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RESUMEN

Introduccion: Las enfermedades orales mas comunes, como la caries dental y la enfermedad
periodontal, son infecciosas y contagiosas, siendo causadas por diversos factores, el estudio fue
llevado a cabo en el Laboratorio de la Facultad de Ciencias Quimicas de la P.U.C.E.

Objetivo: Determinar la eficacia de los extractos acuosos al 100 % de Salvia Officinalis (Salvia),
Rosmarinus Officinalis (Romero) y una combinacién de ambos en la inhibicién del crecimiento
del Streptococcus mutans, utilizando métodos de investigacion in vitro.

Metodos: se trato de un estudio transversal, comparativo y experimental in vitro, que utilizé 15
unidades experimentales (cajas Petri con Agar Sangre 5 % sangre humana), distribuidas en
cinco para cada extracto, resultando en un total de 60 muestras para el analisis.

Resultados: los resultados indicaron que el extracto acuoso al 100 % de Romero (Rosmarinus
Officinalis) no mostré un efecto bactericida significativo sobre el Streptococcus mutans en
comparacion con las mediciones de halos de inhibicion a las 24 y 48 horas.

Conclusiones: tanto el extracto acuoso al 100 % de Salvia (Salvia Officinalis) como la
combinacion de Salvia y Romero presentaron diferencias significativas en las mediciones,
mostrando halos de inhibicion mayores a las 48 horas en comparacion con el extracto de Romero
solo.

Palabras claves: Romero; Salvia; Streptococcus Mutans; Salud Bucal; Prevencion.
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ABSTRACT

Introduction: the most common oral diseases, such as dental caries and periodontal disease,
are infectious and contagious, being caused by diverse factors, the study was carried out in the
Laboratory of the Faculty of Chemical Sciences of the P.U.C.E.

Objective: to determine the efficacy of 100 % aqueous extracts of Salvia Officinalis (Sage),
Rosmarinus Officinalis (Rosemary) and a combination of both in inhibiting the growth of
Streptococcus mutans, using in vitro research methods.

Methods: this was a cross-sectional, comparative and experimental in vitro study, using 15
experimental units (Petri dishes with 5 % human blood agar), distributed in five for each extract,
resulting in a total of 60 samples for analysis.

Results: the results indicated that the 100 % aqueous extract of Rosemary (Rosmarinus
Officinalis) did not show a significant bactericidal effect on Streptococcus mutans compared to
the inhibition halo measurements at 24 and 48 hours.

Conclusions: both the 100 % aqueous extract of Salvia (Salvia Officinalis) and the combination
of Salvia and Rosemary showed significant differences in the measurements, showing higher
inhibition halos at 48 hours compared to the Rosemary extract alone.

Keywords: Rosmarinus; Salvia; Streptococcus Mutans; Oral Health; Prevention.

INTRODUCCION

Las enfermedades orales mas comunes, como la caries dental y la enfermedad periodontal, son
infecciosas y contagiosas, siendo causadas por diversos factores, incluidos microorganismos
especificos como el grupo Streptococcus mutans, lactobacillus aciddophilus y S. sanguis, entre
otros.(™) Por esta razén, es crucial comprender las propiedades bacteriostaticas o bactericidas de
ciertas plantas medicinales que podrian contribuir al control de estas infecciones, desde la
perspectiva de la Odontologia Alternativa.(®

Dalirsani et al, (® citado en, evaluaron “in vitro” los efectos antibacterianos de diez extractos de
plantas contra Streptococcus mutans. La efectividad antimicrobiana se compard con clorhexidina
al 0,12 %. Los didmetros de cada disco se compararon con los de clorhexidina, 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.18.

El Rosmarinus officinalis (Romero) es una planta rica en principios activos y con acciéon 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 ténica y estimulante sobre el sistema nervioso, circulatorio y corazén, ademas de ser
colerético, antiespasmadico, diurético.(*>

Segun Perales-Flores,(® el extracto de Rosmarinus officinalis ha demostrado actividad
antibacteriana contra S. mutans, S. aureus, S. casei y en Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus y Lactobacillus casei.
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En base a estos antecedentes, en el presente trabajo se realizdé un estudio sobre dos especies
terapéuticas (Salvia officinalis y Rosmarinus officinalis) de uso frecuente en la medicina natural,
para ello vamos a aplicar conocimientos procedentes de Microbiologia Oral, Cariologia, Botanica
y Fitoterapia, con el fin de descubrir si las plantas mencionadas ejercen una accion
bacteriostatica sobre el Streptococo mutans, microorganismo principal causante de la caries
dental.

Dada la elevada inversidn requerida para el cuidado bucodental en Ecuador, es imperativo buscar
alternativas terapéuticas y preventivas naturales que sean accesibles para la poblacién y que
igualen en eficacia a los medicamentos disponibles en el mercado nacional. Por lo tanto, el
objetivo de nuestro estudio es Determinar la eficacia de los extractos acuosos al 100 % de Salvia
Officinalis (Salvia), Rosmarinus Officinalis (Romero) y una combinaciéon de ambos en la inhibicion
del crecimiento del Streptococcus mutans, utilizando métodos de investigacion in vitro.

METODOS

> Transversal: El presente estudio se realizé durante un periodo de tiempo determinado:
enero 2016- junio 2016

> Comparativo: Se evaluo la diferencia significativa entre los extractos de Salvia y Romero
utilizados para el control de S. mutans.

> Experimental: Las variables fueron sometidas a una manipulaciéon en condiciones
controladas.

> In vitro: Debido a que la técnica para el experimento se realizé6 en un ambiente controlado
fuera de un organismo vivo.

Método para la obtencion de los extractos acuosos de Salvia y Romero

Para preparar los extractos acuosos, se tomaron 50 g de hojas verdes, flores y talluelos de las
plantas mencionadas, se cortaron en trozos de 0,5 cm y se depositaron en un vaso de
precipitado, luego se mezclaran con 200 ml de agua destilada y se dejaron remojar por 24 h. Al
transcurrir el lapso, se trituraron en una licuadora de casa, durante 30 seg y la solucion se filtrd
dos veces a través de papel de filtro N.° 1. La soluciéon obtenida se consideré como estandar
(100 %).

Método para la elaboracion del experimento in vitro

Para la activacion de la Cepa de Streptococcus mutans con referencia ATCC 25175, que fue
adquirida de manera comercial, en estado liofilizado, se colocé 1 ml de caldo nutritivo, TSB
(Tryptip Soy Broth). La suspensién fue pipeteada en 4mL de caldo TSB para luego ser inoculada
en cajas de agar sangre humana 5 %, se realizd un hisopado, con la técnica de agotamiento por
estrias, ademas de la técnica de sembrado por extension con ayuda de un asa bacterioldgica
para poder aislar las colonias. Las condiciones de incubacion fueron temperatura de 35°C y
atmosfera de 5 % de CO2 durante 24 y 48 horas.

Cuando se observé el crecimiento en colonias puras, el microorganismo se diluyé hasta que su
turbidez fue comparada visualmente con una suspension preparada previamente de sulfato de
bario que corresponde al estandar 0.5 de la escala de McFarland. Se inoculd la soluciéon con
hisopos estériles en cajas de agar sangre humana al 5 %, siguiendo la técnica de inoculacidn del
hisopado en superficie completa, para que exista un crecimiento uniforme del microorganismo y
se pueda establecer el efecto de las sustancias bactericidas. Se colocaron cuatro discos de
papel filtro estériles de 4 de pulgada en cada caja Petri, cada uno de ellos impregnados con 20
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Ml (microlitros) de extracto acuoso de romero al 100 %, asi como de extracto acuoso de Salvia
al 100 %, y por ultimo de la combinacién de ambos extractos al 100 %.

Luego se incubaron las placas en una estufa a 35°C en condiciones de baja presion de oxigeno
durante 24 horas, después de las cuales se anotaron los resultados, luego de las 48 horas
siguientes, se sucedié a tomar nota de los resultados obtenidos de las 60 muestras.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se midid el diametro de los halos de inhibicidon en cada caja Petri con un calibrador debidamente
milimetrado en la base de la placa, a las 24 horas y posteriormente a las 48 horas, se registraron
los datos en una ficha de recoleccion de Excel. Las categorias de interpretacion son:

> Susceptible: cuando presenta una gran area de inhibicion
> Intermedio: si presenta un halo de inhibicion mas reducido
> Resistente: si no presenta halo de inhibicion

RESULTADOS
ESTADISTICA NO PARAMETRICA

De la prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk tabla 1 los valores Significativos. (Nivel de
significacion) son inferiores a 0,05 (95 % de confiabilidad), luego rechazamos Ho, esto es la
muestra de las soluciones NO provienen de una poblacién con distribucion Normal, luego para
el analisis se debe realizar pruebas NO PARAMETRICAS

Pruebas no paramétricas: Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

Ho: (hipotesis nula) Las muestras proceden de poblaciones con la misma distribucién de
probabilidad (Medias similares)

Ha: (hipdtesis alternativa) Existen diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones.

Tabla 1. Prueba de normalidad del romero, salvia, salvia-romero al 100 % a las 24y 48 horas.

Pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

ROMERO 100 % 24 Horas 0,509 20 0,000 0,433 20 0,000
ROMERO 100 % 48 Horas 0,509 20 0,000 0,433 20 0,000
ROMERO SALVIA 100 % 24 0,268 20 0,001 0,858 20 0,007
Horas

ROMERO SALVIA 100 % 48 0,287 20 0,000 0,881 20 0,018
Horas

SALVIA 100 % 24 Horas 0,284 20 0,000 0,773 20 0,000
SALVIA 100 % 48 Horas 0,225 20 0,009 0,860 20 0,008

Fuente: Autor

De la Prueba de Wilcoxon tabla 2 de los rangos con signos, Significancia asintética = 1,000 es
mayor a 0,05 (95 % de confiabilidad), luego NO existen diferencias respecto a la tendencia
central de las poblaciones, las medidas centrales son similares.
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Tabla 2. Prueba no paramétrica: romero 100 % 48 horas vs romero 100 % 24 horas.

Resumen de prueba de hipdtesis

Hipdtesi= nula Test Sig. Decision
F'r_uel:-a de
La mediana de laz diferencias entr%”cggﬂlge los Retenerla
1 ROMERO_100_24H o r?-:- de 1,000 hipdtesis
ROMERO_100_<2H esigual a 0. d nula.

muestraz
relacionadas

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

Elaborado: Gabriela Ximena Marin Vega.
Fuente: Autor

De la Prueba de Wilcoxon Tabla 3 de los rangos con signos, Significancia asintética = 0,000 es
menor a 0,05 (95 % de confiabilidad), luego SI existen diferencias respecto a la tendencia central
de las poblaciones, las medidas centrales no son similares, a las 48 horas los halos son mayores
para el ROMERO + SALVIA

Tabla 3. Pruebas no paramétricas: romero + salvia 100 % 48 horas vs romero+ salvia 100 %
24 horas.
Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesiz nula Test Sig. Decisian
Frueba de
La mediana de las diferencias entré@lilcoxon de los
4 ROMERO_SALWIA_24H y rangos con oo RN
FROMERO_SALWIA_d2H esigual asigna de ' nuFia
0. muestras :
relacionadas

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia ez 05,

Elaborado: Gabriela Ximena Marin Vega
Fuente: Autor

De la Prueba de Wilcoxon tabla 4 de los rangos con signos, Significancia asintética = 0,000 es
menor a 0,05 (95 % de confiabilidad), luego SI existen diferencias respecto a la tendencia central
de las poblaciones, las medidas centrales no son similares, a las 48 horas los halos son mayores
para la Salvia al 100 %.
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Tabla 4. Prueba no paramétrica: salvia 100 % 48 horas vs salvia 100 % 24 horas.

Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesi= nula Test Sig. Decisian
Pr_ueba de
La mediana de las diferencias entrgg::cg:i'lge los Rechazarla
1 SALVIA_A00_24H v d 000 hipotesis

. signo de
SALVIA_100_45H esigual a0, 75 50"

relacionadas

nula.

Se muestran las significancias azintdticas. El nivel de significancia ez 05,

Elaborado: Gabriela Ximena Marin Vega.
Fuente: Autor

Prueba de Kruskal-Wallis: Tres o mas muestras

De la Prueba de Kruskal-Wallis Sig. asintét. = 0,000 es menor a 0,05 (95 % de confiabilidad),
luego existen diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones. No todas las medias
de las muestras son similares, se realiza la prueba dos a dos para verificar cuales son distintas:
Comparando dos a dos se tiene que a las 24 horas el Romero al 100 % tienen valores inferiores
con relacion a las otras dos soluciones. De la Prueba de Kruskal-Wallis Sig. asintét. = 0,000
es menor a 0,05 (95 % de confiabilidad), luego existen diferencias respecto a la tendencia central
de las poblaciones. No todas las medias de las muestras son similares, se realiza la prueba dos
a dos para verificar cuales son distintas:

Comparando dos a dos se tiene que a las 24 horas el Romero al 100 % tienen valores inferiores
con relacion a las otras dos soluciones

DISCUSION

El presente estudio investigd la eficacia bactericida de extractos acuosos al 100 % de Salvia,
Romero y una combinacién de ambos sobre Streptococcus mutans, un importante patdégeno
asociado con la caries dental. Los resultados obtenidos revelan importantes implicaciones para
la salud bucodental y sugieren posibles aplicaciones terapéuticas en la prevencion y tratamiento
de enfermedades dentales.

En primer lugar, nuestros hallazgos demostraron que el extracto acuoso al 100 % de Romero y
la combinacién de Salvia y Romero exhibieron una efectividad significativa en la inhibicién del
crecimiento de Streptococcus mutans in vitro. Este hallazgo es consistente con investigaciones
previas que han destacado las propiedades antimicrobianas de estas plantas medicinales. La
presencia de compuestos bioactivos en Salvia y Romero, como acidos fendlicos, flavonoides y
terpenoides, podria ser responsable de su actividad antibacteriana, lo que respalda su potencial
como agentes terapéuticos para combatir la caries dental. Segun Orihuela-Mendoza y cols. 2022
en su articulo citan mencionan que el extracto acuoso de Romero mostré una eficacia bactericida
comparable con los extractos con clorhexidina, lo que resalta su prometedor perfil como una
alternativa natural a los enjuagues bucales comerciales.(7:8:9)
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Sin embargo, es importante destacar que la combinacion de Salvia y Romero demostré una
mayor efectividad en la inhibicion del crecimiento bacteriano en comparacion con el extracto de
Romero solo. Esto sugiere un posible efecto sinérgico entre los componentes de estas plantas,
lo que podria potenciar sus propiedades antimicrobianas y promover una acciéon mas eficaz
contra Streptococcus mutans.(10.11,12)

En términos de implicaciones clinicas, nuestros resultados sugieren que los extractos acuosos
de Salvia y Romero, especialmente en combinacion, podrian ser utilizados como adyuvantes en
la terapia y prevencion de la caries dental. Su capacidad para inhibir el crecimiento de
Streptococcus mutans ofrece una estrategia prometedora para reducir la carga bacteriana en la
cavidad oral y, por ende, disminuir el riesgo de desarrollo de caries dental.

CONCLUSIONES

Este estudio proporciona evidencia solida sobre la eficacia bactericida de los extractos acuosos
al 100 % de Salvia, Romero y Salvia-Romero sobre Streptococcus mutans, destacando su
potencial como agentes anticariogénicos naturales en el cuidado bucodental. Sin embargo, se
necesitan mas investigaciones para comprender completamente los mecanismos de accién
subyacentes y para evaluar su seguridad y eficacia en estudios clinicos en humanos. El Efecto
bactericida del extracto acuoso de Romero (Rosmarinus Officinalis) al 100 % sobre el
Streptococcus mutans, no existen diferencias con respecto a las medidas de los halos son
similares a las 24 y 48 horas. Los extractos acuosos de Salvia y de Romero al 100 % sobre el
Streptococcus mutans, si existen diferencias respecto a las medidas no son similares, a las 48
horas los halos son mayores para el Romero + Salvia. La accién bactericida del extracto acuoso
de Salvia (Salvia Officinalis) al 100 %, sobre el Streptococcus mutans, si existen diferencias
respecto las medidas no son similares, a las 48 horas los halos son mayores para la Salvia al
100 %. Comparando dos a dos se tiene que a las 24 horas el Romero al 100 % tienen valores
inferiores con relacidn a las otras dos soluciones.
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