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RESUMEN

Se determind el efecto de antibacteriano del extracto alcohdlico de Rosmarinus
officinalis y del agua ozonizada sobre Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis,
para lo cual se trabajé con dos concentraciones distintas de ambas compuestos (25
mg/ml y 50 mg/ml del extracto de R. officinalis y 0,41 mg/ml y 0,82 mg/ml de agua
ozonizada), ademas del control positivo con clorhexidina al 0,12% y el control del
solvente que fue etanol absoluto. Para el evaluar el efecto antibacteriano tanto del
extracto alcohélico como del agua ozonizada se procedié a sembrar con hisopo estéril
el inéculo estandarizado de S. mutans y de E. faecalis independientemente en placas
con agar Mueller-Hinton a las cuales se les colocé un disco de papel de filtro estéril en
el centro de las mismas y se incorpor6 25 pyL de cada concentracién del extracto
alcohdlico como del agua ozonizada. Las placas sembradas e inoculadas fueron
incubadas a 36°C en condiciones de anaerobiosis durante 24 horas. La lectura de los
resultados se hizo midiendo el didmetro, en milimetros, del halo de inhibicion formado
para cada bacteria con respecto a cada concentracion de los compuestos evaluados.
Se encontr6 que a la concentracion de 25 mg/ml del extracto alcohdlico de R.
officinalis se produjo un halo promedio 25 mm para E. faecalis y de 19 mm para S.
mutans. Mientras que a la concentraciéon de 50 mg/ml se obtuvo un halo de inhibicién
promedio de 36 mm para E. faecalis y de 24 mm para S. mutans. El halo formado en el
control de clorhexidina al 0,12 % fue de 16 mm y es semejante al obtenido con el
solvente etanol absoluto. Con el agua ozonizada los halos fueron menores al control
positivo. Se presume que el efecto del extracto pudo deberse a los compuesto
fendlicos presentes en la planta cuyos efectos bactericidas estan bien descritos. Se
concluye que a las concentraciones de 25mg/ml y 50mg/ml del extracto alcohdlico de
R. officinalis existe efecto bactericida sobre S. mutans y E. faecalis en condiciones de

laboratorio y este efecto se incrementa cuando se le agrega agua ozonizada.

Palabras claves: inhibiciobn, agua ozonizada, Rosmarinus officinalis, Streptococcus

mutans, Enterococcus faecalis.
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ABSTRACT

The antibacterial effect of alcoholic extract of Rosmarinus officinalis and the ozonated
water on Streptococcus mutans and Enterococcus faecalis was determined, for which
we worked with two different concentrations of both compounds (25 mg / ml and 50 mg
/ ml extract R. officinalis and 0.41 mg / ml and 0.82 mg / ml ozonated water), positive
control with addition of 0.12% chlorhexidine and control solvent was absolute ethanol.
To evaluate the antibacterial effect of both the alcoholic extract of ozonated water as
we proceeded to sow sterile swab the standardized inoculum S. mutans and E. faecalis
independently plates Mueller-Hinton agar to which were fitted with disc sterile filter
paper in the center of them and joined 25 uL of each concentration of ozonated water
and the alcoholic extract. Seeded and inoculated plates were incubated at 360C under
anaerobic conditions for 24 hours. The reading of the results was done by measuring
the diameter in millimeters of the inhibition halo formed for each bacteria for each
concentration of the compounds tested. It was found that the concentration of 25 mg /
ml of alcoholic extract of R. officinalis halo occurred an average 25 mm for E. faecalis
and S. mutans to 19 mm. While the concentration of 50 mg / ml halo average inhibition
of 36 mm for E. faecalis and S. mutans to 24 mm was obtained. The halo formed in
controlling 0.12% chlorhexidine was 16 mm and is similar to that obtained with absolute
ethanol solvent. Ozonated water with halos were less than positive control. It is
presumed that the effect of the extract could be due to the phenolic compound present
in the plant whose bactericidal effects are well described. It is concluded that the
concentrations of 25 mg/ml and 50 mg/ml of alcoholic extract of R. officinalis there
bactericidal effect on S. mutans and E. faecalis in laboratory conditions and this effect

is increased when you add ozonated water.

Keywords: inhibition, ozonated water, Rosmarinus officinalis, Streptococcus mutans,

Enterococcus faecalis.



INTRODUCCION

En los dltimos afos se ha estudiado el efecto en la salud de los
posibles compuestos bioactivos presentes en las plantas y es
posible asegurar que existe mas informacion sobre sus propiedades
funcionales, medicinales y/o toxicologicas. En el Pera ultimamente
se han realizado diversos estudios en diferentes plantas
medicinales, comprobandose las propiedades de sus componentes
como: antibacterianas, antihemorragicas, analgésicas,
antiinflamatorias, etc. Debido a ello, estos estudios se han venido
intensificando en los dltimos afos, lo que ha permitido identificar y
aislar los principios activos responsables de su actividad
farmacolégica dando lugar a variadas presentaciones avalando

razonablemente su utilizacion.:

En el campo de la practica odontoldgica, estas plantas han tenido
todo tipo de uso, en especial en la parte preventiva como aditivos
en los diversos productos de higiene oral con propiedades contra la
halitosis, anti-inflamatorios y antibacterianos y es sobre todo en esta
Gltima caracteristica en que se han visto empiricamente y
determinado metodolégicamente. Sin embargo debido a la
biodiversidad muchas de estas plantas no se han estudiado o recién

se estan empezando a estudiar especialmente en nuestro pais?.

La Ozonoterapia en odontologia se compone de ozono y de
oxigeno puro, puede utilizarse como gas 0 unirse con agua Yy
obtenerse agua ozonizada con gran poder desinfectante, o unirse
aceite y formar aceite ozonizado. La terapia actual del ozono
encuentra sus origenes en el dentista aleman E.A. Fisch, quien
utiliz6 el agua ozonizada por primera vez con funciones

desinfectantes. Segun otro dentista aleman, el Dr. Fritz Kramer, el



ozono en forma de agua ozonizada, para colutorio o como irrigador,
o en forma de spray puede administrarse como tratamiento médico

mediante diferentes vias: sistémica y local ©°.

Rosmarinus officinalis (Romero), es una planta originaria del
mediterraneo, cultivado en muchos paises del mundo, planta rica en
principios activos y con accion sobre casi todos los 6rganos del
cuerpo humano. Al tener un alto contenido en aceites esenciales,
cuyos ingredientes activos son flavonoides, acidos fendlicos y
principios amargos, genera una accion tonica y estimulante sobre el
sistema nervioso, circulatorio y corazén, ademas de ser colerético,
colagogo, antiespasmadico, diurético.® Por lo que en los ultimos
afios se han desarrollado una gran cantidad de aportaciones
cientificas que brindan amplia informacion de las aplicaciones del
romero. Teniendo en cuenta que nuestra poblacién necesita
alternativas de costo reducido y alto beneficio para el tratamiento de
lesiones bucales que lo haria accesible a las clases mas

populares®.

En la presente investigacion se evalu6é la actividad antibacteriana
del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis “romero” y del Agua
ozonizada sobre el Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis,
ademas de llegar realizar una sinergia para evaluar la mayor
actividad antimicrobiana de las dos presentaciones asi mismo de
dar una terapia alternativa con el uso de sustancias inocuas como el
Rosmarinus officinalis “romero”, y el agua ozonizada, de fécil
adquisicion para la poblacion del departamento de Lambayeque, y
cuyas propiedades antimicrobianas han sido demostradas en varias

investigaciones anteriores.



CAPITULO I. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1 Situacién Problematica

En la actualidad, existe un interés muy grande por investigar
nuevas formas terapéuticas para combatir las afecciones en la
cavidad oral, una de las mas desarrolladas esté relacionada con el
uso de los extractos vegetales y otras sustancias inocuas para los
tejidos orales, las plantas han sido utilizadas por la humanidad en
todo el mundo desde tiempos remotos para controlar e incluso

curar afecciones causadas por microorganismos?.

Se ha establecido que el 90% de las personas, en las ciudades
industrializadas estan siendo afectadas por infecciones Orales de
tipo bacteriano. También se ha determinado que la mayoria de
estas personas utilizan productos quimicos para el control de estas
afecciones, productos que generalmente son de costo elevado y

dificil acceso para las personas de bajos recursos?.

Esta situacibn ha propiciado el ambiente ideal para poder
desarrollar la presente investigacion, con la cual se pretende como
primer paso determinar el efecto antibacteriano del extracto
alcohdlico de Rosmarinus Officinalis “romero” y agua ozonizada,
sobre Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis, mediante un
estudio in vitro, el cual creara las bases para realizar estudios in
Vivo e in situ que nos permitan proponer productos a base de
extractos vegetales, como enjuagues bucales o colutorios para
controlar a aquellos microorganismos importantes involucrados en

casos de infecciones orales?3.

El Rosmarinus officinalis “romero” es una planta que ha sido

descrita farmacologicamente con muchos principios activos, a los



cuales se les atribuye propiedades medicinales, analgésicas entre
otras. Sus hojas y tallos han sido utilizados para obtener infusiones,
extractos y en la actualidad mediante procesos mas
industrializados se puede acceder al aceite esencial. En nuestro
pais y principalmente en nuestra localidad no existen
investigaciones serias en el cual se haya evaluado el efecto
antibacteriano del extracto de Rosmarinus officinalis y del agua
ozonizada sobre bacterias de interés estomatolégico®.

Streptococcus mutans es un habitante de la microbiota oral que
constituye la primera causa de caries dental y de infecciones
graves por estreptococos del grupo viridans, mientras que
Enterococcus faecalis ha sido el microorganismo preponderante en
las infecciones endododnticas persistentes, que gracias a Ssus
caracteristicas fenotipicas es capaz de sobrevivir frente a
protocolos de irrigacién, medicaciones intraconducto y materiales

de obturacion® 8.

1.2 Formulacion Del problema

¢, Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto alcoholico de
Rosmarinus Officinalis “romero” y del agua ozonizada sobre

Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis?

1.3 Delimitacién de la Investigacion

La investigacion fue desarrollada en el laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Sefior de
Sipan S.A.C, situada en carretera a Pimentel Km 5. Durante los

meses de abril a diciembre del 2015.



1.4 Justificacion e Importancia

En vista de la situacion que se ha comentado, se intentara
determinar el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico de
Rosmarinus officinalis y del agua ozonizada sobre Streptococcus

mutans y Enterococcus faecalis.

El agua ozonizada cumple mdultiples propiedades entre ellas el
poder antibacteriano se ha demostrado ausencia de efectos
teratdgenos y cancerigeno, suele administrarse como tratamiento

médico odontolégico mediante via local. %°

El Rosmarinus officinalis es una planta con multiples propiedades
medicinales comprobadas artesanalmente pero con muy pocos
estudios cientificos, fueron estas dos premisas las que conllevaron
a interesarnos en realizar una investigacion al respecto y de esta
manera crear los cimientos para futuras investigaciones tal vez ya

no solo a nivel In Vitro si no también in vivo.

La presente investigacion permitira determinar la actividad
antibacteriana del extracto alcohdlico de Rosmarinus officinalis
‘Romero” y del agua ozonizada a partir de diferentes
concentraciones , y estos resultados podrian ser utilizados en algun
momento como alternativa de control Streptococcus mutans y
Enterococcus faecalis, y de esta manera contribuir con
conocimientos que seran fundamentales en el desarrollo de nuevos
productos con efectividad comprobada en microorganismos

patogenos orales.



1.5 Limitaciones de la Investigacion

Una de las limitaciones que fueron previstas en la investigacion que

se dieron durante el transcurso de la misma fue el mantenimiento

de la

cepa de Streptococcus mutans que debido a sus

caracteristicas fisiologicas es complicado mantenerlas viables

durante mucho tiempo, pero lo logramos aplicando la técnica de

resiembra continua.

1.6 Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Determinar el efecto antibacteriano In Vitro del extracto

alcohdlico de Rosmarinus Officinalis (Romero) y el agua

ozonizada sobre Streptococcus mutans y Enterococcus

faecalis.

Objetivos Especifico

1-

Determinar el efecto antibacteriano In Vitro del extracto
alcohdlico de Rosmarinus Officinalis “romero” a las
concentraciones de 25 mg/ml, 50 mg/ml, sobre el
desarrollo de  Streptococcus mutans y Enterococcus
faecalis mediante la medicion de los halos de inhibicion

formados.

Determinar el efecto antibacteriano In Vitro del agua
ozonizada a las concentraciones de 0,41mg/m, 0.82mg/ml
sobre el desarrollo de Streptococcus mutans y
Enterococcus faecalis mediante la medicion de los halos

de inhibicion formados.



3-

Determinar el efecto sinérgico antibacteriano In Vitro del
extracto alcohdlico de Rosmarinus Officinalis “romero” a
25 mg/ml y del agua ozonizada a 0,41mg/ml sobre el
desarrollo de  Streptococcus mutans y Enterococcus
faecalis mediante la medicion de los halos de inhibicion

formados.

determinar el efecto sinérgico antibacteriano In Vitro del
extracto alcohdlico de Rosmarinus Officinalis (Romero) a
50 mg/ml y del agua ozonizada a 0,82mg/ml sobre el
desarrollo de  Streptococcus mutans y Enterococcus
faecalis, mediante la medicion de los halos de inhibicion

formados.



2.1.

Capitulo Il. Marco Teoérico

Antecedentes

TEIXEIRA I. (Brasil - 2012), evalud la accién antimicrobiana de
Rosmarinus officinalis (Romero) contra las bacterias orales
presentes en el biofilm dental que estan asociados con caries y
la enfermedad periodontal. Se trata de un estudio ciego,
cruzado, In Vivo que incluy6é a 11 voluntarios, los tratamientos
se realizaron en tres fases de catorce dias cada uno, cada fase
seguida de un intervalo de descanso. Durante esas semanas,
los voluntarios realizaron enjuagues bucales con las siguientes
soluciones: control negativo / placebo, solucién de clorhexidina
al 0,12 % (control positivo) y la solucién que contiene extracto
de hoja de Rosmarinus officinalis (solucion de prueba) a una
concentracion de 1:5 en 10 %. Para el control de la biopelicula
dental se utilizé el indice de higiene oral simplificado. Los datos
clinicos y estadisticos muestran que el extracto de romero
aparentemente no presentaba grandes resultados, sin embargo,
la clorhexidina si mostré mejores resultados en el control de la

biopelicula dental.s

Pinheiro M. y Col. (Brasil - 2012), evaluaron la actividad
bacteriostatica y bactericida de tinturas hidroalcéholicas de
Rosmarinus officinalis, Calendula officinalis, Mikania glomerata,
demostrando su accién bacteriostatica y bactericida a bajas
concentraciones, sobre Streptococcus mutans y Streptococcus
oralis. Entretanto la actividad antimicrobiana de clorhexidina fue

superior a las tinturas.®

DALIRSANI Z. y col. (Asia -2011), evaluaron In Vitro los efectos

antimicrobianos de diez extractos de plantas contra



Streptococcus mutans. La efectividad antimicrobiana se
comparo con clorhexidina al 0.12 % que utilizaron como control
positivo. Para dicho trabajo se utilizo 30 gr de diez plantas
incluyendo Rosmarinus officinalis (Romero) tomillo, menta, ajo,
canela, manzanilla, arbol de té, clavo, hierbabuena, salvia y se
disolvieron en 100 ml de metanol puro. Los Streptococcus
mutans se cultivaron en agar sangre. Después de 24 h los
diametros de los halos de inhibicion indicaron falta de
crecimiento bacteriano. Los diametros de cada disco se
compararon con los de clorhexidina mediante el andlisis de la
prueba t, donde se observé que la inhibicién alrededor de los
discos de extracto de romero fue 11.5 mm el que mas se

aproxima al de la clorhexidina que fue de 14,6 mm.°

Volcdo L. y Col. (Brasil - 2011), evaluaron la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis
sobre Escherichia coli 0157:H7 Enterococcus faecalis y
Entorobacter aerogenes. El aceite esencial mostr6 mayor
actividad antimicrobiana en Enterococcus faecalis Gram-positivo
y Enterobacter aerogenes bacilo Gram-negativo. También
mostraron inhibicibn del crecimiento de Escherichia coli

0157:H7 a mayor concentracion del aceite esencialt?.

ESTRADA S. (Ecuador - 2011), realizé un estudio In Vitro para
determinar la actividad antibacteriana de los extractos de
Romero y Tomillo frente a Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans vy
Pseudomonas aeruginosa. Utiliz0 tres concentraciones de
extracto: 10000, 1000 y 100 pg/ml, frente a las distintas
bacterias y candida; se comprobé sus propiedades

antimicrobianas utilizando el método de Mitscher el cual consiste



en la determinacion del crecimiento de los microorganismos en
presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano.
Luego de 24 y 48 horas de incubacion; se observé que los
extractos de ambas plantas presentan actividad antibacteriana
destacandose la mezcla de los extractos a concentraciones de
10000 y 1000 pg/mi*2,

CASTRO R. y col. (Brasil - 2010), evaluaron In Vitro la actividad
antifingica de los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis
(Romero) y Ocotea odorifera Vell (Sasafras), contra cepas de
Candida albicans y C. tropicalis. Para determinar la
concentracion minima inhibitoria (MIC) se utilizé la técnica de
microdilucién seriada; como control positivo se utilizaron
Miconazol y nistatina. Los cultivos se realizaron en agar 18
Sabouraud, fueron incubados a 35° C durante 24 a 48 horas.
Las lecturas de las cepas de levadura se hicieron con el método
visual, Se tomé en cuenta la no formacion de cumulos celulares
"el crecimiento visual". En los resultados se observo que todas
las cepas fueron sensibles al aceite esencial del Rosmarinus

officinalis (Romero) a una CIM de 2,5 mg/mL.%3

BATTAGIN J. (Brasil - 2010), evalu6é In Vitro el efecto de
inhibicibn de la actividad de la glucosiltransferasa y el
crecimiento bacteriano de los extractos de Rosmarinus officinalis
(Romero), Camelia sinensis (Té Verde) y llex paraguariensis
(Yerba Mate) sobre la actividad de la glucosiltransferasa, contra
Streptococcus mutans. Los resultados obtenidos con el extracto
alcohdlico de Rosmarinus officinalis (Romero) fueron
prometedores, ya que mostraron una inhibicion significativa de
la actividad de glucosiltransferasa (50 — 75 %) en

concentraciones superiores a 4 mg/ml.4
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VOLCAO L. y col. (Brasil - 2010), determinaron In Vitro la
actividad antibacteriana del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis  (Romero) contra tres cepas bacterianas
estandarizadas: Escherichia coli, Enterococcus faecalis y
Enterobacter aerogenes. Para obtener la concentracion minima
inhibitoria (CIM), utilizaron la técnica de microdiluciébn con
concentraciones que varian de 0.78 a 100 mg/ml Los resultados
de este estudio mostraron que hay actividad antibacteriana del
aceite esencial de Rosmarinus officinalis en Enterococcus
faecalis y Enterobacter aerogenes a una (CIM) 25 mg/ml.
También mostraron inhibicién del crecimiento de Escherichia coli
a una (CIM) de 100 mg/ml.15

CASTANO H. y col. (Colombia - 2010), evaluaron In Vitro la
actividad bactericida del extracto etandlico y el aceite esencial
de hojas de Rosmarinus officinalis, sobre microorganismos de
interés alimentario: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium, Shigella sonnei, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus y
Lactobacillus plantarum. La concentracion minima inhibitoria
(CIM) se determiné mediante la técnica de microdilucion; los
resultados mostraron que el aceite esencial exhibié una mayor
accion antimicrobiana tanto para bacterias Gram positivas como
Gram negativas con CIM entre 512 — 4096 ppm. El extracto
etanolico mostro actividad antimicrobiana contra las bacterias S.

sonnei, S. typhimurium y L. monocytogenes con CIM de 1024

ppm_lG

COSTA A. y col. (Brasil - 2009), evaluaron In Vitro el potencial
anti fangico de extractos glycolicos de Rosmarinus officinalis

(Romero) y Syzygium cumini Linn. (Jambolan), contra cepas de
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Candida albicans, Candida tropicalis y Candida glabrata. En los
resultados que obtuvieron llegaron a la conclusion de que los
extractos glicélicos de Rosmarinus officinalis y Syzygium cumini
Linn. Mostr6 potencial antimicético para todas las cepas de
Candida estudiadas, y las cepas de C. tropicalis demostrado ser
mas sensible a los extractos en relacion a C. albicans y C.

glabrata.’

ARDILA M. y col. (Colombia - 2009), Evaluaron la actividad
antibacteriana In Vitro de seis extractos de plantas, entre ellas
utilizaron el extracto de Rosmarinus officinalis (Romero) y la
vancomicina de 30 pg/ml, Contra Clostridium perfringens; el
extracto de romero fue disuelto en una solucion de hexano-
acetona que presento una inhibicion de 2° 14,4 mm, de didmetro
en el crecimiento bacteriano, casi semejante a la vancomicina

14.5 mm, que fue utilizado como control positivo.*®

BARNI M. y col. (México - 2009), estudiaron la eficacia
antibacteriana In Vivo de un extracto etandlico de romero contra
Staphylococcus aureus, en dos modelos de infeccién en piel de
ratén. El extracto seco de romero contenia 23 % de compuestos
fendlicos, 20 % de diterpenos fendlicos, 10 % de &cido
carndsico, 10 % de carnosol y un 3 % de &cido rosmarinico, los
resultados evidenciaron la accion bacteriostatica del extracto de
romero en la concentracion de 2.3 % de polifenoles activos y la
accion bactericida del extracto que contenia un 4.6 % de
polifenoles activos contra S. aureus en los dos modelos de
infeccion en piel de raton, se resalta la actividad antibidtica In

Vivo comparable al acido fusidico.*®

ALVES M. (Brasil - 2008). Comparoé la actividad antimicrobiana
In Vitro del extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis
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(Romero) y clorhexidina al 0,12 %, contra cepas estandarizadas
de: Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus sanguis y Lactobacillus casei; los
resultados demostraron un gran potencial antibacteriano del
extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis (Romero)
frente a todas las cepas utilizadas, con halos de inhibicion de 11
a 20 mm. Similar a clorhexidina al 0,12 %, con halos de

inhibicion de 11 a 18 mm.2°

Lezcano, I., Gutiérrez, C., Baluja, X. y Sanchez, E. (Cuba -
2007), “Ozone Inactivation of Microorganims in Water. Gram
positive Bacteria and Yeast Ozone Research Center”, aislaron
cepas de Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus y
Candida albicans, se evaluo la cinética de inactivacion de estos
microorganismos en agua tratada con ozono. Suspensiones de
agua de 104 - 106 UFC / ml de Streptococcus faecalis ATCC
10541, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Candida albicans
ATCC 10231, las cepas silvestres se prepararon en condiciones
estériles y tratados en un reactor de burbuja de 100 ml con la
capa de ozono, alcanzando concentraciones de 0,3 a 2,5 mg de
ozono disuelto / | de agua, en contacto con microorganismos.
Cinética de la inactivacion de esta cepas microbianas fue similar
a las bacterias Gram negativas: en primer lugar la cinética de
inactivacion de esta orden respecto a ambos, las
concentraciones de ozono Yy los microorganismos se
encontraron dando como resultado una total cinética de
segundo orden de inactivacién. Staphylococcus aureus aislado
era mas resistente que el Streptococcus faecalis y Candida
albicans, el tiempo necesario para conseguir la inactivacion total

fue de 10 minutos?!,
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Gallego, J., Mufioz, S., Gaviria, D., Serna, C. (Colombia - 2007)
en su estudio “Uso del Ozono en diferentes campos de la
Odontologia” nos refiere que el uso de los gases hiperoxidantes
como es el ozono en la odontologia no ha sido descrito
ampliamente, sin embargo podemos utilizar esta técnica en
diferentes areas como la cirugia oral, la periodoncia, la
endodoncia y en la estética dental, principalmente por tener
efecto desodorizante y desinfectante. Ademas se ha planteado
gue esta técnica tiene excelentes resultados en el tratamiento
de conductos dentales, la desinfeccion de bolsas periodontales,
como astringente en cirugia oral y como gas oxidante en el
blanqueamiento de superficies dentales. Por ser una técnica
novedosa en el campo odontol6gico presenta ciertas dificultades
en su manejo y consecucién ya que los generadores de ozono
tienen altos costos y los parametros de utilizacion en el ser
humano son bastante estrictos y de cuidado ya que podria
representar un dafio fisico al paciente si no se utiliza
correctamente. Al revisar la literatura podemos darnos cuenta
gue el uso del ozono en la odontologia aln se encuentra en una
etapa experimental, ya que no se ha encontrado la manera de
manejarlo correctamente en seres humanos, siendo util, por el

contrario, en otros usos y aplicaciones.??

Clavo B, Pérez JL, (Cuba - 2006), su estudio fue evaluar el
potencial antimicrobiano de ozono que se aplicara a 3
soluciones diferentes en un sistema de limpieza por ultrasonido
frente a Staphylococcus aureus. Un total de 120 ml de S. aureus
se mezclaron en 6 Lt de las soluciones experimentales (agua
destilada estéril, vinagre y agua destilada estéril + Endozime
AWpluz) utilizados en un sistema de limpieza por ultrasonidos

(SCP). El ozono se produce por una descarga eléctrica a través
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de una corriente de oxigeno y burbujeo con el caudala 7 g/ h
de ozono (1,2%) en las suspensiones microbianas. Diez ml de
cada suspension experimental se recogieron y 5 diluciones se
hicieron en 9 ml de BHI y se incubaron a 37 ° C durante 48 h. El
crecimiento bacteriano se evalu6 por la turbidez del medio de
cultivo. Al mismo tiempo, 1 ml de las muestras bacterianas se
recogieron y se inocularon en placas BHIA. Después de la
incubacion a 37 ° C durante 48 h, el niumero de unidades
formadoras de colonias (UFC) por ml en la superficie BHIA se
conté. En la prueba de diluciéon en tubos de BHI y en placas
BHIA (UFC / ml), el crecimiento bacteriano no se observo en
cualquiera de las soluciones experimentales cuando el ozono se
ha afladido. Bajo las condiciones ensayadas, se puede concluir
que la adicion de ozono a un sistema de limpieza por
ultrasonidos que contiene diferentes soluciones experimentales
como resultado de la actividad antibacteriana frente a S.

aureus.?3

Camey, L. (Guatemala - 2006) nos indica que el ozono tiene un
gran efecto germicida de amplio espectro con la capacidad de
eliminar y destruir en un poco tiempo bacterias, virus, hongos y
esporas lo que impide la reproduccion de las bacterias y
modifica la estructura celular de los virus matandolos al mismo
tiempo que destruye su estructura celular. Ademas de su efecto
germicida, produce un aumento en el tejido sanguineo y
estimula los glébulos rojos lo que provoca una mayor
oxigenacion de la sangre con mejor circulacion aumentando las

proteinas y produciendo una accién antiinflamatoria.?*

Baysan A, Lynch E. (Colombia - 2006) observaron que el ozono
utilizado durante 10 segundos sobre la superficie dental (raiz)
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incidia en los tejidos dentales radiculares afectados por caries,
ya que presentaban una disminucion y muerte de algunos
microorganismos que estaban presentes en caries no cavitadas
y en las que se encontraban con cavidad, especialmente el S.

mutans y el S. sobrinus.?®

Arita M, Nagayoshi M, (Colombia - 2005) observaron que la
utilizacion del agua ozonizada durante un minuto sobre la zona
afectada por candida albicans disminuia la adhesion de
microorganismos y mantenia la superficie acrilica limpia de
estos, siempre y cuando se utilizara con un método combinado

con ultrasonido.2%

Nagayoshi y col. (México - 2004) observaron las capacidades
desinfectantes del agua ozonizada en dientes de bovinos
infectados con S. mutans y Enterococcus faecalis después de
ser irrigados con agua ozonizada, comparando la utilizacién de
hipoclorito de sodio al 2.5%. Encontraron que el agua ozonizada
permitia un excelente detrimento de los microorganismos antes
mencionados y ademas sugieren la utilizacién del ozono para la

desinfeccion de conductos pulpares en endodoncia.?’

Holmes J. (Colombia - 2003) muestra que el ozono ademas de
desinfectar y desodorizar puede influir en tratamientos de caries
radicular primaria. En este estudio se utilizo la corriente de
ozono en superficies radiculares afectadas por caries no
cavitadas en pacientes de 60 a 65 afios con seguimiento de 12
a 18 meses, encontrando que es una alternativa convencional
efectiva para caries radicular primaria siempre y cuando se
utilice el ozono acompanado de agentes remineralizantes para

gue la superficie radicular responda al tratamiento.?®
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2.2.

Ebensberger U, Pohl Y Colombia (2002) se mostré que el agua
ozonizada tiene efectos mas rapidos que el agua clorada y que
el ozono en concentraciones de 0.5 ppm elimina
microorganismos de la cavidad oral en pocos segundos como la
E coli, Pseudomonas aerus y en el momento de irrigar con agua
ozonizada se presenta un efecto descontaminante en la raiz
dental, ademas tiene un efecto positivo sobre los

cementoblastos en el ligamento periodontal.?®

Marco Conceptual

2.2.1. Rosmarinus Officinalis (Romero)

El romero, es una planta ubicua, crece desde el nivel del mar
hasta una altura de 1200 m.s.n.m. En el Peru crece en la
costa, sierra y selva hasta los 3,500 msnm, formando parte del

sotobosque, en laderas de tierras bajas y en lugares secos.303!

2.2.1.1. clasificaciéon taxonémica

El Rosmarinus officinalis “romero” taxondmicamente pertenece
a la divisibn  Angiosperma, clase Dicotiledonea
(Magnoliopsida), subclase Asteridae, orden Solanales
(Tubiflorae), suborden  Verbeninae, familia Labiatae
(Lamiaceae) género Rosmarinus y especie Rosmarinus

officinalis Linn.32

2.2.1.2. Composicion quimica y principios activos

En la planta se han reportado diversos compuestos quimicos,
agrupados de manera general por diversos autores en acidos
fendlicos, flavonoides, aceite esencial, acidos triterpénicos y

alcoholes triterpénicos.3334
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Se ha identificado la presencia de a-pineno, B-pineno, canfeno,
ésteres terpénicos como el 1,8-cineol, alcanfor, linalol, verbinol,
terpineol, carnosol, rosmanol, isorosmanol, 3octanona,
isobanil-acetato y B-cariofileno; los acidos vanilico, caféico,
clorogénico, rosmarinico, carnosico, ursolico, oleandlico,
butilinico, betulinico, betulina, a-amirina, B-amirina, borneol, y

acetato de bornilo.3®

En el caso de las hojas del romero, prevalece un alto contenido
de acido rosmarinico y su derivado rosmaricina, también esta
presente el &cido carndsico que se caracteriza por ser
inestable. Dentro de los compuestos activos con efecto
antibacteriano atil, se mencionan los Terpenoides, Diterpenos
(picrosalvina, carnosol, isorosmanol, rosmadial, rosmaridifenol,
rosmariquinona), Triterpenos (acidos oleandlico y ursdlico, y
sus 3acetil-ésteres). Son aquellos que tienen elementos
adicionales, usualmente oxigeno; se especula que involucra la

ruptura de la membrana celular por los compuestos liofilices.2®

EFECTO FORMA DE UTILIZACION

Aceite esencial
Actividad antibacteriana Extractos alcohélicos y acuosos
Actividad antiviral Extractos alcohdlicos y acuosos
Actividad antiparasitaria Extractos hidroetandlicos
Actividad antioxidante Extracto acuoso
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Actividad a nivel de sistema nervioso
central:
= Estimulador Aceite esencial
= Mejorador de memoria Extracto acuoso
= Liberacion de dopamina Extracto acuoso
= Captacion de monoaminas, Extracto de hojas
Citoprotectores a nivel de Aceite esencial
membrana (eritrocitos). Extracto acuoso
= Activaciéon neuronal — inhibicién Extractos hidroetandélicos
de neurotransmisores. Aceite esencial
=  Accion antiinflamatoria Extracto acuoso
= Accion antidiurética Extractos hidroetanélicos
Colicos menstruales Aceite esencial
Anticonceptivo Extracto de hojas
Prevencion cardiovascular Aceite esencial
Efecto dermoprotector Hojas de romero
Accibn en el sistema gastrointestinal ] .
Reduccion de lesion ulcerosa Extractos hidroetanélicos

Tabla 1. Algunos estudios farmacoldgicos y terapéuticos sobre Rosmarinus officinalis (Avila, 2011).

2.2.1.3. Actividad antibacteriana

El extracto de hojas de R. officinalis actia a nivel de membrana
celular de las bacterias aumentando su permeabilidad y
generando desconfiguracién de la pared celular tanto de Gram

positivas como de Gram negativas.3’
2.2.1.4. Uso de Rosmarinus officinalis en odontologia

En cuanto al “romero” se ha visto que en nuestro pais se ha
utilizado de manera artesanal®. Pero en otros paises como el
Brasil los componentes de esta planta son utilizados en diversas
formulaciones farmaceéuticas, como los enjuagues bucales,

colutorios, soluciones tépicas, pasta dental, entre otros.3®
2.2.1.5. ElI Ozono en el agua

El ozono es un gas que se genera a partir del oxigeno cuando

se le aplica una descarga de alto voltaje. Merced a ella, parte
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del oxigeno (O2) se transforma en ozono (Os). Después ese gas
se disuelve en agua obteniéndose asi un agua ozonizada que
adquiere diversas propiedades terapéuticas dependiendo de la
concentracion de ozono. Algunos cientificos utilizan este

producto como sustancia desinfectante.3?

A diferencia de la cloracion la ozonificacién elimina olores y
sabores desagradables del agua. Su efecto residual es de corto
tiempo. Con la aplicacion de ozono en agua se obtiene una
desinfeccién al eliminar hongos, bacterias, algas y helmintos,
gérmenes, virus; una potabilizacién y sedimentacion de material
organico y sales, decoloracion y desodorizacion del agua;
elimina fenoles y representa un ahorro importante en

compuestos cloradores, fungicidas y plaguicidas.*°

En el agua presenta gran solubilidad y se estima una
permanencia aproximada de 20-30 minutos. El ozono se
desdobla en oxigeno, siendo por lo tanto mas beneficioso

cuando se compara con el cloro y el diéxido de cloro.*°
2.2.1.6. Ozonoterapia en la clinica dental

La terapia actual del ozono encuentra sus origenes en el
dentista aleman E.A. Fisch, quien utilizd el agua ozonizada por
primera vez con funcion desinfectante. Segun otro dentista
aleman, el Dr. Fritz Kramer, el ozono en forma de agua
ozonizada, para colutorio o como irrigador, o en forma de spray

puede ser usado de los siguientes modos: 4!

Como un poderoso desinfectante de superficies y por su
capacidad para contener hemorragias, en la limpieza de heridas
de huesos y tejidos blandos, para reforzar el aporte de oxigeno

en el area de una herida quirdrgica con el fin de mejorar la
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cicatrizacion y como antiséptico para tratar paradentosis,
estomatitis, canales endododnticos, alveolitis y en la preparacion

de la cirugia oral.*> 43

2.2.1.7.Mecanismo de accion del ozono sobre los
microorganismos

El ozono producia oxidacién letal sobre el protoplasma
bacteriano (Sykes, 1995), sin embargo, actualmente se acepta
gue el gas produce alteracién de la membrana por ozondlisis de
los &cidos grasos insaturados de la pared bacteriana, y que
actla como microbicida, bactericida, virucida, fungicida y
parasiticida.**

2.2.2. Flora microbiana oral

Los microorganismos que forman lo que se denomina flora de la
saliva son todos los que se han desprendido de los sitios
diversos de la cavidad bucal en donde se han asentado
poblaciones bacterianas (piezas dentarias, lengua, mucosa de
los carrillos y membranas mucosas de la faringe). En general
predominan los cocos Gram positivos anaerobios facultativos
(en torno al 44 %), los cocos Gram negativos anaerobios
estrictos como Veillonella sp. (Alrededor del 15 %), y los bacilos
anaerobios facultativos Gram positivos (aproximadamente un 15
%), destacando las especies de Actinomyces. También
treponemas comensales, hongos como Candida sp.
Mycoplasma sp., y los escasos protozoos aislados en la cavidad

oral.45. 46
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2.2.3. Streptococcus mutans

Los Streptococcus son bacterias que presentan en forma de
coco esférica u ovoidea, se agrupan en cadenas de longitud
variable esta formacién de cadenas se debe a que los
microorganismos permanecen adheridos por una parte de la
pared celular, no tienen movimiento, no forman esporas y
generalmente reaccionan positivamente a la coloracién de
Gram, presentan prolongaciones extracelulares del tipo de las
fimbrias y pueden tener capsula 4 4, los medios de vida son el
tracto respiratorio, gastrointestinal y bucal del hombre, crecen a
una temperatura de 37°C. Su metabolismo es fermentativo,
produciendo abundantes acidos que descienden el pH+%. Son
anaerobios facultativos, la temperatura éptima de desarrollo es
de 36 +-1°C. Su nombre lo recibe por su tendencia a cambiar de
forma, que se puede encontrar como coco (forma redonda) en
un medio alcalino, o en forma de cocobacilo (forma ovalada) en

un medio acido®°.

Streptococcus mutans, es el primero en colonizar la superficie
del diente después de la erupcion dental, se encuentra de forma
permanente, debido a que requiere de tejido duro no
descamativo para su colonizacion. La principal fuente de
adquisicion y transmision de Streptococcus mutans en los nifios
es la saliva de la madre transmitida cuando hay un contacto
salival con la comida que se le dara al bebé, estas evidencias
provienen de estudios que demuestran un patron idéntico de
DNA cromosomal en las bacterias de los niflos y de las

madres.5!
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Se ha demostrado que el tiempo exacto de colonizacion de esta
bacteria es a los 26 meses de edad, coloniza especialmente las
superficies duras de la cavidad oral (esmalte y cemento), induce
a las lesiones cariosas tanto en superficies lisas, de fosas y
fisuras como en zonas interproximales y en el cemento
radicular. A nivel extraoral el Streptococcus mutans esta
relacionado con endocarditis subagudas y raramente con otros

procesos patoldgicos.>!

Factores de virulencia del Streptococcus mutans®?

Los factores de virulencia o caracteristicas del Estreptococos
mutans que lo hacen patégeno son:

Acidogenicidad: el Streptococcus puede fermentar los
azucares de la dieta y producir principalmente &cido lactico
como producto final del metabolismo ocasionando que el pH
baje y se desmineralice el esmalte.

Aciduricidad: capacidad del Streptococcus para producir acido
en un medio. pH bajo.

Acidofilicidad: el Streptococcus puede resistir la acidez del
medio, propiedad que es muy necesaria para sobrevivir y
desarrollarse en un pH bajo. Producen dextranasas vy
fructanasas enzimas que son capaces de metabolizar los
polisacéaridos extracelulares favorece la produccién de acido y
constituye un sustrato en los periodos en que disminuye el
aporte de oxigeno.

Corto efecto post-pH: requiere de poco tiempo para recuperar
su actividad de crecimiento habitual tras ser sometido a un pH

bajo.
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2.2.4.

Factores de cariogenicidad del Streptococcus mutans®3

Las principales caracteristicas que tiene el Streptococcus
mutans para iniciar un proceso carioso son:

Produccion de polisacaridos extracelulares a partir de la
sacarosa que se adhiere firmemente al diente y la bacteria
facilmente se adhiere a ellos.

Elementos que determinan fenbmenos de adhesion, agregacion
y coagregacion. Produccién y metabolismo de polisacéaridos
intracelulares. Produccion de dextranasas y fructanasas. Rapido
metabolismo de los azucares a acido lactico y otros acidos
organicos. Efecto post-pH corto. Pueden conseguir un pH critico
de 5.5 necesario para iniciar el proceso de desmineralizacién
del esmalte, estos microorganismos lo logran mas rapidamente

gue cualquier otro presente en la placa dental.

Enterococcus faecalis

Parece que la primera vez que se utilizé el término entérocoque
fue en 1899, en un articulo publicado en la bibliografia en
lengua francesa. El original se referia a un “diplococo” que habia
sido localizado como microorganismo comensal en el tracto
gastrointestinal y que aparentemente era patogénico para el ser
humano. La primera descripcion clinica y patolégica de una
infeccion por enterococos fue publicada en ese mismo afio
(1899) y se referia a un paciente que habia sido hospitalizado
‘en el servicio clinico del Dr. Osler” con cuadro clinico de
endocarditis y que fallecié debido a dicha infeccion. Los autores
del articulo aislaron cocos grampositivos que «formaban parejas
y cadenas cortas» a partir de la sangre y de diversos organos
(en la autopsia) del paciente.*6: 47:54
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La virulencia de este microorganismo fue confirmada tras su
inoculacion en varios modelos animales, con reproduccion de
los hallazgos patologicos observados en el paciente. Este
microorganismo fue denominado inicialmente “Micrococcus
zymogenes” debido a sus propiedades fermentativas. En 1906,
Andrews y Horder efectuaron un detallado estudio de los
estreptococos patogénicos para el ser humano y utilizaron por
primera vez el nombre de “Streptococcus faecalis” para designar
la especie mas frecuente de estreptococos existente en el

intestino del ser humano y de otros vertebrados®®.

Los Enterococcus son cocos gram positivos, que se encuentran
aislados, de a pares, o formando cadenas cortas. Ellos
pertenecieron, clasicamente, a los 2 2 Streptococcus grupo D de
Lancefield; sin embargo, a mediados de la década de 1980
fueron oficialmente clasificados en su propio género. Son
catalasa negativa, anaerobios facultativos, capaces de crecer en
condiciones un tanto extremas. Las caracteristicas bioquimicas
sobresalientes incluyen: la habilidad de crecer en presencia de
NaCl al 6,5%, a temperaturas entre 10°C y 45°C, y hasta en un
pH de 9,6.5

Tienen la capacidad de hidrolizar la esculina, crecer en
presencia de bilis al 40%, sobrevivir 30 min a 60°C e hidrolizar
la L-pirrolidonil B-naftil-amida (PYR); esta habilidad ha sido
usada como parte de un test rapido para detecciéon de
Enterococcus en el laboratorio. Las especies de enterococos
clinicamente importante son: E. faecalis, E. faecium, E. durans,

E. avium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. raffinosus, E.
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malodoratus, E. hirae, E. mundtii, E. solitarius, E. pseudoavium.
E faecalis es el patbgeno humano mas frecuente representando
el 60% al 90% de los aislamientos clinicos de enterococos. E.
faecium es la segunda especie aislada en frecuencia,
representando el 5% al 16% de los aislamientos clinicos.%

Entre los métodos convencionales para la identificacion de los
enterococos a nivel de especie estan la diferenciacion
bioquimica manual fundamentada en varias pruebas (p. €j., la
formacién de acido y la hidrélisis de la arginina); no obstante,
dado lo farragoso de estas estrategias, los laboratorios suelen
utilizar métodos automatizados o bien métodos bioquimicos
rapidos (como el sistema API), que parecen ser suficientemente
precisos para la identificacion de E. faecalis pero no para la de

otras especies de Enterococcus.>

Los Enterococcus son parte de la flora normal enddgena
humana, y tienen poco potencial patogénico en el huésped
normal. Sin embargo, en el anciano o en el paciente
inmunocomprometido, estos organismos se vuelven patdgenos
oportunistas. Las infecciones ocurren cuando las defensas del
huésped descienden por una enfermedad y por el uso de
dispositivos invasivos. Se conoce muy poco acerca de los
factores de virulencia de los Enterococcus. La presencia de
hemolisinas o la agregacion de sustancias fueron postuladas
como factores de virulencia. Adicionalmente, los carbohidratos
de la pared celular o los sitios de union de la fibronectina que
favorecen la adherencia a los tejidos del huésped, pueden

incrementar la patogenicidad®®.
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2.2.5.

E. faecalis es un microorganismo oportunista, causa infecciones
nosocomiales con diferentes grados de compromiso. Crece con
facilidad en medios con poca cantidad de oxigeno, nutrientes y
forma peliculas entre si o con microorganismos de otras
especies. Otro factor que favorece su crecimiento, es el
potencial de 6xido reduccion elevado. Se asocia fuertemente a
casos de fracaso de tratamientos de conductos, aunque
eventualmente, se ha visto en presencia de lesiones primarias
de origen pulpar. Enterococcus faecalis se puede encontrar
asociado a Streptococcus, Lactobacillus y otras bacterias
facultativas asi como bacterias anaerobias lo que puede crear

una flora mixta atin mas virulenta®®.

Clorhexidina

Es un antiséptico potente y noble. Normalmente se usa en
concentraciones de 0.2 y 0.12%, a las cuales tiene una
excelente actividad como bactericida, pero baja actividad como
fungicida. Es necesario que la clorhexidina sea protegida de la
luz, ya que se descompone facilmente. A temperaturas altas se
descompone en cloroanilina, y la presencia de materia organica

la inactiva facilmente.>’

El mecanismo de accion de la clorhexidina consiste en la
disrupcién de la membrana de la célula microbiana. La
clorhexidina precipita el citoplasma e interfiere con la funcion de
la membrana, ademas de que inhibe la utilizacion de oxigeno, lo
gue ocasiona una disminucion de los niveles de ATP y la muerte
celular. Aungue esta molécula es de amplio espectro, tiene mas
efectividad sobre gérmenes Gram positivos que sobre Gram

negativos.>8
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2.2.6. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

Efecto antibacteriano: Capacidad de matar o destruir o
inactivar microorganismos, impedir su proliferacién y/o impedir

su accion patégena.>?

Antiséptico: Un antiséptico es un tipo de desinfectante que,
cuando se aplica sobre superficies del cuerpo o en tejidos
expuestos, destruye o inhibe el crecimiento de microorganismos

en tejidos vivos, sin causar efectos lesivos. %°

Unidad formadora de colonia: Es el numero minimo de células
separables sobre la superficie, o dentro, de un medio
de agar semi-sélido que da lugar al desarrollo de una colonia. °°

Cepa: Cultivo puro formado por bacterias descendientes de un

solo aislamiento. 5
Colonia: Crecimiento visible bacteriano, generalmente en
medios sélidos, originada por la multiplicacion de una sola

bacteria preexistente. 5°

Concentracion: Corresponde al antibidtico capaz de inhibir el

crecimiento visible de una cepa bacteriana. >°

Incubacién: Mantenimiento de cultivos bacterianos en

condiciones favorables para su desarrollo y multiplicacion. %°

In6culo: Alicuota de un cultivo bacteriano transferida a un

medio de cultivo. %°
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Disco de sensibilidad: Discos impregnados con algun
antimicrobiano usados para determinar la susceptibilidad

antimicrobiana por disco difusion. >°

Escala de Mc. Farland: Estandar de turbidez de sulfato de
bario. La escala usada para el in6culo de las pruebas de

susceptibilidad por el método de disco difusién es 0.5. 59

Medio de cultivo: Medio artificial de sustancias nutritivas, que
puede ser solido, semisolido o liquido, necesarias para el
crecimiento y multiplicacién bacteriana in vitro. 5°

ATCC: American Type Culture Collection.>®

UFC: Unidad formadora de colonias.>®

Efecto sinérgico: Forma de interaccion que da como resultado
efectos combinados o aditivos con la administracion de dos o
mas tratamientos. ©°

Halos de inhibicién: zona alrededor de un disco de antibiético

en un antibiograma, es una medida de la potencia del antibi6tico

frente al gérmen. °
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CAPITULO IIl. Marco Metodolodgico

3.1.Tipo y Disefio de la investigacion

3.1.1.

3.1.2.

Tipo de investigacion:
La investigacion fue de tipo experimental, segun su
objetivo; aplicada, segun el corte de tiempo; transversal,

segun el conocimiento generado, cuantitativa.

Disefio de investigacion:

Segun su disefio, experimental de estimulo creciente.

3.2.Poblacion y muestra

3.2.1.

3.2.2.

Poblacion

Ochenta placas Petri con medio de cultivo Mueller Hinton
sembrada con 100 pL de una suspension de Streptococcus
mutans a una concentracion de 1,5 x 108 UFC/mL.
Ochenta placas Petri con medio de cultivo Mueller Hinton
sembrada con 100 pL de una suspension de Enterococcus

faecalis a una concentracion de 1,5 x 108 UFC/mL.

Muestra

Veinte placas Petri con medio de cultivo Mueller Hinton
sembrada con 100 pL de una suspension de Streptococcus
mutans a una concentracion de 1,5 x 108 UFC/mL.

Veinte placas Petri con medio de cultivo Mueller Hinton
sembrada con 100 pL de una suspension de Enterococcus

faecalis a una concentracion de 1,5 x 108 UFC/mL.
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3.2.3.

3.2.4.

Unidad de muestra

Una placa Petri con medio de cultivo Mueller Hinton
sembrada con 100 pL de una suspension de Streptococcus
mutans a una concentracion de 1,5 x 108 UFC/mL.

Una placa Petri con medio de cultivo Mueller Hinton
sembrada con 100 pL de una suspension de Enterococcus

faecalis a una concentracion de 1,5 x 108 UFC/mL.

Célculo del Nomero Minimo de Duplicados

El nimero de duplicados para cada ensayo se determiné
aplicando la siguiente férmula estadistica que es aplicable
en investigaciones experimentales para determinar el
namero minimo de observaciones, duplicados Yy

repeticiones:

W-W2. Zg+1,4Zg
WZ

n:

Donde,

n = Nimero minimo de muestras, observaciones o réplicas que deben
efectuarse en el estudio.

Za = Valor correspondiente al nivel de confianza asignado (Riesgo de
cometer un error tipo I).

Zf3 = Valor correspondiente al poder estadistico o potencia asignada a
la prueba (Riesgo de cometer un error tipo Il).

W = Rendimiento minimo esperado, eficiencia minima esperada o

diferencia minima observable.

Asi, Za = 1.96; Z3 = 0.842; W = 0.80 (80%)
Reemplazando la ecuacion propuesta se obtuvo que el
namero minimo de duplicados fué 9, y en la presente

investigacion se decidio realizar 10 duplicados.
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3.3.Criterios de Inclusion
La cepa bacteriana de Streptococcus mutans y Enterococcus
faecalis, fue identificada tanto fenotipicamente como por el

método automatizado Microscan.

3.4.Criterios de exclusioén
Se descartaron aquellas placas Petri en las cuales se observo

contaminacion bacteriana que no permitié la medicion de los

halos de inhibicion.

3.5.Hipotesis :
El extracto alcohdlico del Rosmarinus officinalis en una
concentracion 50 mg/mL y el agua ozonizada en una
concentracion 0.82 mg/mL tiene efecto antibacteriano in vitro
de tipo Dbactericida sobre Streptococcus mutans |y
Enterococcus faecalis mediante el método de discos en

superficie.

3.6. Operacionalizacion de Variables

VARIABLES TIPO DE INDICADOR DIMENSION INSTRUMENTO
VARIABLE DE MEDICION
Concentracion extracto Concentracion / 25 mg/ml y 50
VARIABLE alcohdlico de R. officinalis R. officinalis mg/ml
[Hp= == el v Concentracion extracto GRS Concentracién/Agua 0,41 mg/mly Espectrofotometro
alcohdlico de Agua ozonizada ozonizada 0,82 mg/ml
VARIABLES Efecto antibacteriano sobre C
DEPENDIENTES S. mutans A 5 eI £l [l Vernier
Efecto antibacteriano sobre  Cuantitativo Lo
E. faecalis Halo de inhibicion En mm
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3.7. Método, técnicas de lainvestigacion

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

Obtencién del extracto alcohoélico del Rosmarinus

Officinalis (romero).

Las hojas de R. Officinalis fueron lavadas con agua y
desinfectadas con alcohol de 70° y secadas por 4 horas en
estufa a 50 °C, inmediatamente después se procedio a realizar
la molienda del material vegetal seco en mortero con pilén de
porcelana. El producto molido obtenido fue colocado en un
frasco de vidrio forrado con papel de aluminio a razén de 250g
de material triturado por cada 1000 mL, de etanol absoluto y se

dejoé macerar por una semana con agitacion constante 172,

Pasado el tiempo de maceracion se procedio a filtrar primero
con papel fitro Whatman N° 41, luego con papel filtro
Whatman, N° 2 y por ultimo con papel Whatman N° 1. El
sobrenadante filtrado fue colocado en un Rotavapor con el cual
se elimind el solvente y se obtuvo el extracto seco que fue
pesado y a partir del cual se prepararon las concentraciones de

25mg/ml, 50 mg/ml para uso inmediato.

Obtencion del Agua ozonizada

El agua ozonizada fue obtenida mediante un equipo ozonizador
de agua potable OzoneRai. Con el cual Donde se obtuvieron
las concentraciones estandares del equipo de 0,41 mg Os/mL y
0.82 mg Os/mL.

Obtencidn del cultivo puro de Streptococcus mutans.
El cultivo puro de Streptococcus mutans ATCC 25175, fue
proporcionado por el laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Truijillo y
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3.7.4.

3.7.5.

3.7.6.

confirmado fenotipicamente en el Laboratorio de Bacteriologia
del Hospital Regional de Lambayeque mediante el sistema

automatizado Microscan.
Obtencion del cultivo puro de Enterococcus faecalis.

El cultivo puro de Enterococcus faecalis ATCC 29212, fue
proporcionado por el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Sefor de Sipan y confirmado fenotipicamente por
el laboratorio de Bacteriologia del Hospital Regional de

Lambayeque mediante el sistema automatizado Microscan.

Reactivacién de la cepa de Streptococcus mutans y

Enterococcus faecalis.

Las bacterias utilizadas para la presente investigacion fueron
Streptococcus mutans ATCC 25175 y Enterococcus faecalis
ATCC 29212. Ambas cepas bacterianas fueron reactivadas en
agar sangre (se utilizé agar base sangre de MERK, al cual se le
incorporé6 5% de sangre de carnero desfibrilada) y fueron
cultivadas en anaerobiosis con el sistema Anaerocult de
MERCK a una temperatura de 36°C.

Preparacién de medios de cultivo para la determinacién del
efecto antibacteriano del extracto alcohdlico de R.

Officinalis y Agua ozonizada sobre S. mutan y E. faecalis

Segun lo las recomendaciones del CLSI (Clinical Laboratory
Standard Institute) para la evaluaciéon de antimicrobianos, se
procedio a preparar los medios de cultivo para las

determinaciones de ambos bacterias el cual fue Agar Mueller-
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3.7.7.

3.7.8.

Hinton y caldo Mueller-Hinton segun MERCK. El caldo fue
utilizado para preparar la suspension bacteriana y el agar para

las evaluaciones.

Preparacién y Estandarizacién del Inéculo.

Se hizo siguiendo el método descrito por Al — Delaimy, en 1970
gue utiliza la técnica de turbimétrica (nefelometria). A partir del
cultivo puro de 18 horas de Streptococcus mutans y
Enterococcus faecalis, se seleccionaron 3 colonias bien
aisladas y se preparé una suspension en 5 mL de caldo

Mueller—Hinton.

La suspensiéon preparada fue comparada con el estandar 0,5
del Nefelémetro de MacFarland que corresponde
aproximadamente a 1,5 x 108 UFC/mL. La turbidez alcanzada
fue verificada en un espectrofotometro marca UNICO S2100
UV+, donde a una longitud de onda de 625 nm se obtuvo una
absorbancia de 0,09 (el método recomienda que debe
encontrarse entre 0,08 — 0,10). El inéculo fue utilizado

inmediatamente después de su preparacion.

Preparaciones de las Concentraciones del Extracto
Alcohdlico de Rosmarinus Officinalis

Obtenido el extracto seco de Rosmarinus officinalis, éste fue
pesado y disuelto en el solvente de extraccion para obtener la
concentracion a evaluar siguiendo la presente formula.

mg de soluto x mL de solucién solvente = mg / mL
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3.7.8.1. Prueba de susceptibilidad antibacteriana mediante el
Método de Difusion en disco

A partir del inéculo elaborado anteriormente (el cual
correspondio a S. mutan y E. faecalis independientemente)
se sembro6 con un hisopo estéril en placas con agar Mueller
Hinton (MERCK). Para ello se introdujo un hisopo en el
tubo donde se preparé la suspension bacteriana, se
humedeciéo y luego se presiond el hisopo contra las
paredes del tubo a fin de escurrir el exceso de liquido,
inmediatamente después se inocul6 la superficie seca del
agar Mueller Hinton por hisopado en tres direcciones
opuestas entre si con lo que se aseguré una completa

distribucion de las bacteria en la superficie del agar?® ?”.

Posteriormente a la inoculacion, después de 10 minutos de
secar las placas en la estufa a 37 °C, se colocaron discos
de papel de filtro en la superficie de los agares con ayuda
de una pinza estéril. Dichos discos tenian una dimensién
de 6 mm de diametro, y en cada uno de ellos se incorporé
25 L del extracto y del agua ozonizada respectivamente.
Se dej6 reposar por 30 minutos y después las placas
fueron llevadas a incubacion a 36 °C por 24 horas en
condiciones de anaerobiosis mediante el sistema
Anaerocult de MERCK., pasadas las cuales se procedi6 a
examinar cada placa, midiendo con un vernier los

didmetros de las zonas (halos) de inhibicién?® 27,
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3.7.9. Lectura de Resultados

3.7.10.

3.7.11.

3.7.12.

Método del Disco en superficie

Se midieron los halos de inhibicion formados en las placas
y se compararon con los halos formados en el control del
Gold Estandar la Clorhexidina 0.12% vy el control del
solvente de extracciébn que fue etanol absoluto. No se
realiz6 control negativo con agua destilada debido a que
no se utilizé ni para la preparacién del in6culo ni para la

obtencién de los extractos.
Recoleccidon de Datos

Se realizé la medicion de los halos de inhibicién formados
en los diferentes ensayos y se colocaron en formatos
elaborados para ello.

Andlisis Estadistico

El andlisis de datos se realizé con el Software SPSS V20.
Para establecer si hubo diferencias de los halos de
inhibiciéon por solucién se realizé un ANAVA (analisis de
varianza). Se aplico la prueba de comparaciones multiples
de Tukey y un analisis de significancia entre los controles
y los ensayos problema, con lo que se evaluo las

diferencias significativas entre los diferentes tratamientos.

Expresion de Resultados

Los resultados se expresaron en tablas y figuras.
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3.7.13.

3.7.14.

Criterios éticos

La presente investigacion se realizd cumpliendo las
recomendaciones dadas en la declaraciéon de Helsinki-
corea 2008 - principios éticos.

Criterios de rigor cientifico

La metodologia empleada es validad a nivel internacional,
cuyos procedimientos aseguran la fidelidad de los
resultados. La forma de presentacion de las referencias
bibliograficas utilizadas fue siguiendo el formato
Vancouver, establecido a nivel internacional para aquellas
investigaciones en el campo de las Ciencias de la Salud.
La presente investigacion cumple todos los criterios de
rigor cientifico, siendo por tanto una investigacién inédita y

debe ser considerada como tal.
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CAPITULO IV. ANALISIS E INTERPRETACION DE
RESULTADOS

4.1. Resultados en tablas y gréficos.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion
demuestran que el Streptococcus mutans y Enterococcus
faecalis fueron sensibles a las concentraciones de 25 mg/ml y
50 mg/ml del extracto alcohdlico de Rosmarinus officinalis ya
gue en todas las placas evaluadas hubo formacién de halos de

medicién alrededor de cada concentracion.

Se obtuvo un halo de inhibicion promedio de 32.7 mm en el caso
de la concentracion de 50 mg/ml de extracto alcohdlico de
Rosmarinus officinalis para Enterococcus faecalis y un halo de
inhibicion promedio de 26.7 mm en el caso de la concentracion
de 50 mg/ml de extracto alcohdlico de Rosmarinus officinalis

para Streptococcus mutans.

Los halos de inhibicion del Etanol utilizado como solvente del
extracto tuvieron un promedio de 15.5 mm, mientras que los
halos de inhibicién producidos por el gold standard Gluconato de
Clorexidina al 0.12 % obtuvieron un promedio de 16.5 mm tanto
para Streptococcus mutans como para Enterococcus faecalis
(Figura 2,3,4,5).
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Promedios de halos de inhibicién del crecimiento

Etanol absoluto Gluconato de Extracto alcohdlico Extracto alcohdlico
Clorexidina 0,12 % de R. officinalis de R. officinalis 50
25mg/mL. mg/mL.

i Streptococcus mutans © Enterococcus faecalis

Fig. 2. Promedios de diametros de halos de inhibicion de crecimiento
de Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis a concentraciones de
25 mg/mL y 50 mg/mL del extracto alcohélico de Rosmarinus officinalis,
de Etanol absoluto y del gold standard Gluconato de Clorexidina
0,12%.
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Promedios de halos de inhibicién del crecimiento

Agua destilada Gluconato de Agua ozonizada Agua ozonizada
Clorexidina 0,12 % 0,41 mg/mL. 0,82 mg/mL.

H Streptococcus mutans W Enterococcus faecalis

Fig. 3. Promedios de diametros de halos de inhibicion de crecimiento
de Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis a concentraciones de
0.41 mg/mL y 0.82mg/mL de agua ozonizada, agua destilada y del gold

standard Gluconato de Clorexidina 0,12%.
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Agua Etanol Gluconato de A. ozonizada A. ozonizada Ext. R. Ext. R. A.ozonizada A.ozonizada
destilada absoluto Clorexidina 0,41 mg/mL 0,82 mg/mL officinalis 25 Officinalis 50 0,41 mg/mL 0,82 mg/mL
0,12% mg/mL mg/mL + Ext. R. + Ext. R.
officinalis 25 officinalis 50
mg/ mL mg/mL

Streptococcus mutans W Enterococcus faecalis

Fig. 4. Promedios de diametros de halos de inhibicion de crecimiento
de Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis en la evaluacién de
la sinergia de las concentraciones de 0.41 mg/mL y 0.82mg/mL de
agua ozonizada con las concentraciones de 25 mg/ ml y 50 mg/ml de

extracto de R. officinalis y sus respectivos controles.
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Tabla 1. Promedios del didmetro de halos de inhibicion de las
concentraciones de 25 mg/mL y 50 mg/ml del extracto acuoso de

Rosmarinus officinalis sobre Streptococcus mutans y Enterococcus

faecalis.
Concentracion S. mutans E. faecalis
Etanol absoluto 15 16
Gluconato de Clorexidina 0,12 % 15.3 17.6
25mg/mL. 20.6 26.7
50 mg/mL. 25.5 32.7

Tabla 2. Promedios del didmetro de halos de inhibicion de las
concentraciones de 0,41 mg/mL y 0,82 mg/ml de agua ozonizada sobre

Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis.

Concentracioén S. E. faecalis
mutans

Agua destilada 0 0

Gluconato de Clorexidina 0,12 % 15.3 17.6

0,41 mg/mL. 8.5 8

0,82 mg/mL. 9.1 9
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4.2. Discusion de resultados

En la actualidad, los productos activos vegetales asumen un
papel importante en el tratamiento preventivo y terapéutico
alternativo en la odontologia, debido a sus mdultiples
propiedades, entre ellas el efecto antibacteriano sobre los
agentes causales de las multiples patologias orales,
especialmente contra los que producen la caries dental y

enfermedades periodontales.

En la presente investigacion se determind la efectividad
antibacteriana del extracto alcohdlico de Rosmarinus officinalis
(romero) a las concentraciones de 25 mg/mly 50 mg/ml, sobre
Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis. Los resultados
demostraron que el S. mutans y E. faecalis, son susceptibles a la
accion del extracto alcohdlico de R. officinalis, a la concentracion
de 25 mg/ml se obtuvo un halo de inhibiciébn promedio de 20.6
mm de didmetro para S. mutans y de 26.7 mm de diametro
promedio para E. faecalis, mientras que a una concentracion de
50 mg/ml del extracto alcohdlico de romero se obtuvo halos de
inhibicion de 25.5 mm de diametro como promedio para S.
mutans y de 32.7 mm de didmetro como promedio para E.
faecalis. Esto se contrasta con Z. Dalirsani y col. (Asia -2011),
cuyos maximos halos de inhibicion de los extractos evaluados
llegaron a 14 mm y fueron semejantes al generado por el control
positivo clorhexidina, que para esta investigacion fue aproximado
ya que nuestro control positivo clorhexidina al 0,12 % generé

halos de inhibicién entre 15y 18 mm de diametro.
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Estadisticamente se encontré diferencias significativas entre los
tratamientos del extracto alcoholico de R. officinalis. En relacion
al control positivo que fue clorhexidina al 0,12 %, se observa que
también inhibié el crecimiento S. mutans y E. faecalis, con un
halo de inhibiciébn en promedio de 15.3 mm de didmetro como
para S. mutans y de 17.6 mm de didmetro como promedio para
E. faecalis; mientras que para el control del diluyente del extracto
gue fue etanol absoluto se observé la formacién de un halo de
inhibicion de 15 mm de diametro como promedio para S. mutans
y de 16 mm de diametro como promedio para E. faecalis. El
analisis estadistico demostr6 que no existe diferencia
significativa entre el tratamiento de control de diluyente y el

gluconato de Clorhexidina al 1,12%.

Con respecto a la efectividad antibacteriana del agua ozonizada
a las concentraciones de 0,41mg/m, 0.82mg/ml sobre el
desarrollo de Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis, los
resultados obtenidos demostraron que el Streptococcus mutans
y Enterococcus faecalis, tienen una susceptibilidad limite a la
accion agua ozonizada, esto debido a que a la concentracion de
0,41mg/mL se obtuvieron halos de inhibicibn de 8.5 mm de
diametro como promedio para Streptococcus mutans y de 8 mm
de didmetro como promedio para Enterococcus faecalis,
mientras que a una concentracion de 0.82mg/ml se obtuvo
halos de inhibicion de 9.1 mm de diametro como promedio para
S. mutans y de 9 mm de diametro como promedio para E.
faecalis. Esto no se contrasta con CARDOSO Y COLS,
ARGENTINA 2008 cuyos resultados utilizando agua ozonizada

tubo efecto antibacteriano contra E. faecalis, estadisticamente
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estos datos no son significativos cuando se comparan con el

control.

Se determin6 ademas la efectividad antibacteriana de la sinergia
del extracto alcohdlico de Rosmarinus Officinalis (Romero) a las
concentraciones de 25 mg/ml y agua ozonizada a las
concentraciones de 0,41mg/m, sobre Streptococcus mutans y
Enterococcus faecalis. Los resultados demostraron que el
Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis, son susceptibles
a la sinergia del extracto alcohdlico de Rosmarinus Officinalis
(Romero) a las concentraciones de 25 mg/ml y agua ozonizada
a las concentraciones de 0,41mg/m, se obtuvo un halo de
inhibicion promedio de 20.6 mm de diametro para Streptococcus
mutans y de 26.7 mm de diametro promedio para Enterococcus
faecalis, mientras que la sinergia del extracto alcohdlico de
Rosmarinus Officinalis (Romero) a las concentraciones de 50
mg/ml y agua ozonizada a las concentraciones de 0,82mg/m,
sobre Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis, se obtuvo
halos de inhibicion de 25.5 mm de diametro como promedio para
Streptococcus mutans y de 32.7 mm de didmetro como promedio
para Enterococcus faecalis, estos resultados fueron muy
diferentes a los que obtuvo ALVES M. Brasil - 2008 donde el
efecto hidroalcoholico de Rosmarinus officinalis (Romero) vy
clorhexidina al 0,12 %, contra cepas estandarizadas se obtuvo
halos de inhibicion de 11 a 20 mm. Similar a clorhexidina al 0,12
%, con halos de inhibicion de 11 a 18 mm.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

Se determiné el efecto antibacteriano in vitro del extracto
alcohdlico de Rosmarinus Officinalis (Romero) a las
concentraciones de 25 mg/ml, 50 mg/ml, sobre el desarrollo de
Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis mediante el
método de difusion en disco obteniéndose a la concentracion de
50 mg/ml un promedio de halos de 25,5 mm y 32,7mm lo que
indica mayor inhibicion de ambas bacterias a esta

concentracion.

No hubo efecto antibacteriano in vitro del agua ozonizada a las
concentraciones de 0,41mg/m, 0.82mg/ml sobre el desarrollo de
Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis mediante el
método de difusion en disco obteniéndose halos de inhibicion
menores a los del Gold standard gluconato de Clorexidina a.
0,12%.

Se Determiné el efecto sinérgico antibacteriano In Vitro del
extracto alcohdlico de Rosmarinus Officinalis (Romero) a 25
mg/ml y del agua ozonizada a 0,41mg/ml sobre el desarrollo de
Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis mediante el
método de difusion en disco obteniéndose halos de inhibicion
mayores a los del gold standard gluconato de Clorhexidina a.
0,12%.

Se Determind el efecto sinérgico antibacteriano in vitro del

extracto alcohdlico de Rosmarinus Officinalis (Romero) a 50

mg/ml y del agua ozonizada a 0,82mg/ml sobre el desarrollo de
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6.2.

Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis mediante el
método de difusion en disco obteniéndose halos de inhibicion
mayores a los del gold standard gluconato de Clorhexidina a
0,12 %. Y la de la sinergia del extracto alcohdlico de
Rosmarinus officinalis (Romero) a 25 mg/ml y del agua
ozonizada a 0,41mg/ml fue semejante a la obtenida a la
concentracion de 25 mg/ml de extracto alcohdlico de R,
officinalis.

Recomendaciones

Se recomienda replicar la presente investigacion considerando
mas concentraciones del extracto alcohdlico de R. Officinalis y
de agua ozonizada y evaluar con otras cepas de importancia

estomatolégica.

Realizar estudios utilizando aparatos ozonizadores profesionales
de uso odontoldgico, para comparar resultados con los aparatos

de uso comercial.

Realizar estudios e investigativos In vivo,
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ANEXOS



Figura 5. Rosmarinus officinalis “romero”.
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Figura 6. Proceso de obtencién de extracto etandlico de hojas de

Rosmarinus officinalis “romero”.

1. a. Secado, b. molienda y c. pesado de Rosmarinus officinalis
‘romero”.

2. Adicion de etanol al polvo seco de las hojas forrado de botella con
papel aluminio para proteger de la luz.

3. Maceracion del polvo seco de hojas en agitacion.

4. Secado del extracto etanélico en Rotavapor.
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Figura 7. Proceso de obtencion de las concentraciones del extracto
alcohdlico de Rosmarinus officinalis.

A. Pesado del extracto seco. B y C. Extracto de R. officinalis a

diferentes concentraciones.
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Figura 8. Proceso de reactivacion de las cepas de Streptococcus

mutans y Enterococcus faecalis en placas con agar sangre.

1. Siembra en agar sangre.
2. Observacion microscopica de Streptococcus mutans.

3. Observacién microscopica de Enterococcus faecalis.
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Figura 9. Proceso de sembrado de placas, colocacién de discos y

aplicacion del extracto de R. officinalis e incubacion de las placas.
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Enterococcus faecalis
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Enterococcus faecalis
25 mg/mL Ext. R. officinalis +
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Figura 10. Halos de inhibicibn de crecimiento de Streptococcus

mutans y Enterococcus faecalis a concentraciones de 25 mg/mL y 50

mg/mL del extracto alcoholico de Rosmarinus officinalis, de Etanol

absoluto y del gold standard Gluconato de Clorhexidina 0,12% asi

como de la sinergia de esto mediante el Método de difusion en disco

de papel de filtro.
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Tabla 3. Andlisis de varianza y determinacion de la minima diferencia
significativa de los promedios del didmetro de halos de inhibicion de Ila
concentracion de 25 mg/mL extracto alcohdlico de R. officinalis sobre
Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis.

. El E2 E3 E4  ITi Yi
Ensayos / Evaluaciones

Etanol absoluto 155 16.2 153 155 625 155
Gluconato de clorhexidina 0.12
% 16.4 16.1 16.2 159 64.6 16.15
Streptococcus mutans 20.6 19.6 21 21.8 83 20.87
Enterococcus faecalis 26.7 26.8 27.2 28.2 1089 27.12

2Bi 79.2 78.7 79.7 814 319

> bi 19.8 19.675 19.925 20.35 19.91
Suma cuadrados totales 351.3696
Suma de cuadrados del bloque 86.4914 345.9656
Suma de cuadrados del tratamiento 0.26115 1.0446
Suma de cuadrados del error experimental 4.3594
Cuadrado Medio del tratamiento 0.08705
Cuadrado medio del error experimental 0.484377778
Cuadrado medio del bloque 115.3218667
Fuente de variacion cﬁgglnrzggs gl Cuadrado medio Fw
Tratamiento 1.0446 3 0.08705 0.179715098
Error 4.3594 1 0.484377778
Total 5.404 4

0,05

Fi=F(3,9)= 3.86

Considerando qué:

Ho: Si Fw < Ft No existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos.
Ha: Si Fw > Ft Existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos. Por
lo que al menos un tratamiento es diferente.

Interpretacion:

Si Fw< Ft:se acepta Ho

Si Fw > Fi:se rechaza Ho y se acepta Ha.

Como Fy (0.263) < F; (3.86), se acepta Ho y se rechaza Ha.
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Comparacion (Yi-Yj) DMS Significancia

U1-u2 0.65 1.56
U1-u3 5.37 1.56
ul-u4 11.62 1.56
u2-u3 4.72 1.56
u2-u4 10.97 1.56
U3-u4 6.25 1.56

no
Si
Si
Si
Si
Si

Tabla 4. Andlisis de varianza y determinacion de la minima diferencia

significativa de los promedios del didmetro de halos de inhibicién de

la

concentracion de 50 mg/ml del extracto alcohdlico de R. officinalis sobre

Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis.

Ensayos y Evaluaciones E1l E2 E3 E4 2Ti Yi
Etanol absoluto 15.5 16 15 155 62 15.5
Gluconato de clorhexidina 0.12%  16.4 16 16.2 16 64.6 16.15
Streptococcus mutans 25.5 26 25 254 1019 25.475
Enterococcus faecalis 32.7 33 325 331 1313 32.825

2Bi 90.1 91 88.7 90 359.8

2bi 22525 22.75 22.175 22.5 22.4875
Suma cuadrados totales 820.4575
Suma de cuadrados del bloque 204.778125 819.1125
Suma de cuadrados del tratamiento 0.168125 0.6725
Suma de cuadrados del error experimental 0.6725
Cuadrado Medio del tratamiento 0.056041667
Cuadrado medio del error experimental 0.074722222
Cuadrado medio del bloque 273.0375
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Fuente de variacion Suma de cuadrados g.l Cuadrado medio

Tratamiento 0.6725 3 0.056041667

Error 0.6725 1 0.074722222

Total 1.345 4
0,05

Fi=F(3,9) = 3.86

Considerando qué:

Ho: Si Fw < Ft No existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos.

Ha: Si Fw > Ft Existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos.

Por lo que al menos un tratamiento es diferente.

Interpretacion:

Si  Fw< Fi:se acepta Ho

Si  Fw > Ft:serechaza Ho y se acepta Ha.

Como Fy (0.75) < F; (3.86), se acepta Ho y se rechaza Ha.

Comparacion (Yi-Yj) DMS Significancia

U1-u2 0.65 0.61 no
U1-U3 9.97 0.61 Si
Ul-u4 17.32 0.61 Si
U2-U3 8.32 0.61 Si
U2-u4 16.67 0.61 Si
u3-u4 8.35 0.61 Si
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Tabla 5. Andlisis de varianza y determinacion de la minima diferencia
significativa de los promedios del didmetro de halos de inhibicion de Ila
concentracion de 0.41 mg/ml del agua ozonizada sobre Streptococcus mutans
y Enterococcus faecalis.

Ensayos Evaluaciones El E2 E3 E4 2Ti Yi
Agua destilada estéril 0 0 0 0 0 0
Gluconato de clorhexidina 0.12
% 164 16 162 16 64.6 16.15
Streptococcus mutans 8.5 8 8.3 85 333 8.325
Enterococcus faecalis 8 81 7.9 8 32 8

2Bi 329 321 324 325 129.9

2 bi 8.225 8.025 8.1 8.125 8.11875
Suma cuadrados totales 522.184375
Suma de cuadrados del bloque 130.4717188 521.886875
Suma de cuadrados del tratamiento 0.02046875 0.081875
Suma de cuadrados del error experimental 0.215625
Cuadrado Medio del tratamiento 0.006822917
Cuadrado medio del error experimental 0.023958333
Cuadrado medio del bloque 173.9622917
Fuente de variacion Sumade cuadrados  g.l Cuadrado medio
Tratamiento 0.081875 3 0.006822917
Error 0.215625 1 0.023958333
Total 0.2975 4

0,05

Fi=F(3,9)= 3.86
Considerando qué:
Ho: Si Fw < Ft No existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos.
Ha: Si Fw > Ft Existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos. Por lo
que al menos un tratamiento es diferente.
Interpretacion:
Si Fw< Ft:se acepta Ho
Si Fw > Ft:se rechaza Ho y se acepta Ha.
Como Fw (0.284) < Ft (3.86), se acepta Ho y se rechaza Ha.

67

Fw
0.284782609



Comparacion (Yi-Yj) DMS

u1-u2 16.15 0.34
U1-u3 8.32 0.34
ul-u4 8 0.34
u2-u3 7.83 0.34
U2-u4 8.15 0.34
U3-u4 0.32 0.34

Significancia

Si
Si
Si
Si
Si
no

Tabla 6. Andlisis de varianza y determinacion de la minima diferencia

significativa de los promedios del diametro de halos de inhibiciébn de la

concentracion de 0.82 mg/ml del agua ozonizada sobre Streptococcus mutans

y Enterococcus faecalis.

Ensayos Evaluaciones El E2 E3 E4 2Ti Yi

Agua destilada estéril 0 0 0 0 0 0
Gluconato de clorhexidina 0.12
% 16.4 16 16.2 16 64.6 16.15
Streptococcus mutans 91 9 8.9 9 36 9
Enterococcus faecalis 9 9 89 88 35.7 8.925

>Bi 345 34 34 338 136.3

> bi 8.625 85 85 8.45 8.51875
Suma cuadrados totales 524.964375
Suma de cuadrados del bloque 131.2017188 524.806875
Suma de cuadrados del tratamiento 0.01671875 0.066875
Suma de cuadrados del error
experimental 0.090625
Cuadrado Medio del tratamiento 0.005572917
Cuadrado medio del error experimental 0.010069444
Cuadrado medio del bloque 174.935625
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Suma de Cuadrado

Fuente de variaciéon cuadrados 9. medio Fw
Tratamiento 0.066875 3 0.005572917 0.553448276
Error 0.090625 1 0.010069444
Total 0.1575 4

0,05

Ft=F(3,9)= 3.86

Considerando qué:

Ho: Si Fw < Ft No existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos.

Ha: Si Fw > Ft Existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos. Por lo que al
menos un tratamiento es diferente.

Interpretacion:
Si  Fw< Ft:se acepta Ho
Si Fw > Ft:se rechaza Ho y se acepta Ha.

Como Fw (0.553) < Ft (3.86), se acepta Ho y se rechaza Ha.

Comparacion (Yi-Yj) DMS Significancia
U1-u2 16.15 0.22 Si
U1-U3 9 0.22 Si
Ul-u4 8.9 0.22 Si
U2-U3 7.15 0.22 Si
U2-uU4 7.23 0.22 Si
u3-u4 0.08 0.22 no
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