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RESUMEN

Objetivo: Determinar la inhibicion de crecimiento bacteriano in vitro de Streptococcus mutans, mediante el uso de extrac-
tos: acuoso y oleoso de Rosmarinus officinalis (romero), aplicando la técnica microbioldgica de difusion en disco. Mate-
riales y métodos: El presente estudio experimental evalu6 la accion antimicrobiana de S. mutans ATCC 25175 a través
de técnica de difusion de discos en medio solido. Se utiliz6 dos grupos de 15 muestras cada una en cajas Petri; siendo G1:
Extracto acouso de 1.5% y 3%, G2: Extracto oleoso 50%. Cada uno de los grupos tuvo un control positivo de Clorhexidina
0.12% y un control negativo de agua destilada. Se aplicé el test estadistico de U Mann Whitney con un nivel de signifi-
cancia de 5%. Resultados: Los extractos acuosos y el agua destilada produjeron un halo de inhibicién de 0 mm. El extracto
oleoso elaborado produjo una media de 11,93 mm de halo de inhibicién (p< 0.001), versus la Clorhexidina que presentd
una media de 16.13 mm (p< 0.001). No se encontraron diferencias entre el extracto oleoso y la clorhexidina (p>0.05). Con-
clusiones: El extracto acuoso de romero no mostro efecto antibacteriano sobre el S. mutans. El extracto oleoso de romero
mostrd accion antibacteriana sobre S. mutans, siendo similar a la clorhexidina.

Palabras clave: Odontogia pediatrica; microbiologia; fitoterapia.

ABSTRACT

Objective: Determine the inhibition of bacterial growth in vitro of Streptococcus mutans, using aqueous and oily Rosma-
rinus officinalis (rosemary) extracts with microbiological disk diffusion technique. Materials and methods: This study
evaluated the antimicrobial action of S. mutans ATCC 25175 with a disk diffusion technique in a solid environment. Two
groups of 15 samples each in Petri dishes consisted in: G1: 1.5% and 3% aqueous extract; G2: 50% oily extract. Each of
the groups had Chlorhexidine 0.12% positive control and a distilled water negative control. The U Mann Whitney statistical
test was applied with a 5% significance level. Results: Aqueous extracts and distilled water produced an inhibition halo
of 0 mm. The oily extract produced an average of 11.93 mm inhibition halo (p <0.001), versus Chlorhexidine with a 16.13
mm (p <0.001) average inhibition halo. No differences were found between the oily extract and chlorhexidine (p <0.05).
Conclusions: Aqueous extract of rosemary has no antibacterial effect on S. mutans. Oily rosemary extract has antibacterial
action on S. mutans similar to chlorhexidine.

Keywords: Pediatric dentistry; microbiology; phytotherapy.

RESUMO

Objetivo: Determinar a inibigdo do crescimento bacteriano in-vitro de Streptococcus mutans, utilizando extratos: aquoso
¢ oleoso de Rosmarinus officinalis (alecrim), aplicando o teste de disco-difusdo. Materiais e Métodos: O presente estudo
experimental avaliou a a¢do antimicrobiana de S. mutans ATCC 25175 por meio do teste de disco-difusdo num meio de
cultura so6lido. Utilizaram-se dois grupos de 15 amostras cada uma, colocados em placas de petri; sendo G1: Extrato aquoso
de 1,5% e 3%, G2: extrato oleoso 50%. Cada um dos grupos teve um controle positivo de clorexidina 0,12% e um controle
negativo de agua destilada. O teste de U Mann Whitney com nivel de significancia de 5% foi aplicado. Resultados: os
extratos aquosos ¢ agua destilada produziram um halo de inibigdo de 0Omm. O extrato oleoso teve uma media de 11,93mm
de halo de inibigdo (p<0,001) comparado com a clorexidina que apresentou uma media de 16,13mm (p<0,001). Néo se
encontraram diferencgas significativas entre o extrato oleoso ¢ a clorexidina (p>0,05). Conclusdes: O extrato aquoso de
alecrim ndo apresentou nenhum efeito antibacteriano sobre o S. mutans. O extrato oleoso de alecrim apresentou agio an-
tibacteriano sobre S. mutans, sendo similar a clorexidina.

Palavras chave: Odontologia pediatrica, microbiologia, fitoterapia.
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INTRODUCCION

La importancia en el area médica y odontologica
de productos naturales se hacen fundamental hoy
en dia. La elaboracion de ensayos microbiologicos
que comprueba la actividad antimicrobiana de ex-
tractos naturales, sin utilizar soluciones extractoras
de alcohol, para la inhibicion de Streptococcus mu-
tans' contribuyen como una medida coadyuvante a
la prevencion de futuras enfermedades como caries
en nifos**.

En el Ecuador, los fitofarmacos elaborados con
base de especies vegetales como Rosmarinus offi-
cinalis “Romero” estdn tomando mayor importan-
cia, pero con aplicacion en areas ajenas a Odonto-
logia y Odontopediatria®>,

Se conoce poco sobre las genuinas propiedades
antimicrobianas que tienen Rosmarinus officina-
lis “romero” frente al S. mutans, principalmente
porque la mayoria de ensayos microbiologicos los
realizan con soluciones extractoras de alcohol o
etanol®’®, que puede influir en el resultado de su
evaluacion antimicrobiana’ y en su posible aplica-
cion en Odontopediatria.

En Ecuador, no existen estudios que utilicen anti-
microbianos naturales con uso potencial en Odon-
tologia, menos aun en Odontopediatria; por lo tan-
to la relevancia de esta investigacion radica en que
para obtener la validacion inhibitoria de Rosma-
rinus officinalis (Romero) frente al Streptococcus
mutans se han elaborado extractos que no involu-
cran como solucion extractora alcohol u otra sus-
tancia puedan interferir con la verdadera actividad
antimicrobiana de esta especie vegetal, con este
propdsito esta investigacion tiene por objeto ma-
nejar soluciones acuosas y oleoso de Rosmarinus
officinalis, aplicando la técnica microbiologica de
difusion disco.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio experimental contd con la
aprobacion del Comité de investigacion de la Fa-
cultad de Odontologia de Universidad Central
del Ecuador. Dado su alcance microbiologico In
vitro se tomo en cuenta como poblacion la cepa

estandarizada a ensayarse: Streptococcus mutans
ATCC25175 que se obtuvo por parte de MEDI-
BANC INC S.A. importadora de insumos para
laboratorios clinicos y la especie vegetal rome-
ro taxondmicamente certificada por el Centro de
Bilogia-Direccion General de Investigacion de la
Universidad Central del Ecuador.

Elaboracion y caracterizacion del extracto
utilizado.

Previamente realizada la identificacion botanica de
la especie Rosmarinus officinalis, se elaboraron los
extractos: acuoso y oleoso (aceite esencial) de las
hojas de romero en el instituto OSP (Oferta, servi-
cios y productos) de la Facultad de Ciencia Quimi-
cas de la Universidad Central del Ecuador.

Para la obtencion del extracto acuoso, las hojas
de romero se lavaron, desinfectaron y se expusie-
ron a un proceso de secado natural por 24 horas.
Luego se pesd 100 gramos de materia prima y se
seco por tres horas a temperatura de 60 ° C en
una estufa; Se macer6 con agua destilada por tres
dias con agitacion continua temperatura ambien-
te; posterior a ello se filtrd el extracto con papel
filtro de 50 micrometros. Se evaporo el agua por
18 horas a 70 ° C; se envaso el extracto acuoso en
un recipiente de vidrio ambar y se irradi6 con luz
ultravioleta por 15 minutos para eliminacion de
microorganismos contaminantes, posteriormente,
se realizd una prueba microbioldgica para corro-
borar su esterilidad.

El extracto oleoso se obtuvo por destilacion de
arrastre de vapor, realizando el mismo tratamiento
preliminar del vegetal que en el acuoso, con 2
kilogramos de romero se utilizd como solucion
extractora n-hexano, solvente volatil que fue eva-
porado por destilacion simple a 50 * C. En la des-
tilacion por arrastre de vapor las hojas se secaron
por tres horas a temperatura de 60 ° C en una estufa
comun, por 4 horas en tres repeticiones, hasta ob-
tener una cantidad que supere los 5 ml. Luego se
filtr6 el aceite obtenido, en papel filtro de tamano
de poro de 50 micrometros. Se envaso el aceite en
un tubo de ensayo sellado; se irradi6 de la misma
manera que el acuoso y se comprob6 su pureza con
una prueba en blanco (prueba microbioldgica).
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Determinacion de las concentraciones de los
extractos.

Para determinar las concentraciones del extracto
acuoso se utilizo el método de recuento de solidos
totales y se obtuvo dos concentraciones de extracto
acuoso de romero al 1.5 % y al 3%.

Para establecer la concentracion de extracto oleoso
(aceite esencial) se realizo el método de dilucion
en caldo para obtener la Concentracion Minima
Bactericida (CMB)', en el que a partir de 2ml de
aceite esencial de romero, se distribuy6 en nueve
tubos de ensayo previamente rotulados; 1 ml de
extracto oleoso en el tubo 1 para luego transferir 1
ml del tubo 1 al tubo 2 y asi sucesivamente hasta el
tubo nueve, asi también 50 ml de TSB (Tripticasa
Soya Broth) y S. mutans a 0,5 de escala Mac Far-
land. Los tubos se incubaron a 37 ° C por 48 h y se
determino6 la CMB.

Evaluacion de la actividad bacteriana de los
extractos preparados con la técnica de difusion
en disco.

Una vez conocidas las concentraciones para cada
extracto, se prepard indculos bacterianos de S. mu-
tans a una escala de 0,5 Mac Farland (Figura N°
1 ay b) y se sembrd en cajas mono Petri con agar
Mueller hinton y sangre de cordero al 2 %. Se ro-
tuld las placas indicando el nimero de ensayo y la
posicion de los discos, asi como también los con-
troles positivo y negativo.

Figura N° 1. Preparacion del indculo bacteriano;
siembra de S. mutans.

Con pinzas estériles, se colocé discos de papel fil-
tros impregnados con 20 uL de las soluciones a in-
vestigar (Figura N° 2) con una pipeta automatica,
colocando en los sitios ya rotulados.

Figura N° 2. Aplicacion de extractos en discos

A continuacion las placas se incubaron a 37 © C
por 48 h, en una jarra de anaerobiosis GasPak y en
una incubadora (GCA, modelo 6). Transcurrido el
tiempo de incubacion se midieron los halos de inhi-
bicion con la regla microbiologica (calibrador Micro-
bial Sensitivity data) (Figura N° 3).

_

T

Figura N° 3. Jarra de GasPak; medicion de halos
de inhibicion.

Los datos obtenidos de recuentos de UFC en el
analisis microbiologico fueron plasmados en una
tabla de Microsoft Excel 2010, permitiéndonos
ingresar estos datos al programa SPSS version 22.
Se realizo el test de U Mann Whithey con un nivel
de significancia de 5%.

RESULTADOS

En el cuadro N° 1 se muestra la media de los resul-
tados obtenidos de halos de inhibicion para Strep-
tococcus mutans, medidos sin incluir el diametro
de los discos de papel filtro (6mm). El cuadro N° 2
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).

El extracto oleoso no muestra diferencia con la
Clorhexidina en la inhibicion de S. mutans.
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Concentracion de la sustancia
E. Acuoso | E. Acuoso [ E.Oleoso | Clorhexidina | Agua destilada
1,5% 3% 50% 0,12% mm
Media 0 0 11,93 16,13 0
Halo de Inhibi- | Desv. Estan. 0 0 1,38 1,24 0
cion Minimo 0 0 14,00 18,00 0
Maximo 0 0 10,00 15,00 0

Cuadro N° 1. Actividad inhibitoria de los extractos elaborados de romero de los diferentes gru-
Ppos frente a Streptococcus mutans.

Soluciones empleadas

Extracto acuoso 1,5%
Extracto acuoso 3%

Agua destilada

Extracto acuoso 1,5%
Extracto acuoso 3%

Agua destilada

Extracto oleoso al 50%

P
Extracto oleoso al 50% <0,001
Clorhexidina al 0,12% <0,001-
Clorhexidina al 0,12% >0,05

Cuadro N° 2.- Test de U Mann Whitney para las diferentes
soluciones empleadas

DISCUSION

La importancia de este estudio radica en la busque-
da de antimicrobianos de uso en Odontologia a partir
de extractos de plantas conocido como fitoterapia,
esto va tomando mayor fuerza debido a las bondades
medicinales de estas plantas. El Rosmarinus Offici-
nalis (romero) por sus principios activos, en especial
los terpenoides encontrados en el aceite esencial de
sus hojas poseen actividad antimicrobiana'"?. Por lo
cual fue considerado en el presente estudio.

Araujo-Silva, et al, 2008°%; manifiesta en su inves-
tigacion que se ha confirmado que extracto eta-

nolico Rosmarinus officinalis posee amplia acti-
vidad antimicrobiana frente a un sin niimero de
bacterias orales. En paises como Pert y Brasil,
especialmente en el primero se han realizado
varias investigaciones para demostrar la accion
antimicrobiana del Rosmarinus officinalis con
ensayos dirigidos hacia la practica Odontologi-
ca®. Purca, 2013", realiz6 evaluaciones in vitro
para determinar la actividad antibacteriana de un
extracto etandlico de Rosmarinus Officinalis en
tres concentraciones para microorganismos fre-
cuentes en la flora salival de pacientes infantes,
concluyendo que el romero tenia mayor accion
antimicrobiana cuanto mayor era su concentra-
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cion, datos que no concuerdan con los resultados
obtenidos dentro de esta investigacion ya que el
extracto oleoso del Rosmarinus officinalis al 50%
tuvo una actividad microbiana frente al extracto
acuoso que en concentraciones menores no mostrd
ningun efecto.

CONCLUSIONES

* El extracto acuoso de romero no mostro efecto
antibacteriano sobre el S. mutans.

» FEl extracto oleoso de romero mostrd accidén an-
tibacteriana sobre S. mutans, siendo similar a la
clorhexidina.
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