecto; todas las concentraciones de Rosmarinus officinalis

presentan algun efecto.
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Aspectos complementarios

Recomendaciones:

e Se recomienda elaborar un estudio, para verificar en que otras concentraciones
el aceite esencial presenta halos de inhibicién.

e Es recomendable seguir con investigaciones in vitro, para averiguar todo el
potencial que el Rosmarinus officinalis (romero) puede tener como agente
antibacteriano de origen natural .

e Fomentar estudios de investigacion que continde con la busqueda, sobre

medicina natural que sirvan como alternativa en la actualidad.
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ANEXO 02

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE
ESENCIAL DE ROSMARINUS OFFICINALIS FRENTE AL CRECIMIENTO DEL

STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175, DISTRITO DE CHIMBOTE,
PROVINCIA DEL SANTA, DEPARTAMENTO DE ANCASH, ANO 2019

Aceite esencial | Diametro de los halos de inhibicion segdn
Concentracion concentracion del aceite esencial de Ct C.
Rosmarinus officinalis
(mm) (mm) | (mm)
Repeticiones 50% 5% 100%
1.
2.
3.
4,
5.
6.
7.
8.

C+ = Gluconato de clorhexidina al 2%
C- =PBS (buffer fosfato salino)

Lalaleo M. Efecto inhibitorio del extracto alcohdlico de mortifio (Vaccinium floribundum kunth) sobre

el Streptococcus mutans. [Proyecto previo a la obtencién del Titulo de Odontdloga]. Quito: UCE; 2016.

p. 62.
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ANEXO 04
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CONSTANCIA DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Yo, EDISON VASQUEZ CORALES, docente de la escuela profesional de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad Catélica los Angeles de Chimbote — ULADECH
con DNI 41687018, dejo constatar mi colaboracién con la alumna CRISTINA
STEPHANY MANRIQUE ANTICONA, estudiante de la Facultad de Ciencias de la
Salud, de la Escuela profesional de Odontologia de la Universidad Catolica los
Angeles de Chimbote - ULADECH con DNI 71394080, en las actividades de
preparacion de la muestra vegetal y extraccion del aceite esencial de las hojas de
romero, en el laboratorio de investigacion de Farmacia y Bioquimica de ULADECH
Catolica. El aceite esencial extraido sera utilizado para el desarrollo de la tesis
titulada: Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis frente al crecimiento del Streptococcus mutans ATCC 25175,

Distrito de Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019.

EDISON VASQUEZ CORALES
DNI 41687018
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ANEXO 05

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

CONSTANCIA DE MICROBIOLOGIA

Yo, MANUELA N. LUJAN VELASQUEZ Docente de Microbiologia y

Parasitologia de la Universidad Nacional de Trujillo y con DNI 17896833.

Dejo constatar mi colaboracion con la alumna MANRIQUE ANTICONA
CRISTINA STEPHANY, estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, de la
Escuela profesional de Odontologia de la Universidad Catdlica los Angeles de
Chimbote con DNI 71394080, en la ejecucion de la parte microbioldgica lo cual fue

realizado en el laboratorio de Inmunologia.

Proyecto de tesis titulada: Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis frente al crecimiento del Streptococcus mutans
ATCC 25175, Distrito de Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash,

afio 2019.

bbbt i bl L B R RO T T S

0ra. Manuela Natividad Lujén Velésaum
CATEDRA B2 INMUNOLOGIA
UNIVERSIBAD NACIONAL DE TRUJILLO
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FOTOGRAFIAS DEL PROCEDIMIENTO

ELABORACION DEL ACEITE ESENCIAL DE ROSMARINUS
OFFICINALIS.
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PROCEDIMIENTO DE LA EVALUACION DEL EFECTO IN VITRO DE
TRES CONCENTRACIONES DEL ACEITE ESENCIAL DE ROSMARINUS
OFFICINALIS “ROMERO” SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC
25175.
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CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Se aplico la prueba estadistica Kruskal-Wallis.
1. Planteamiento de hipotesis

e Hi: El aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) tiene efecto
antibacteriano a concentracion de 50, 75 y 100% frente al crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote, Provincia del

Santa, Departamento de Ancash, afio 2019.

e Ho: El aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) no tiene efecto
antibacteriano a concentracion de 50, 75 y 100% frente al crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote, Provincia del

Santa, Departamento de Ancash, afio 2019.
2. Nivel de confianza
Nivel de confianza = 0,95 (95%)
Nivel de significancia: p = 0,05 (5%)

La significancia es el valor estandar y en base a ello se determin si se acepta o se

rechaza la hipotesis de investigacion.
3. Establecimiento de los criterios de decision
La prueba estadistica se realiza en base a la hipdtesis nula.
e Si el valor de significancia p > 0,05 se acepta Ho se rechaza Hi.

e Si el valor de significancia p < 0,05 se rechaza Ho; se acepta Hi.
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4. Célculos
El software SPSS, proyecta los siguientes datos:

Tabla 6.- Kruskal-Wallis: efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis (romero) frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175,

Distrito de Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Concentracion N Rango promedio
50% 8 12,50
75% 8 20,50
Halo de 100% 8 35,13
inhibicion  Gluconato Clorhexidina 2% 8 29,88
Buffer Fosfato Salino 8 4,50
Total 40
Estadisticos de prueba P
Halo de inhibicion

Chi-cuadrado 37,057

Gl 4

Sig. Asintética 0,000

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: Concentracion
Fuente: Analisis Kruskal-Wallis - SPSS.

5. Decisién
La prueba Kruskal-Wallis, arroja una significancia p = 0,000 < 0,05.
Por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipotesis de investigacion.

v" Ho: El aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero) tiene efecto
antibacteriano a concentracion de 50, 75 y 100% frente al crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de Chimbote, Provincia del

Santa, Departamento de Ancash, afio 2019.
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Grafico 6.- Efecto antibacteriano del aceite esencial de Rosmarinus officinalis
(romero) frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 25175, Distrito de

Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

30,00
= ==
=]
‘g
£ 20,00 E—
=
£
o
=
£
2 10007 ==
0,00 T T T T 1
S0% T5% 100% Gluconato Buffer Fosfato
Clorhexidina 2% Salino

Concentracion

N total 40
Estadistico de contraste 37 0&7
Grados de libertad 4
Significacion asintética (prueba 000
hilateral) '

1. Las estadisticas de prueha se ajustan para empates.

Fuente: Analisis Kruskal-Wallis por SPSS.
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PRUEBA DE NORMALIDAD

Los datos fueron sometieron al tratamiento estadistico mediante el software IBM
SPSS Statistics v.25, para verificar si las muestras provienen de una poblacion con
distribucion normal o no normal, mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov

(n>50) o Shapiro-Wilk (n<=50) e indicar inicialmente:
» Criterio para determinar Normalidad:
v' p=>0,05 Acepta Ho = Los datos provienen de una Distribucién Normal.
v' p<0,05 Acepta Hi = Los datos provienen de una Distribucion No normal.

Tabla 7.- Prueba de normalidad para efecto antibacteriano del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis (romero) frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC

25175, Distrito de Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk

Estadistico Gl  Sig.  Estadistico Gl  Sig.

Halo de inhibicion 215 40  .000 .818 40  .000

Fuente: Analisis de SPSS.

El resultado en base de la prueba Shapiro-Wilk (n < 50), muestra una significancia
menor al limite (p=0,000<0,05); lo que permite aceptar Hi, demostrando que la muestra
proviene de una Distribucion No Normal; por ello se aplica la Prueba No Paramétrica
Kruskal-Wallis para muestras independientes; el cual es apto para estudios

transversales de muestras independientes y mas de dos grupos.
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Grafico 7.- Prueba de normalidad para efecto antibacteriano del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis (romero) frente al crecimiento de Streptococcus mutans ATCC

25175, Distrito de Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash, afio 2019

Grafico Q-Q normal de Halo de inhibicion

2

Normal esperado
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T T T T
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Fuente: Datos de tabla 7.
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HOJA DE CONFLICTO DE INTERESES

Mediante este documento declaro no presentar algdn tipo de conflicto de intereses
financieros, ni personales que influyan de manera inapropiada en el desarrollo de este
estudio titulado Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis frente al crecimiento del Streptococcus mutans ATCC25175,

Distrito de Chimbote, Provincia del Santa, Departamento Ancash, afio 2019.

MANRIOQUE ANTICONA, CRISTINA STEPHANY

DNI N° 71394080
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