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RESUMEN

En razén a las propiedades antifiungicas atribuidas al romero (rosmarinus
officinalis) descritas en la literatura, el objetivo planteado para esta investigacion
fue comparar la eficacia inhibitoria del extracto acuoso y el aceite esencial de
romero sobre Céandida Albicans, uno de los agentes causales de estomatitis

subprotésica.

Una vez obtenidos el extracto acuoso al 10% y el aceite esencial puro de romero,
se realizo la evaluacion de sus propiedades antiflingicas contra C. Albicans (cepa
ATCC 102130), mediante la técnica de microdilucion en caldo, en la que se utilizé
dos policubetas plasticas (Thermo Scientific) de 96 pocillos cada una, dentro de
las cuales se realizé la microdilucion del extracto acuoso al 10% y del aceite
esencial de romero en el indculo de estudio (C. Albicans) en la escala Mcfarland
0.5, usando como control positivo Clotrimazol al 2%, las policubetas fueron
incubadas a 37° durante 24 horas, las lecturas se realizaron con el

espectrofotometro Bio-Tek-Sinergy a la 1 hora, 3 horas y 24 horas.

Resultados: el aceite esencial puro y extracto acuoso al 10% de romero no
inhiben por completo la formacion de colonias de C. Albicans, sin embargo al
realizar el andlisis estadistico se obtuvo que, el aceite esencial de Romero es

25.9% mas eficaz que el extracto acuoso.

Palabras clave: Candida Albicans, estomatitis subprotésica, Rosmarinus

officinalis.



ABSTRACT

Due to the antifungal properties attributed to rosemary (rosmarinus officinalis)
described in the literature, the aim of this study was to compare the inhibitory
efficacy of the aqueous extract and rosemary essential oil on Candida Albicans,

one of the causative agents of subprosthetic stomatitis .

Once obtained the 10% aqueous extract and the pure essential oil of rosemary,
the evaluation of its antifungal properties was carried out against C. Albicans
(strain ATCC 102130), by means of the microdilution technique in broth, in which
two microtitre plates were used plastic cups (Thermo Scientific) of 96 wells each,
within which the microdilution of the 10% aqueous extract and rosemary essential
oil was carried out in the study inoculum (C. Albicans) on the Mcfarland scale 0.5,
using as control positive Clotrimazole at 2%, the microtubules were incubated at
37 ° for 24 hours, the readings were made with the Bio-Tek-Sinergy
spectrophotometer at 1 hour, 3 hours and 24 hours.

Results: the pure essential oil and 10% aqueous extract of rosemary did not
completely inhibit the formation of colonies of C. albicans, however when
performing the statistical analysis it was obtained that, the essential oil of Romero

is 25.9% more effective than the agueous extract.

Key words: Candida Albicans, subprosthetic stomatitis, Rosmarinus officinalis.
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1.- El Problema

1.1 Introduccién

La estomatitis subprotésica es definida como la inflamacién cronica de la mucosa
bucal ocasionada por el contacto de ésta con una prétesis, generalmente mal
adaptada o en mal estado, que afecta en la mayoria de casos a la poblacién de
edad avanzada. (Rodriguez, Portillo, Lama, Hernandez 2014).

Segun (AlTarawneh et. al., 2013) multiples factores etioldgicos contribuyen a la
aparicion de estomatitis protésica, los cuales incluyen microorganismos como
Céandida (en particular, Candida albicans) y microorganismos gram-negativos
anaerobios, alteracion del flujo salival y funcién de las glandulas salivales, trauma
ocasionado por dentaduras mal ajustadas, deficiente higiene oral, respuesta

inmune deteriorada.

Una adecuada rutina de limpieza de las protesis es necesaria para prevenir la
estomatitis y mantener saludables a los tejidos de soporte, el uso de agentes
limpiadores quimicos ofrece resultados mas efectivos, el mercado ofrece varios
productos, (Iseri et. al., 2000); sin embargo la tendencia actual motiva el uso de
agentes naturales como una alternativa a los productos de uso habitual. (Fu et.
al., 2007).

1.2 Planteamiento del Problema

Para un paciente portador de prétesis removible el llevar unas adecuadas
medidas de higiene oral es tan importante como para un paciente que no porta
prétesis. En un paciente portador, los tejidos remanentes son susceptibles de
padecer ciertas complicaciones como estomatitis subprotésica, caries dental o
enfermedad periodontal ya que las prétesis constituyen una barrera que impide
la funcion limpiadora propia de la lengua y saliva, ademas son superficies extra
donde se retiene la placa bacteriana. Incluso pueden presentarse



complicaciones a nivel sistémico, (O’Donnell et. al., 2016) indicaron la presencia
de patdégenos respiratorios potenciales que residen en las protesis dentales lo

que eleva el riesgo de desarrollar neumonia por aspiracion.

En el estudio de (Millward, Katechial, Morgan 2013) se encontré que el 60.2%
de pacientes portadores de protesis removibles (de un total de 196 pacientes
encuestados) tenia un nivel de higiene pobre a moderado, ademas hubo una
relacion significativa entre el material de la dentadura y la limpieza de la
misma, de los pacientes que usaban proétesis de cromo-cobalto el 69% tenia
una buena limpieza de la dentadura, mientras que en aquellos con prétesis de

acrilico apenas el 34.7% exhibioé un buen nivel de limpieza.

Se usan diferentes métodos para limpiar dentaduras, éstos generalmente se
dividen en métodos quimicos, mecanicos y fisicos. En la actualidad, existe una
amplia gama de limpiadores quimicos que incluyen glutaraldehido, clorhexidina,
y perborato de sodio. La ventaja de estos productos es que ejercen el minimo
dafio en las superficies de la dentadura para no aumentar su porosidad y la
consecuente acumulacion de placa, un método fisico mal empleado aumenta el

riesgo de erosionar la resina acrilica (Mojard, Khalili, Aalaei 2017).

Segun (Ercalik-Yalcinkaya y O“"zcan 2014) indicaron que el 85% de pacientes
portadores de protesis removibles limpiaron sus dentaduras artificiales
solamente con cepillo y pasta dental o jabon. Esto demuestra que los pacientes
necesitan recibir una adecuada instruccion por parte de los profesionales para
ejecutar una correcta técnica de limpieza, asi como la necesidad de controles

posteriores.

1.3 Justificacion

En este estudio se propone el uso de un método quimico natural para la limpieza
de las dentaduras artificiales que resulta de facil acceso a costos reducidos, en
la presente investigacion se evaluara la eficacia inhibitoria del romero
(Rosmarinus officinalis) sobre Candida Albicans en resinas acrilicas de

termocurado.



La tendencia actual es retornar al uso de recursos naturales mediante la
obtencién de sustancias alternativas que en este caso seran usadas para la
limpieza de las protesis dentales, (Sepehri, Javadian, Khammari, Hassanshian
2017) demostraron la actividad antimicrobiana de las preparaciones de aceite
esencial de eucalipto, romero, pachuli, pino y cajuput, estas preparaciones
exhiben actividad sobre bacterias gram-positivas, Staphylococcus aureus y S.
epidenidis, bacterias Gram-negativas, como Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, y la levadura, Candida Albicans. Ademas en el estudio de Radaelli
et. al., (2016) los extractos foliares de E. platyloba y R. officinalis, mostraron una
fuerte actividad antimicrobiana, siendo mas significativa la actividad de R.
officinalis.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General

Evaluar la eficacia del romero (Rosmarinus officinalis) en la inhibicion de Candida
Albicans.

1.4.2 Objetivo Especifico

Comparar la eficacia inhibitoria del extracto acuoso y el aceite esencial de romero

(Rosmarinus officinalis) sobre Candida Albicans.



2. Marco Tebrico

2.1 Estomatitis Subprotésica

Los profesionales de la salud oral nos enfrentamos diariamente al manejo de
pacientes desdentados, segun (Milward et.al., 2013) al aumentar la expectativa
de vida de la poblacion el manejo de estos pacientes en odontologia es mas
frecuente y la tendencia continuard. Existen varias opciones de tratamiento para
éstos pacientes desde protesis removibles hasta implantosoportadas, un gran
namero de pacientes eligen la opcion removible principalmente por factores
econdmicos o simplemente porque no son candidatos para portar una protesis
fija.

Para un paciente portador de prétesis removible el llevar unas adecuadas
medidas de higiene oral es tan importante como para un paciente que no porta
prétesis, en un paciente portador, los tejidos remanentes son susceptibles de
padecer ciertas complicaciones como estomatitis subprotésica, caries dental o
enfermedad periodontal ya que las prétesis constituyen una barrera que impide
la funcion limpiadora propia de la lengua y saliva, ademas son superficies extra
donde se retiene la placa bacteriana. Incluso pueden presentarse

complicaciones a nivel sistémico (O’'Donnell et. al., 2016).

2.1.1 Etiologia de la Estomatitis Subprotésica

La estomatitis subprotésica es la inflamacion crénica de la mucosa bucal
ocasionada por el contacto de ésta con una proétesis, generalmente mal adaptada
o en mal estado, que afecta en la mayoria de casos a la poblacion de edad
avanzada. (Rodriguez, Portillo, Lama, Hernandez 2014).

Segun (AlTarawneh et. al., 2013) multiples factores etioldgicos contribuyen a la

aparicion de estomatitis protésica, incluyen:

1) Microorganismos como Candida (en particular, Candida albicans) y
microorganismos gram-negativos anaerobios

2) Alteracion del flujo salival y funcion de las glandulas salivales



3) Trauma ocasionado por dentaduras mal ajustadas
4) Deficiente higiene oral

5) Respuesta inmune deteriorada.

Por lo general, la estomatitis subprotésica no manifiesta sintomas sin embargo
puede presentarse halitosis, sangrado, inflamacién, ardor, xerostomia,

sensacion dolorosa, disgeusia. (Rodriguez et. al., 2014).

En su estudio (Ercalik-Yalcinkaya, O"zcan 2014) mencionan que otros factores
pueden influir en el desarrollo de estomatitis subprotésica, como el tiempo
prolongado del uso de la protesis y un area extensa de mucosa cubierta por la

dentadura.

En el estudio realizado por (AlTarawneh et. al.,, 2013) se confirm6 que la
estomatitis subprotésica aparece como resultado de la actuacion de la protesis
dental como un reservorio de candida, un flujo salival normal en pacientes sanos
actiia como medio de transporte para los microorganismos entre la protesis y los
tejidos pero juega un papel limitado en el desarrollo de estomatitis subprotésica.
El ajuste de la dentadura y xerostomia no aparecen como factores primarios,
sugieren que el tratamiento de la estomatitis subprotésica debe enfocarse en la
desinfeccion de la dentadura existente o en fabricar una nueva dentadura mas

gue en aplicar una terapia antifingica sobre los tejidos lesionados.

Estudios han reportado la incidencia de lesiones de la mucosa oral que
especialmente estan relacionadas con el uso de protesis removibles, siendo
mayor la incidencia de éstas que otros tipos de lesiones de la mucosa oral,
encontrandose entre las mas frecuentes la estomatitis subprotésica. (Ercalik-
Yalcinkaya, O"zcan 2014).

En su estudio (Jgrgensen 2000) indica que la cantidad de placa en la prétesis es
importante para el desarrollo de estomatitis subprotésica es decir existe una
correlacién entre la cantidad de placa y el grado de severidad de la estomatitis,
ademas de una relacion entre el grado de severidad del eritema de la mucosa
palatal y el nivel de colonizacion por Candida.



2.1.2 Clasificacion de la estomatitis subprotésica

Barata et. al, (2002) indica que Newton divide a la estomatitis subprotésica en 3
categorias o tipos en funcion de su grado de desarrollo:

2.1.2.1Tipo I: Estomatitis protésicalocalizada simple: este tipo de estomatitis
se relaciona con el trauma provocado por la prétesis, manifestandose como una
inflamacion minima y localizada a manera de un punteado rojizo, presentandose
obstruccion de los conductos salivales debido a la presion ejercida por la

proétesis.

Figura 1: Estomatitis Tipo |. Tomada de Barata (2002).

2.1.2.2 Tipo II: Estomatitis protésica difusa simple: al tratarse de una
inflamacion propiamente dicha se observa la mucosa en general con un aspecto
rojizo, liso, hiperémico e hipertréfico en toda el area sobre la cual se asienta la
proétesis.

Figura 2: Estomatitis Tipo Il. Tomada de Barata (2002).



2.1.2.3 Tipo lll: Estomatitis protética granular o de hiperplasia granular: la
mucosa debajo de la prétesis presenta un aspecto nodular e hiperémico, se trata

de una inflamacién intensa de la mucosa.

Los tipos Il y I, se relacionan con la presencia de placa microbiana (bacteriana

o fangica) en la proétesis y en la mucosa subyacente.

2.2 AMBIENTE ORAL EN PACIENTES PORTADORES DE PROTESIS

La instalacion de una protesis dentro de la cavidad bucal produce profundas
alteraciones en sus condiciones ambientales, la protesis es colonizada por
microorganismos orales e interrumpe la accion limpiadora propia de la lengua,
asi como la libre circulacién de saliva que contiene sustancias antimicrobianas
(Jagrgensen 2000).

En el estudio de (Shi et.al. 2016) encontraron que los microorganismos presentes
en los dientes y las prétesis de la misma persona son similares entre si,
independientemente de la superficie, es decir el estado de la prétesis podria
afectar la salud de los dientes remanentes y viceversa. Con la particular
combinacién de superficies blandas y duras, la cavidad oral ofrece un entorno
anico para la colonizacion microbiana, ademas de las superficies propias de la

cavidad bucal, los microorganismos pueden formar biofilms de manera eficiente



en las superficies artificiales que se incorporan como parte de una restauracion

dental.

Coulthwaite, Verran (2007) indican que las protesis dentales son reservorios de
placa, calculos y manchas, de una manera similar a los dientes naturales. El
biofilm de una dentadura acrilica es una capa heterogénea densa, compleja que
contiene mas de 10 microorganismos (hongos y bacterias) y células epiteliales
descamadas (Iseri, Uludamar, Kulak 2011). Son realmente pocos los estudios
acerca del biofiilm de las dentaduras acrilicas, la mayoria de los cuales
corresponden a la década de 1980 realizados en pequefios grupos de personas,
la mayoria de la literatura sobre este tema se centra en el agente etioldgico de
la estomatitis subprotésica, Candida albicans. El biofilm de la dentadura tiende a
ser mas acidogénico en el area de contacto directo con los tejidos bucales, esto
favorece la colonizacion de estreptococos y Candida spp., que se encuentra con
mayor frecuencia en esta superficie de la prétesis, ademas de encontrarse una
mayor concentracién de nutrientes, flujo salival menor, y una topografia rugosa

gue favorece y protege la presencia de este biofilm.

Es fundamental tener en cuenta que hay presencia de microorganismos
patdgenos en bocas sanas, la cantidad de dichos patégenos, a mas de la
manifestacion de factores predisponentes pueden marcar la diferencia entre

salud y enfermedad. (Coulthwaite, Verran 2007).

Los microorganismos patdégenos deben mantenerse en contacto por largos
periodos de tiempo con la mucosa para asi permitir que los productos del
metabolismo microbiano inicien una respuesta inflamatoria de los tejidos., dando

lugar a lesiones clinicamente visibles (Jgrgensen 2000).

La composicién de la microflora oral varia en diferentes superficies dentro de la
boca debido a las propiedades fisicas y bioldgicas respectivas de cada sitio
(Jagrgensen 2000).



2.3 Microorganismos frecuentes de la cavidad oral y su relacién con
enfermedades sistémicas.

Segun (O’Donnell et. al., 2015) se ha informado de una clara relacién existente
entre enfermedades orales y sistémicas como artritis reumatoide, enfermedad
cardiovascular e infeccion respiratoria. La relacién entre la salud oral y los
microorganismos presentes en la cavidad bucal con el estado de salud en
general es cada vez mas reconocida, el biofilm oral ha sido identificado como

reservorio de agentes potencialmente patdgenos.

En su estudio (Coulthwaite, Verran 2007) mencionan que una deteriorada salud
oral tiene un impacto negativo ademas en la salud psicoldgica de los pacientes
ya que afecta su autoestima y confianza en si mismos, también indican que se
ha reportado una asociacion entre la malnutricién y la presencia de candidiasis

oral.

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) es una de las
enfermedades en las que microorganismos orales cumplen un papel importante
para su exacerbacion ademas de la importante influencia de una deficiente
higiene oral en la recurrencia de enfermedades pulmonares, una parte
importante de las pulmonias de origen nosocomial inician con la aspiracion de
microorganismos provenientes de la boca o nasofaringe hacia el tracto
respiratorio inferior. El 55% de casos de exacerbacion de EPOC son
ocasionados por microorganismos saprofiticos del tracto respiratorio como
Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae, Proteus mirabilis, Escherichia coli, y Candida spp.
quienes forman una estructura organizada (biofilm), la patogenicidad de un
microorganismo se refleja en su capacidad para formar biofilm, los
microorganismos pueden provocar la produccion de antigenos que incrementan
la reaccion inflamatoria del tracto respiratorio (Przybytowska, Nastalska, Kope,
Rubinsztajn,Chazan 2014).

En pacientes con inflamacion crénica de la mucosa oral y respuesta inflamatoria

sistémica la funcion mucosiliar del tracto respiratorio esta alterada, lo que facilita
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la colonizacion del tracto respiratorio, la estomatitis subprotésica es una de las
razones para que se produzca una inflamacion cronica de la mucosa bucal en
pacientes de edad avanzada portadores de protesis. El epitelio bucal afectado
debajo de la prétesis puede convertirse en el punto de partida para que se
desencadene una infeccion fungica o bacteriana (Przybytowska et. al., 2014).

2.3.1 Candida Albicans

La Candida albicans encontrada en el biofilm de las dentaduras artificiales es un
agente determinante para el establecimiento de la estomatitis subprotésica, la
candida es recolectada con mas frecuencia y en cantidades grandes de la
superficie de la prétesis (que contacta con la mucosa) que del paladar, esto
indica que la protesis constituye un reservorio de microorganismos, siendo
necesaria la adherencia de la levadura a la superficie de la protesis para una
posterior colonizacion del paladar y el desarrollo de un estado de patogenicidad
(Iseri et. al., 2011). La forma micelar de Candida muestra una fuerte adherencia
a superficies acrilicas, mediante fosfolipasas y otras enzimas hidroliticas
(Przybytowska et. al., 2014).

La colonizacién de la superficie de la protesis por Candida se produce por varios
aspectos como el grado de adherencia de la levadura, efecto bacteriano de otras
especies en el proceso de adhesion, propiedades superficiales de la resina
acrilica, ademas ciertas proteinas séricas derivadas del exudado inflamatorio
asociado con la estomatitis incrementa los niveles de adherencia de Candida,
(Jagrgensen 2000).

En un estudio experimental se demostr6 que la estomatitis subprotésica
asociada a Candida esta relacionada con la transformacion de la forma

blastopdrica de Candida en forma micelial (Jargensen 2000).

Los potenciales factores virulentos de Céndida son sus &cido proteinasas
extracelulares capaces de degradar colageno, queratina y albimina, de hecho la
alta actividad proteolitica es la caracteristica principal de las especies mas
virulentas de Candida, con Candida Albicans a la cabeza de la lista, seguida de

C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata, (Jargensen 2000).
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2.4 Métodos de limpieza para las protesis dentales.

El cuidado de la salud bucal de los pacientes portadores de prétesis esta
relacionado con su calidad de vida ya que como hemos hablado hay una
estrecha relacion entre afecciones orales y sistémicas. Cada método de limpieza
de las proétesis dentales presenta sus respectivas ventajas y desventajas, y
pueden ser usados de acuerdo a las necesidades y condiciones individuales de

cada paciente (Coulthwaite, Verran 2007).

Una adecuada rutina de limpieza de las protesis es necesaria para prevenir la
estomatitis y mantener saludables a los tejidos de soporte, una efectiva remocién
de la placa se logra con cierto grado de destreza manual que usualmente esta
disminuida en los pacientes de edad avanzada, el uso de agentes limpiadores
quimicos ofrece resultados mas efectivos, el mercado ofrece varios productos
gue se dividen en 5 grupos: peréxidos alcalinos, hipocloritos alcalinos, acidos
diluidos orgénicos e inorganicos, desinfectantes y enzimas. La mayoria de estos
productos son comercializados en formada de tabletas efervescentes de facil
uso, (Iseri et. al., 2000).

Existen varios estudios que comparan la efectividad de varias técnicas de
limpieza de las protesis, sin embargo (Ramage et. al., 2012) indican que para
asegurar la eliminacién eficiente de la biopelicula microbiana es importante
someter a las dentaduras a procesos regulares de desinfeccion.

Un método de limpieza ideal debe no alterar las propiedades fisicas y mecanicas
de las dentaduras, no alterar su color y estabilidad dimensional a mas de poseer

un efecto bactericida y fungicida (Papadiochou, Polyzois 2017).

2.5 El romero (rosmarinus officinalis)

El romero (R. ofifcinalis L.) es un término se deriva del griego“(rhops y yrinos)”
gue significa “arbusto marino” ya que su crecimiento se da de preferencia en las
costas, (Alonso 2004), sin embargo por su gran capacidad de adaptacion se la

puede encontrar en otras zonas.
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Estudios actuales estan encaminados a desarrollar nuevas alternativas para
controlar infecciones microbianas, en odontologia no cabe duda de que una de
las afecciones mas frecuentes en pacientes portadores de dentaduras es la
estomatitis subprotésica, cuyo agente causal (entre otros varios factores) es la
C. Albicans. El andlisis de las actividades antifingicas de plantas medicinales
podrian facilitar la identificacion de compuestos que potencialmente podrian
desarrollarse en nuevos agentes antifungicos (Yiang et. al., 2011).

El aceite esencial del romero posee una actividad antimicrobiana que resulta de
un sinergismo de sus componentes, pudiendo convertirse en un potencial

antimicrobiano natural (Gauch et. al., 2014).

El Romero (Rosmarinus officinalis) originario de la region Mediterrdnea, es una
planta aromética y ornamental que pertenece a la familia de la menta, es un
arbusto comun, de hoja perenne, aromatico que crece en muchos lugares del
mundo, sus hojas frescas o0 secas suelen utilizarse en la preparacion de

alimentos, (Di Oliveira et. al., 2017).

En una reciente evaluacion de la actividad antimicrobiana de R. officinalis, Jiang
et al.,, (2011) han identificado 1,8-cineol (26.54%), -pineo (20.14%), alcanfor
(12.88%), canfeno (11.38%) y -pineno (6.95%) como los principales
constituyentes del aceite esencial.

En el estudio de (Radaelli 2016) se identific6 que los compuestos mas
abundantes en todos los aceites esenciales de las plantas estudiadas (entre ellas
el romero) fueron compuestos oxigenados, especialmente monoterpenos
oxigenados y fenilpropanoides. La combinacibn de monoterpenos vy
sesquiterpenos oxigenados,

Los fenilpropanoides y alcoholes representaron el 96.56%% de los compuestos
oxigenados para R. officinalis.
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2.5.1 Usos del romero (Rosmarinus officinalis)

El uso del romero en la antigliedad se remonta al afio 5000 a.c en la civilizacion
Egipcia, donde colocaba la planta en las tumbas de los faraones, mientras que
para los griegos y romanos el romero era una planta sagrada simbolo de la
muerte y el amor, (Ambrose et al. 2016); (Lax 2014).

En el continente Europeo la planta se utilizaba para fortalecer el sistema
circulatorio; en 1330 se obtuvo por primera vez el aceite esencia de romero y
desde entonces es usado en la industria de la perfumeria. (Ambrose et al. 2016).
En el afio 1665 cuando ocurrié la gran plaga, se colocaba romero dentro de
bolsas para inhalar sus vapores al desplazarse dentro de areas infectadas.
Durante la segunda guerra mundial se utilizé romero en los hospitales franceses

para matar gérmenes. (Schiller y Schiller 2008).

Esta especie debe su fama a sus propiedades farmacoldgicas y valor nutricional,
en la industria alimentaria es usada como condimento y conservante debido a su
potencial antioxidante y antimicrobiano, ademas es usado también en la

elaboracion de productos cosméticos. (Borras-Linares et al. 2014).

En su estudio (Marchiori, 2004) indica que el té de romero es usado para el
tratamiento de trastornos gastricos y enfermedades relacionadas con el dolor y
la inflamacién.

Como se menciond, otra forma de uso de R. officinalis es su aceite esencial, que
también se emplea para tratar dispepsia y formas mas leves de trastornos
gatrointestinales espasmaodicos, inflamaciones, alteraciones circulatorias, dolor

muscular o articular (Raskovic et al., 2014).

Se ha reportado en ensayos in vivo e in vitro la actividad antiinflamatoria del
aceite esencial de romero (Takaki et al., 2008); (Inoue et al., 2005); (de Melo et
al., 2011).
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El alto contenido de principios activos que le otorgan al romero propiedades
guimicas y bioquimicas ha permitido que se lo utilice con fines terapéuticos,
aromaticos y gastronémicos (Avila-Sosa et. al., 2011).

Debido a uso a través de la historia, el que se ha mantenido hasta la actualidad,
el romero fue elegido la Hierba del Afio por la Asociacién Internacional de
Hierbas IHA en el 2018 Borges et. al,(2019).
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3. Materiales y métodos
3.1 Tipo de investigacion

Experimental, in vitro, comparativa.

3.2 Poblaciéon de estudio

Cepa estandarizada a ensayarse Candida Albicans ATCC 10231 (Lot. 443-860,
FV: 30/04/2020 U.S.A) que fue proporcionada por MEDIBAC INC S.A.
importadora de insumos para laboratorios clinicos y la especie vegetal romero

taxondmicamente identificada por el Herbario Nacional de Ecuador.

Kk

[LoT] 443-860-3
[REF] 0443°P
g 2020-04-30
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Figura 4: C. Albicans (Cepa ATCC 102130)
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3.2.1 Unidad muestral:

Extracto acuoso de Romero al 10%
Aceite esencial de Romero al 100%
Candida albicans en escala 0.5 MacFarland

3.2.2 Romero (Rosmarinus officinalis)

Las hojas frescas de romero se recolectaron en cultivos de la provincia de
Pichincha, parroquia La Merced. Las muestras fueron identificadas en el

Herbario Nacional Ecuatoriano como:

Familia: Lamiaceae
Especie: Rosmarinus officinalis L.
Observaciones: Subarbusto introducido y cultivado en los Andes.

Las muestras frescas se trasladaron al laboratorio de Quimica de la Universidad
de las Américas en refrigeracion a una temperatura de 4 °C, (Coy, Acosta 2013).

T W

Figura 5: Romero (Rosmarinus officinalis)
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3.2 Obtencidon Aceite Esencial y Extracto acuoso de Romero

Los aceites esenciales de varias plantas han sido investigados en busca de
propiedades antibidticas, constituyendo una alternativa al uso de antimicrobianos
convencionales, lo que resulta de mucha utilidad debido a un aumento de
resistencia, en este caso de C. albicans frente a agentes antifingicos
comerciales (Carvalhinho et. al., 2012), (Cleveland et. al., 2015).

La obtencidn del extracto acuoso y aceite esencial de las hojas de romero
(Rosmarinus officinalis) fue realizada con el apoyo de una especialista en
bioquimica de la Universidad de la Américas.

3.2.1 Extracto acuoso

Para la obtencién del extracto acuoso de Romero se liofilizo (se elimino el agua
por completo), con ayuda de un liofilizador, marca Buchi modelo Lyovapor L-
200.

Figura 6: Liofilizador marca Buchi modelo Lyovapor L-200.
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Para la obtencion del extracto al 10% se pes6 10g de romero seco en una
balanza Analitica marca Ohaus modelo PA214 y se colocd en un vaso de
precipitacion con 100 ml de agua destilada. Posteriormente se colocé en una
plancha de calentamiento y agitacién marca Fisher Scientific modelo Isotemp
a 50°C durante dos horas. (Gauch et. al 2014).

Figura 8: plancha de calentamiento y agitacion Fisher Scientific
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El extracto obtenido se filtrd por filtro jeringa de 0.45 um marca Rephiquick para

los analisis microbioldgicos. (Hofling et. al 2010).

Figura 9: filtro jeringa de 0.45 pm marca Rephiquick.

3.2.2 Aceite Esencial

Para la obtencién del aceite esencial de Romero puro (al 100%) se liofilizé (se

elimind el agua por completo), con ayuda de un liofilizador, marca Buchi modelo

R
P(‘ 2
% w
il v

Lyovapor L-200.

Figura 10: un liofilizador, marca Buchi modelo Lyovapor L-200.
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Se colocé una cantidad de 100 g de romero y 100 ml de agua destilada dentro
del bal6n de destilacién para obtencion de aceites esenciales, se mantuvo
durante 48 horas a temperatura ambiente para que se pueda extraer el aceite
esencial, la pureza del aceite se puede apreciar por su densidad, su color y
sobre todo el olor caracteristico. El sistema esta conformado por:

Refrigerante: Cumple con la funcion
de mantener fria la muestra.

v

Columna de Destilacion: Permite la
separacion del aceite esencial y del
agua, durante el proceso de obtencion
de los aceites esenciales.

Balon de destilacion: Es en donde
se coloca el romero seco junto con el
agua.

Manta de Calentamiento: Permite
calentar todo el sistema para obtener
el aceite esencial.

Figura 11: sistema de obtencién de aceite esencial.
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Se obtuvo alrededor de 5 ml de aceite esencial Y 7 ml de extracto acuoso al 10%.
El aceite esencial y los extractos fueron almacenados a una temperatura de 4°C
dentro de frascos que los protejan del paso de la luz hasta el momento de su uso

en los analisis microbioldgicos.

Figura 12: extracto acuoso al 10% y aceite esencial puro de romero.

Tabla 1: Secuencia de obtencion de aceite y extracto de romero. Fuente:

Elaboracién propia.

Fecha Hora Equipo Proceso
19/11/2018 10:00 am Liofilizador Secado de
Marca: Buchi Romero  previo

Modelo Lyovapor | congelacion de la

L200 muestra a -80°C.
20/11/2018 14:00 pm Balanza Analitica | Pesaje de la
Marca: Ohaus muestra para

Modelo PA214 obtencién

extracto acuoso.
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20/11/2018 14:10 pm Planta de | Agitaciéon de la
agitacion y | muestra para
Calentamiento obtencion de
Marca: Fisher | extracto acuoso
Scientific durante dos

Modelo: Isotemp | horas.
20/11/2018 16:30 pm N/A Filtracion de la

muestra por filtro

jeringa.
21/11/2018 08:00 am Equipo de | Se coloc6 dentro
obtencion de | del balon el
aceites romero y agua
esenciales destilada para

obtener el aceite

esencial.
23/11/2018 15:00 pm N/A Obtencion de 5 ml

de aceite

esencial.

3.3 Activacion de Candida Albicans

La activacion del espécimen (Candida Albicans) obtenida de la cepa ATCC
10231 (Lot. 443-860, FV: 30/04/2020 U.S.A) se realizo transfiriendo las cepas
congeladas liofilizadas a un tubo de ensayo estéril, con 2ml de medio de cultivo
Sobouraud Dextrose liquido, que posteriormente fue incubado a 37°C durante
24 horas siguiendo las especificaciones técnicas del proveedor de la cepa

(Microbiologics-Medibac).
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Figura 13: activacion de Céndida Albicans.

3.4 Preparacion del in6culo

La metodologia a continuacion descrita sigue las indicaciones del manual de
microbiologia del CLSI (2018).

Figura 14: Colonias de C. albicans activadas.
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Figura 15: turbidimetro.

Para evitar falsos positivos 0 negativos es necesario estandarizar el indculo a
una concentracion de 0,5 en la escala Mcfarland (y asi tener una poblacion
homogénea en todos los pocillos), lo cual se obtuvo mediante una suspension
directa de las colonias previamente activadas en 20 ml de medio de cultivo
Sobouraud liquido, la dilucién para lograr un inéculo final de 5 x 108 UFC/ml (0,5
en la escala Mcfarland ) se logré mediante el uso del turbidimetro, el cual,
mediante un analisis optico determina la cantidad de sustancias en un liquido
(estandares de turbidez), obteniendo como resultado una concentracion de 0,5
en la escala Mcfarland que fue usada como solucién fungica. (Brochot et. al
2014). El numero de microorganismos puede aumentar por duplicacion, para
prevenir esto es recomendable que la inoculacibn con la suspension

estandarizada no exceda los 15 minutos posteriores a su preparacion.
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3.5 Microdilucién en caldo

Para esta prueba se utilizara policubetas plasticas de 96 pocillos (12 por 8) cada
una de fondo redondeado (Thermo Scientific). Cada policubeta debe incluir un
grupo control de crecimiento (sin antimicético), y un control negativo (medio de

cultivo sin inocular).

La distribucion de los extractos y grupos control en las filas y columnas de las

policubetas realizada con micropipeta (Boeco) fue la siguiente:

Columna 1: 100 pl de medio de cultivo Sobouraud Dextrose caldo (control

de no contaminacion del medio de cultivo).

Columna 2: 100 pl de medio de cultivo Sobouraud Dextrose caldo mas

100 pl de solucidn fungica (control de crecimiento del microorganismo).

Columna 3: 100 pl de compuesto puro clotrimazol al 2% Kasper et. al.,

(2015) (control de no contaminacion de los compuestos).
Columna 3 Fila A: aceite esencial al 100%

Columna 3 Fila C: extracto acuoso al 10%

Columna 3 Fila E: extracto acuoso al 3%

Columna 3 Fila G: crema antimicética al 2% (control positivo)

En cada pocillo a partir de la Columna 4 se colocé 20 pl de solucion

fungica mas los compuestos puros.
A partir de la columna 5 los compuestos fueron diluidos de la siguiente manera:

El aceite esencial al 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20% hasta llegar al 10%

en la comuna 12.

El extracto acuoso al 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3% hasta llegar al 2% en la

columna 12.
Crema antifungica al 2%, 1.5%, 1% hasta llegar al 0.5% en la columna 7.

Para facilitar la lectura visual no se utilizo los pocillos de las filas B, D, F y H.
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Las policubetas fueran colocadas en la incubadora a 37°c durante 24 horas.

La inoculacion se realizé con micropipeta (Boeco) dentro de la camara de
bioseguridad para evitar la contaminacion de las muestras; todos los
experimentos se realizaron por duplicado en cada concentracion, (Brochot et. al
2017), (Jiang 2011).

Figura 16: policubeta Thermo Scientific.

gynoCanesten 1‘

Figura 17: crema Clotrimazol al 2%.
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Figura 17: dilucion de crema Clotrimazol al 2%.

Figura 18: Medio de cultivo Sobouraud Dextrose liquido.



Figura 20: camara de bioseguridad.
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Figura 22:

muestra a ser analizada.

29



30

4. Recoleccién de datos

4.1 Concentracién minima inhibitoria

La menor concentracién de un antibiético con la propiedad de inhibir por
completo el desarrollo bacteriano dentro de un pocillo es denominada CIM, la
evidente usencia de turbidez en el caldo representa el punto final, para poder
determinar este punto final de crecimiento, es necesario que cada tubo o pocillo
sea comparado con el pocillo control de crecimiento. Una alternativa para la
lectura de los resultados de esta prueba y que a su vez los registrara, es el uso
de una maquina lectora que pueda diferenciar entre desarrollo y ausencia del
mismo. El ensayo se considera valido si en el pocillo control de crecimiento se
observa un botén de crecimiento > 2 mm de didmetro o turbidez neta. (MIC
testing 2012). (Ksouri et. al 2017).En este estudio para la lectura de los
resultados se utilizé el espectrofotometro del laboratorio de Bioquimica de la
UDLA (BioTek-Sinergy HT) en los siguientes intervalos de tiempo: hora 0, hora
1, hora 3y hora 24.

El espectrofotdmetro mide la cantidad de luz absorbida por una muestra al
proyectar un haz de luz sobre la misma, lo que nos brinda informacion acerca de
la naturaleza y cantidad de la sustancia en la muestra, esto es expresado en
unidades de absorbancia, la concentracion de la muestra es proporcional a la

absorbancia.

Figura 23: espectrofotometro BioTek-Sinergy HT.
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5. Andlisis inferencial
5.1 Variables:

5.1.1 Independientes:
e Romero

-Aceite escencial de Romero al 100%.
-Extracto acuoso de Romero al 10%.

5.1.2 Dependiente:

e Candida Albicans

-Colonias de Candida Albicans (seran utilizadas dos unidades de
medida, la Unidad de absorbancia UA y las unidades formadoras
de colonias UFC, a partir de las UA de determina el valor de la
UFC).

5.2 Hipotesis

El aceite esencial de romero presenta mayor efecto inhibitorio en la formacion de

colonias de Céandida Albicans que el extracto acuoso al 10%.

5.3 Validacién de hipotesis
Para la validaciéon de la hipétesis planteada, primero se transforma la hipétesis

relacional en hipétesis estadistica:

H1: El aceite esencial de romero presenta mayor efecto inhibitorio en la formacién

de colonias de Candida Albicans que el extracto acuoso al 10%.

Ho: El aceite esencial de romero NO presenta mayor efecto inhibitorio en la

formacion de colonias de Céandida Albicans que el extracto acuoso al 10%.
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Una vez identificada la hipétesis estadistica, se establecen los datos y categorias

de las variables de estudio:

1. Se cuenta con tres grupos de experimentacion, que tienen
correspondencia directa con las variables de la investigacion:
a. Extracto acuoso al 10%
b. Aceite esencial de romero
c. Uso de crema al 2% como grupo control
2. En cada uno de los grupos, se determin6 dos categorias de estudio:
a. Promedio hora (UA).
b. Numero de levaduras en muestra (UFC).
3. Finalmente, se establece el tiempo de andlisis de las muestras:
a. 1 hora
b. 3 horas

C. 24 horas
Bajo estas consideraciones se crea la base de datos en SPSS (ANEXO)

Una vez construida la base de datos, se establece estadistica descriptiva en
base a la respuesta del numero de levaduras (UFC) en relacion con cada grupo

de datos:

5.4 Estadistica descriptiva

Al realizar el andlisis de la desviacion estandar en relacion con la media se
concluye en que no existe normalidad de datos, lo que sugiere la utilizacién de

pruebas estadisticas no paramétricas.
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Tabla 2. Estadisticos descriptivos

Estadisticos descriptivos.

Desviaciéon
Media estandar N
PROMEDIO INICIAL 1.01106 .930855 31
NUMERO DE
-991290.32258| 81253830.873460 31
LEVADURAS A 1 HORA
NUMERO DE -
319339014.787720 31
LEVADURAS A 3 HORAS |191664516.12903
NUMERO DE
LEVADURAS A 24 279045781.113045 31
158006451.61290
HORAS

5.5 Test HSD (Honestly-Significant-Difference) de Tukey

Para el caso de los grupos de experimentacion y/o las variables de estudio, se
utilizé el componente Post Hoc, con El Test HSD (Honestly-significant-difference)
de Tukey, es un test que trata de perfilar una hipétesis alternativa genérica
(Soporte Minitab, 2017). Para la interpretacion de los resultados en HSD Tukey,
se aplicé la regla de decision de sig que se utilizé en Pearson “si el valor de sig
< 0.5, se valida la hipoétesis alternativa”



Tabla 3 Comparaciones mdultiples - HSD TUKEY

Comparaciones multiples
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Variable

dependiente

() GRUPO DE
EXPERIMENTACI

(J) GRUPO DE
EXPERIMENTACI

Diferencia de

Sig

Intervalo de confianza al 95%

NUMERO HSD
DE Tuke
LEVADUR vy
ASA1l

HORA

ON ON medias (I-J) Error estandar Limite inferior | Limite superior
EXTRACTO AL ACEITE -
33013482.78527| .97 88281086.4258
10% ESENCIAL 6594166.66667 e s 75092753.0925 9
5
CREMA GRUPO - -
38459543.55521| .42 46372262.6012
CONTROL 48790119.0476 gl 4 143952500.696 .
2 50
ACEITE EXTRACTO AL -
33013482.78527| .97 75092753.0925
ESENCIAL 10% -6594166.66667 - 88281086.4258 .
9
CREMA GRUPO - -
38459543.55521| .33 39778095.9346
CONTROL 55384285.7142 gl = 150546667.363 0
9 17
CREMA GRUPO EXTRACTO AL -
48790119.0476 | 38459543.55521 | .42 143952500.696
CONTROL 10% ) gl 4 46372262.6012 50

7
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ACEITE -
55384285.7142 | 38459543.55521 .33 150546667.363
ESENCIAL 39778095.9346
9 8] 5 17
0
NUMERO HSD EXTRACTO AL ACEITE - - -
109991042.6805( .02
DE Tuke 10% ESENCIAL 317916666.666 sl o 590073031.874| 45760301.4592
LEVADUR vy 67" 11 2
AS A3 CREMA GRUPO - - -
128135686.9909( .00
HORAS CONTROL 437488095.238 go| = 754540665.837 | 120435524.638
10 95 25
ACEITE EXTRACTO AL 317916666.666 | 109991042.6805( .02 | 45760301.4592 | 590073031.874
ESENCIAL 10% 67" 50| O 2 11
CREMA GRUPO - -
128135686.9909( .62 197481142.028
CONTROL 119571428.571 436623999.171
89| 4 42
43 28
CREMA GRUPO EXTRACTO AL 437488095.238| 128135686.9909| .00 | 120435524.638 | 754540665.837
CONTROL 10% 10 89| 5 25 95
ACEITE -
119571428.571| 128135686.9909 ( .62 436623999.171
ESENCIAL 197481142.028

43

89

42

28
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NUMERO

DE Tuke
LEVADUR vy
AS A 24

HORAS

HSD

EXTRACTO AL ACEITE -
171433333.333( 90092640.21473| .15 394354081.198

10% ESENCIAL 51487414.5315
33 5| 7 20

3
CREMA GRUPO - - -

104954749.6360( .02

CONTROL 297547619.047 67| > 557242431.244 | 37852806.8512
62" 00 4

ACEITE EXTRACTO AL - -
90092640.21473| .15 51487414.5315
ESENCIAL 10% 171433333.333 gl - 394354081.198 3

33 20
CREMA GRUPO - - -

104954749.6360( .00

CONTROL 468980952.380 s7l o 728675764.577| 209286140.184
95 33 58
CREMA GRUPO EXTRACTO AL 297547619.047] 104954749.6360( .02 | 37852806.8512 | 557242431.244
CONTROL 10% 62" 67| 2 4 00
ACEITE 468980952.380| 104954749.6360| .00 | 209286140.184 | 728675764.577
ESENCIAL 95 67] O 58 33

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 48700102925170060.000.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.
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Al realizar las comparaciones multiples, segun el Test HSD de Tukey, se demuestra que el valor de significancia que mejor
cumple la regla de decisién es con los grupos de aceite esencial de romero y crema al 2% (grupo control) en relacién con el
namero de levaduras crecidas a las 24 horas, seguido del extracto acuoso al 10%; lo que sintetiza que existe una mejor
respuesta inhibitoria entre los grupos de estudio (eliminando el grupo control) del aceite esencial de romero sobre el extracto
acuoso al 10%. Lo que permite concluir que se valida la hip6tesis alternativa: El aceite esencial de romero presenta mayor

efecto inhibitorio en la formacion de colonias de Candida Albicans que el extracto acuoso al 10%.
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5.6 Anova

Para determinar estadisticamente el porcentaje de efecto inhibitorio del aceite de romero sobre la formacion de colonias de
Céandida Albicans, se aplica la Prueba ANOVA y la Prueba de Regresion Lineal, tomando en cuenta las variables y datos

identificados como mejor respuesta, que para este caso son: aceite esencial de romero, crema al 2% y numero de levaduras a
las 24 horas, teniendo los siguientes resultados:



Tabla 4 Prueba ANOVA
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ANOVA?
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 8.656 3 2.885 4.493 .011°
Residuo 17.339 27 .642
Total 25.995 30

a. Variable dependiente: ACEITE ESENCIAL DE ROMERO, CREMA AL 2%

b. Predictores: (Constante), NUMERO DE LEVADURAS A 24 HORAS

En el cuadro de resultados del ANOVA, el valor del estadistico de prueba,

F=4,493, es significativamente distinto de 1 para cualquier nivel de significacion

y, por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula de igualdad de medias y se acepta la

hipétesis alternativa. En relacién con el valor de sig,=0.01 se demuestra que se

cumple la regla de decision por lo que se ratifica la conclusién en relacién con la

validacion de hipotesis.

5.7 REGRESION LINEAL MULTIPLE

Finalmente se utilizé la prueba de regresion lineal multiple, es una técnica

estadistica utilizada para estudiar la relacidén entre variables cuantitativas. (Pérez

2011). De donde se tiene que:

Tabla 5 Regresion Lineal Mdltiple

R cuadrado
Modelo R R cuadrado _
ajustado
5778 .333 .259




40

R2 = 0.333 queda explicada en un 33.3% por las variables explicativas segun el

modelo lineal considerado
R2 ajustado = 0.259 (siempre algo menor que R2)

De donde, se deduce que: El aceite esencial de romero presenta mayor efecto
inhibitorio en la formacién de colonias de Candida Albicans en un 25.9% que el

extracto acuoso al 10%.
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6. Resultados

6.1 Estadistica grafica

Al realizar el analisis estadistico grafico se aplica el Grafico de Cajas en relacion
del promedio inicial versus el resultado a las 24 horas de los tres grupos de

estudio:
Extracto al
10%
E 2 S00EE ) .
% - = = - - -
-t Aceite esencial I
g 0.000E0 de Romero
E -
- Crema al 2%
E - ) - -
= _2500E5 - = i -
w T e e ———————
- I
m -
] o
Q
o
W -5.000E3 = |
= | g
o
=
-7 S00ES—
L e L L L G B R RN
B3 R) R = w20 2D R B 00 = k3 = h W h O 2O ko W h O3 =] e e =
O = = O O O O o O o O 9O O O O W W O @0 0O = O W W O k) 0 k)
o O O O th kD O O = O m O
PROMEDIO HORA O NETO

Figura 24: gréfico de cajas.

El aceite esencial y extracto acuoso al 10% de romero no inhiben por completo
la formacion de colonias de C. Albicans, lo cual se puedo apreciar mediante
observacion directa de la placa de 96 pocillos en los cuales se present6 una clara
turbidez (que indica crecimiento del microorganismo) dentro de los pocillos con

los liquidos objeto de estudio.
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Al realizar el andlisis estadistico se obtuvo que, el grupo control crema
clotrimazol al 2% presenta la mejor respuesta inhibitoria; luego se posiciona
aceite esencial de Romero sobre el extracto al 10% con una relacion porcentual
baja como se refleja en el grafico de 25.9%.
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7. Discusién

La estomatitis subprotésica es una patologia resultante de la confluencia de
varios factores, entre ellos una prétesis mal adaptada, higiene bucal y protésica
defectuosas, que contribuyen al alojamiento y desarrollo de agentes patdgenos,
como la Candida Albicans que es considerada también como uno de los agentes
etiolégicos de la estomatitis, ya que es el microorganismo que se encuentra con
mas frecuencia en la superficie de las proétesis que contactan directamente con

la mucosa bucal, (AlTarawneh et. al., 2013); (Iseri et. al., 2011).

Un método de limpieza ideal de las prétesis no debe alterar sus propiedades
fisicas y mecanicas, tampoco su color y estabilidad dimensional a mas de poseer
un efecto bactericida y fungicida (Papadiochou, Polyzois 2017); (Iseri et. al.,
2000) sefala que el uso de agentes limpiadores quimicos ofrece resultados mas
efectivos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la investigacion el aceite esencial de
romero presenta mayor efecto inhibitorio en la formacion de colonias de Candida
Albicans en un 25.9% que el extracto acuoso al 10%, a diferencia del estudio de
(Jiang et. al 2011) donde se encontrd que el aceite esencial de romero fue el mas
activo contra todos los cepas bacterianas estudiadas (S. epidermidis, S. aureus
y B. subtilis), Gram negativos (P. vulgaris, P. aeruginosa y E. coli) y hongos (C.
albicans), mostrando una marcada actividad antifungica contra Candida
albicans.

Los resultados de este estudio concuerdan con (Sepehri et.al, 2016) quienes
indican que el extracto acuoso de hoja de R. officinalis no fue activo contra cepas
de C. albicans, sin embargo, los extractos etanélicos mostraron buenos efectos
inhibitorios contra la mayoria de las cepas de C. albicans.

Esta investigacion se dirigié al uso de extracto acuoso y aceite esencial de
romero, sin ninguna solucion afiadida ya que como mencionan Solano et. al.,
(2016) la mayoria de ensayos microbioldgicos los realizan con soluciones
extractoras de alcohol o etanol, que puede influir en la verdadera actividad
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antimicrobiana de esta especie vegetal, tal como lo manifiestan (Araujo-Silva, et,
al., 2008) en su investigacion, que se ha confirmado que el extracto etandlico de
romero posee amplia actividad antimicrobiana frente a un sin nimero de

bacterias orales.

(Carvalhinho et. al., 2012) indican que de los aceites esenciales estudiados, los
de canela, laurel y menta podrian ser una alternativa viable contra C. Albicans

usados solos o combinados con agentes antifangicos.
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8. Conclusiones y recomendaciones

8.1 Conclusioén

El aceite esencial de Romero presenta eficacia del 25.9% en la
inhibicion de C. Albicans sobre el extracto al 10%.

8.2 Recomendaciones

Instruir a los pacientes sobre técnicas de limpieza y cuidado de sus
prétesis, recalcar que ademas de la limpieza convencional es
necesario someterlas a desinfecciones periédicas, asi como
recomendar su cambio al menos cada 5 aflos como lo indica la
literatura.

Continuar en la investigacion de propiedades antifungicas de
sustancias de origen natural ya que cada vez se evidencia mas
casos de microorganismos resistentes a compuestos sintéticos;
tomando en cuenta que las sustancias investigadas no posean
soluciones extractoras de alcohol o etanol ya que estos
compuestos pueden alterar las propiedades antifungicas reales de

las sustancias investigadas.
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INFORME DE IDENTIFICACION TAXONOMICA
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results B%ﬂ
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1.70-1.99 Low-confidence identification yellov
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Low consistency: The requirements for high consistency are not met. Tﬁebest match is a high- or lo
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-67000000....
-18400000....
-56400000....
-67800000....
-18800000....
-81500000....
-23500000....
-64300000....
150000000
-73200000....
150000000
.000
-2260000.0...
6400000.000
44400000....

LEV3H
150000000...

-92200000....

150000000...
-31300000...
-13000000...
-54300000...
-28900000...
-76600000...
-45100000...
-92600000...
-61600000...
-11300000...
150000000...
-10700000...
150000000...
-18400000...
-22100000...
-13500000...
-15900000...
-17900000...
-13200000...
-17800000...

-61100000....
-91100000....

150000000...
-13300000...
150000000...

.000

-10300000....
-27200000.._.

38300000

LEV24H

150000000...
-12200000...
150000000...
-11800000...
-23300000...
-23200000...
-18300000...
-18900000...
24700000
-22300000...
-25400000...
-40500000...
150000000...
-49200000....
150000000...
-53000000...
-52700000...
-49700000...
-37500000...
-53300000...
-55500000...
-71300000...
-29600000...
-18200000...
150000000...
-20800000...
150000000...
197000000...
152000000...
317000000
213000000
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