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Resumen

Este estudio tiene por objetivo comparar, in vitro, el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Origanum vulgare (orégano) de Otuzco sobre Streptococcus mutans.
ATCC 25175. Se recolecté Origanum vulgare y se prepar6 aceites al 10%; 25% vy
50% mediante el método de Hidro-destilacion. Las cepas de S mutans ATCC 25175
se activaron con caldo BHI y fueron cultivadas en caldo BHI més Tween y en agar
Muiller Hinton. Se realizaron 13 repeticiones por grupo experimental y se evaluo la
sensibilidad bacteriana mediante el método de Kirby-Bauer. Se utilizé la prueba
estadistica de ANOVA previo andlisis de normalidad de distribucion de valores
(P<0.05) y test de tukey para comparar los halos de inhibicion. El aceite al 10% mostro
un halo de inhibicion promedio de 12.15mm, en la concentracion de 25% mostro un
halo de inhibicién promedio de 16.38 mm y el de 50% un halo de inhibicion promedio
de 20.00.mm Se encontré diferencia estadistica significativa entre las concentraciones
(p<0.05). Se concluye que el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 50%
posee mayor efecto antibacteriano in vitro sobre S. mutans ATCC 25175, en

comparacion con las concentraciones de 10% y 25%

Palabras clave: Origanum vulgare, efecto antimicrobiano, S. mutans, caries dental
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Abstract:

The objective of this study is to compare, in vitro, the antibacterial effect of the
essential oil of Origanum vulgare (oregano) of Otuzco on Streptococcus mutans.
ATCC 25175. Origanum vulgare was harvested and 10% oils were prepared; 25% and
50% by the Hydro-distillation method. Strains of S mutans ATCC 25175 were
activated with BHI broth and were cultured in BHI broth plus Tween and in Mller
Hinton agar. 13 repetitions were made per experimental group and the bacterial
sensitivity was evaluated using the Kirby-Bauer method. The ANOVA statistical test
was used after analysis of normality of distribution of values (P <0.05) and tukey test
to compare inhibition halos. The 10% oil showed an average inhibition halo of
12.15mm, in the 25% concentration it showed an average inhibition halo of 16.38mm
and that of 50% an average inhibition halo of 20.00mm. A statistically significant
difference was found between the concentrations (p <0.05). It is concluded that the
essential oil of Origanum vulgare (oregano) at 50% has a greater antibacterial effect

in vitro on S. mutans ATCC 25175, compared to the concentrations of 10% and 25%

Key words: Origanum vulgare, antimicrobial effect, S. mutans, dental caries
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Introduccion

La caries dental es una enfermedad infectocontagiosa y multifactorial caracterizada
por atacar a los tejidos duros de las piezas dentarias debido a la desmineralizacion que
produce el biofilm cariolégico formado por distintos microorganismos; es la

enfermedad dental més prevalente a nivel mundial .

El principal agente de la enfermedad caries dental es el Streptococcus mutans (S.
mutans), bacteria gram positiva anaerobia facultativa perteneciente a la cavidad oral,
es el primer colonizador de la caries del biofilm cariogénico ya que al sufrir cambios
en el ambiente causado por la deficiencia del paciente empieza a proliferar de manera
sobrenatural llevandola a desarrollar sus factores de virulencia permitiéndole
desmineralizar el diente y adherirse a los tejidos dentarios por medio de la
metabolizacion de glucosa a través de sus glucosiltransferasas; las cuales ademas de
permitir la adhesion de S. mutans a los tejidos dentarios permite la adhesion de las

proximas bacterias causantes de la caries dental.®:?

El enfoque tradicional para el tratamiento de caries dental tanto en la fase preventiva
como en la terapéutica ha estado fundamentado en tratar de eliminar la mayor parte de
las bacterias a través de procedimientos mecanicos que en ocasiones van acompafados
de un uso irracional de antimicrobianos los cuales ya han mostrado diversos efectos
adversos siendo el de mayor preocupacion la resistencia antibacteriana, es por ello que
se ha optado por potenciar un ambiente saludable a través del uso de productos

naturales para asi preservar la salud.?

Entre los productos naturales se encuentran las plantas que poseen en sus metabolitos

un sinfin de propiedades beneficiosas para la salud; una de las plantas que han



presentado propiedades antimicrobianas aplicables a la odontologia es la denominada
Origanum vulgare (orégano); planta nativa de la zona mediterranea que crece a lo
largo de la zona sur del pais en los departamentos de Moquegua, Tacna y Arequipa,

principalmente.

El presente estudio tiene como objetivo Comparar, in vitro, el efecto antibacteriano del
aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) de Otuzco sobre Streptococcus mutans
porque este es el principal agente causante de la caries dental, para lograr introducir al
mercado productos naturales que apoyen con la prevencion y tratamiento de caries
dental a un costo accesible. Se recolectd Origanum vulgare y se prepard aceites al
10%; 25% Yy 50% mediante el método Hidro-destilacién. Las cepas de S mutans ATCC
25175 se activaron con BHI caldo y fueron cultivadas en caldo BHI mas Tweeny en
agar Muller Hinton. Se evalu0 la sensibilidad bacteriana mediante el método de Kirby-
Bover. El aceite al 10% mostré un halo de inhibicién promedio de 12.15mm, en la
concentracion de 25% mostro un halo de inhibicion promedio de 16.38 mm y el de
50% un halo de inhibicion promedio de 20.00mm Se concluyd que el aceite de
Origanum vulgare al 50% posee mayor efecto antibacteriano en comparacion con las

concentraciones de 10% y 25%


http://elcomercio.pe/noticia/479620/exito-total-28-mil-tacnenos-acudieron-feria-gastronomica-peru-mucho-gusto-tacna
http://elcomercio.pe/noticia/463701/turistas-se-quedan-mas-tiempo-arequipa-su-gastronomia

1. Revision de la literatura

Antecedentes

Baca M et al.® (Perd, 2016) “ Efecto antibacteriano in vitro de los aceites
esenciales de: Foeniculum Vulgare (Hinojo), Cimbopogon Citrus (Hierba Luisa),
Origanum Vulgare (Orégano), Citrus Aurantifolia Swingle (Limoén) Y Citrus
Sinesis (Naranja), frente a cepas estandarizadas de Streptococcus mutans”
.determinaron el efecto antibacteriano de los aceites esenciales de: Foeniculum vulgare
(hinojo), Cimbopogon citrus (hierba luisa), Origanum vulgare (orégano), Citrus
aurantifolia swingle (limén) y Citrus sinesis (naranja) al 100%, usando gluconato de
clorhexidina al 0.12% como control frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175. El aceite se hizo con el método de destilacion por arrastre a vapor de agua y
para el efecto antimicrobiano se sembraron las cepas de S. mutans en Agar Mueller
Hinton y se empled el método de difusion de discos para obtener los halos de
inhibicidn. Los resultados mostraron que el aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) al 100% formo un halo de 15.889 mm; por lo que concluyeron que uno de
los aceites que presenta mayor efecto antibacteriano sobre S mutans es el elaborado a

base de orégano.

Morillas 1.4 (Pera, 2015) “Efecto in vitro del aceite de Origanum Vulgare sobre
Salmonella Typhi”. Se llevo a cabo un estudio de tipo comparativo, longitudinal,
prospectivo, experimental. La poblacién de estudio estuvo conformada por el conjunto
de placas inoculadas con las cepas de Salmonella, aplicandoseles aceite de Origanum
vulgare (orégano) observando su efecto antibacteriano para dichas cepas. Se observo
que el aceite etanolico de Origanum vulgare (orégano) tuvo efecto inhibitorio frente a

Salmonella typhi al comparar los halos de inhibicion segun escala de Duraffourd para



las cuatro concentraciones utilizadas obteniendo valores por encima de 20 mm con 0
UFC, teniendo como CMI 25%; ademas se observé una diferencia de dosis
dependiente debido a que los grupos mostraron tener diferencia estadistica
significativa (p<0,05). Comprobandose tener una eficacia del 100% sobre esta medida
de la cepa frente al aceite etanolico de Origanum vulgare (orégano). Se concluyé que
el aceite de Origanum vulgare (orégano) tiene efecto sobre Salmonella typhi, siendo

la concentracion inhibitoria minima del 25%.

Abdul Set. al.’ (Iraq, 2012) “In Vitro Antimicrobial Activity of Thymus Vulgaris,
Origanum Vulgare and Rosmarinus Officinalis Against Dental Caries Pathogens”,
estudiaron la actividad antimicrobiana de los extractos acuosos de Thymus vulgaris,
Origanum vulgare y Rosmarinus officinalis contra Streptococcus mutans, a través de
la formacion de los halos de inhibicion. Todos los extractos mostraron actividad
antimicrobiana, donde el extracto de Origanum vulgare tuvo efecto inhibitorio a una
concentracion de 200mg/ml formando halo de 10 mm de diametro frente a S mutans.
Por lo que concluyen que Origanum vulgare posee grandes propiedades
antibacterianas por lo que se podria usar como fuente potencial de nuevos agentes

antimicrobianos que buscan curar la caries dental.

Maravi G et. al. (Perti 2012) “Efecto antibacteriano y antiflingico del aceite
esencial de Mentha piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) Yy
Cymbopogon citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,
Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y Candida albicans ATCC 90028,
determinaron el efecto antibacteriano y antifingico del aceite esencial de Menta
piperita (Menta), Origanum vulgare (Orégano) y Cymbopogon citratus (Hierba

Luisa) al 50 y 100% mediante el método de difusion en agar utilizando discos



embebidos en los distintos aceites para formar halos de inhibicion, sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y
Candida albicans ATCC 90028; asimismo empled clorhexidina al 0.12% como
control. Los resultados mostraron que al someter el aceite esencial de orégano a S.
mutans éste formd un halo de inhibicion de 25.72 mm al 100% y 8.53 mm al 50% por
lo que concluyeron que el aceite esencial de orégano es mejor para inhibir a S. mutans,
y recomiendan hacer mas estudios.

Chavez L et al.” (Peru, 2008) “Efecto sinérgico del aceite esencial de Origanum
vulgare a la Gentamicina en cultivos de Escherichia coli”, el presente trabajo
experimental se realiz6 en el Centro Latinoamericano de Ensefianza e Investigacion
en Bacteriologia Alimentaria (CLEIBA). Se trabajo en placas Petri conteniendo E.
Coli ATCC 25922, aceite esencial de orégano y Gentamicina. . Se aplicé el método de
Kirby Bauer (discos de difusion) en 20 placas Petri. Se aislo la cepa Escherichia coli
ATCC 25922. El grupo Experimental fue tratado con discos de papel filtro, embebidos
con Gentamicina y aceite esencial de orégano al 75%; mientras que el grupo Control,
con discos de Gentamicina sola. Se realiz6 la medicion de los halos y se registraron
los datos. Se evalud el didmetro de los halos de inhibicion; los halos de inhibicién del
grupo experimental resultaron 22,375 mm., mayores que los del grupo Control (20,75
mm). La prueba T determiné que la diferencia era estadisticamente significativa, p =
0,001 (p < 0,05). Se concluyod que existe un efecto sinérgico antibacteriano in vitro

entre el aceite esencial de Origanum vulgare y la gentamicina en E. coli.

Busatta C et. al.® (Brasil 2007) “Evaluacion del aceite esencial de Origanum
vulgare como agente antimicrobiano”, analizaron la actividad antibacteriana del

aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) frente a distintas bacterias entre ellas



cepas de S. mutans, a través de difusion en agar empleando discos empapados con el
aceite para generar un halo de inhibicion. Los resultados mostraron un efecto
antibacteriano del aceite esencial de orégano con 0,69 mg / ml frente a S. mutans
formando un halo de inhibicién 16.5 mm por lo que concluyeron que el aceite esencial
de orégano posee un buen rendimiento y es una tentativa para emplearse como agente
antibacteriano frente a distintos microorganismos.

Albado E et al.® (Peri, 2001) “Composicién quimica y actividad antibacteriana
del aceite esencial del Origanum vulgare”, el aceite esencial se obtuvo por
destilacion por arrastre con vapor de agua, a partir de las hojas y flores desecadas de
O. vulgare; se determino la gravedad especifica con un pinndémetro y el indice de
refraccion con refractometro de Abbc; la composicidén quimica se evalué mediante
cromatografia de gas con detector de masa (GLSM). La actividad antimicrobiana del
aceite de O. vulgare se realizé por el método semicuantitativo de incorporacion y de
disco difusién en agar. La densidad especifica del producto result6 0.9234 a 20°C y el
indice de refraccion 1.4774; el cromatograma mostr6 un contenido de 9% de
Carvacrol, 12.19% de Terpineol, 6.86% de Pcimeno y la presencia de otros
compuesto relacionados metabolicamente con los tres antes citados. Las bacterias
gram-negativas: Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Salmonella tiphymurium,
Salmonella cholerae suis y Vibrio cholerae y las bacterias gram-positivas:
Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, mostraron diferentes grados de sensibilidad.
De los microorganismos evaluados solo Pseudomonas aeruginosa mostra resistencia.
El aceite esencial posee actividad microbiana contra todas las bacterias evaluadas,

excepto para P. aeruginosa.



1.1. Bases teoricas de la investigacion

1.1.1. Caries dental
Concepto

Es una enfermedad de carécter infeccioso por ende transmisible, altamente prevalente
a nivel mundial caracterizada por la destruccion de los tejidos duros de las piezas
dentarias debido a la accion de acidos que producen algunos de los microorganismos

que conforman el biofilm cariologico. 1*°
Incidencia

Segun la fuente del Ministerio de Salud en el Peru, 98 de cada 100 personas en el pais
presenta caries, dental debido a que la incidencia de Peru es similar a le de otros paises
sobre todo los subdesarrollados, la lleva a ser considerada como un problema para la
salud publica a nivel mundial; ya que afecta si o si la calidad de vida de todos aquellos

que la padecen.!
Fisiopatologia de la caries:

La lesion inicial de la caries comienza por una desmineralizacién en la region
subsuperficial del esmalte, mas labil a los &cidos, que difunden a través de los
intersticios interprismaticos de la capa superficial, mas resistente. Se presenta como
una mancha blanca, que hay que diferenciar de una zona hipocalcificada. Suelen

desarrollarse dentro de los 18 meses que siguen a la erupcion del diente.*?

La lesion puede permanecer sin cambios, revertir espontaneamente a avanzar hasta
que, debido a la pérdida de soporte, la capa superficial se desmorona y aparece una

cavidad. Cuando esto ocurre, la lesion es clinicamente detectable, produciéndose la



invasion bacteriana e iniciandose la desmineralizacion y la rapida contaminacion de la
dentina. La lesion avanza en profundidad y lateralmente, destruyéndose la matriz de
colageno por las bacterias proteoliticas. La llegada de los gérmenes a la pulpa produce

pulpitis, que cursa con dolor intenso ?

Las caries suelen iniciarse en las fosas, las fisuras y los contactos interproximales del
esmalte, no afectandose el cemento a menos que esté expuesto al ambiente oral por
retraccion de las encias, las superficies mas sensibles son las oclusales y las
interproximales.'® Si no se detiene, se observa necrosis pulpar, el diente se oscurece y
se produce periodontitis periapical y absceso local agudo (flemon) o cronico
(granuloma), que actuando como foco infeccioso, puede producir bacteriemia e

infecciones a distancia.**

Fase prepatogénico:

Se localizan interactuando todos los componentes etioldgicos de la caries y son?®:

% Agente causal: son microorganismos ubicados en la pelicula
dentobacteriana, concretamente capacitadas para crear un &cido organicos y
polisacarido extracelular, especialmente estreptococo mutans, estreptococos
sanguis, lactobacillus acidophilus, actinomyces naeslundii y actinomyces

VISCOSUS.

% Huésped: Estos componentes emplazados en la sucesion de la caries son las
figuras de un cuerpo susceptible. Es por ello que dientes y especificamente sus

organos mineralizados personifican al huésped, ya que la contusion cariosa



que tiene una iniciacion ordinaria en el esmalte, donde sucede una

mineralizacion preliminar producida por los &cidos bacterianos.

< Ambiente: El elemento circunstancial mas significativo de las caries dentales
es la figura de hidratos de carbono los cuales son fermentadores en cada dieta,
y dentro de estos carbohidratos los mas cuantiosos son los azucares y el

almidon.

%+ Tiempo: Se cree que esta dolencia cronica por lesiones cariosas es debido a
las contusiones que despliegan durante un lapso de tiempo aproximado entre
varios meses 0 afios, por otro lado las apreciaciones clinicas indican la ligereza
con la que una lesion cariosa tarda aproximadamente entre 6 a 18 meses antes
de sus primeras manifestaciones. Asimismo sabemos que el esmalte inmaduro

(recién formado) es el mas vulnerable a lesiones cariogénicas

Periodo Patogénico Precoz:

Excepto en situaciones como una exclusiva patogenicidad, la alineacion de nuevas
contusiones cariosa las cuales pueden tardar meses e incluso muchos afios, por lo
consiguiente tenemos que la iniciacion de un proceso de desmineralizacion es
reemplazado con periodos de remineralizacion, aventajadas por iones de calcio,
fosforo y fluor derivados en la saliva. Siendo habitual que este dispositivo dinamico
de pérdidas y fijaciones presenten un tiempo largo, porque sélo frente a un caso de

arqueo negativo, se iniciara la enfermedad.®®



Existen solo dos manifestaciones clinicas, la evolucion de la caries y Las lesion
incipiente que manifiesta.™

Las primeras manifestaciones cariogenicas son designadas como pigmentaciones
blancas y pertenece a una variacion subsuperficial recubierta por el esmalte que
aparentemente se encuentra sano y microscépicamente podemos descubrir poros de
aproximadamente 200 armstrongs de longitud, los cuales notifican la faceta con el
terreno afectado observando asi la merma de iones magnesio y carbonato, continuo

con una separacion de iones calcio y fosforo.t®

Periodo patogénico avanzado:

Cuando evidenciamos que esta lesidn logra avanzar hasta la dentina, a través de una
observacién microscopica evidenciamos diferentes bandas de la lesion en los
canaliculos de la dentina de forma minima en el caso de contusiones cariosas que
avanzan paulatinamente (o cronicas) asi como también se les puede confundir con las
lesiones de rapido progreso (agudas); siendo la diferencia en que las lesiones agudas

sufren una rapida descomposicion y desmineralizacion. !> 16

Importancia del Streptococcus mutans en el desarrollo de caries dental:

La atribucion de factor principal de los microorganismos siempre sera la etiologia de
la caries dental fue introducido por Miller en 1890, ya en afos posteriores se pudo
identificar las bacterias indicadas como primordiales siendo: Streptococcus mutans
segun Clarke en el afio 1924 y por consiguiente los Lactobacillus por Buntig y

Palmerlee en el afio 1925.2

10



Experimentaciones iniciales manifestaron que roedores separados de gérmenes eran
capaces de desplegar caries dental cuando se contagiaban con microbios. Las certezas
de la transmisibilidad de la caries dental vienen de estudios ejecutados en hamster. Por
otro lado los animales sin manifestaciones de caries dental no desarrollaban la
enfermedad aun estando bajo una dieta potencialmente cariogénica. Ello solo sucedia
cuando estos animales serian puestos en relacion con animales que si tenian caries

dental.1®

Subsiguientemente se evidencio que los Streptococcus separados de lesiones cariosas
en ratas, eran contagiados en la cavidad bucal de ratas libre de gérmenes, estos estaban

aptos para desarrollar potencialmente la enfermedad.®

Gracias a estas premisas se puede deducir facilmente que si se lograse un control
microbiano adecuado, es decir la eliminacion de los microorganismos patégenos
junto a la preservacion de la flora saprofita (que constituye una defensa), se podria
erradicar completamente la caries, sin darle mayor importancia a los otros factores.
Claro que estos resultados se consiguen en laboratorio, donde las bacterias no
colonizan superficies si no es por inoculacion; por esto cabe destacar que también se
descubri6 en otros estudios que la emigracion y elaboracion de caries por muchos
Streptococcus bucales sucedia simplemente en presencia de sacarosa.®
Streptococcus mutans

Caracteristicas

Generales

Streptococcus mutans es una bacteria en forma de cocos Gram positiva, que crecen
en vinculos cortas de entre 4 a 6 cocos con una medida de 0,5 a 0,8 p de radio, es una

bacteria anaerobia facultativa perteneciente a una flora microbiana habitual de la

11
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cavidad orofacial y las vias respiratorias nasales. Su temperatura Optima para
desarrollarse es 36 +-1° C. Su nombre lo recibe por su tendencia a cambiar de forma,
ya que se puede encontrar en forma de coco o de forma mas alargada como bacilo.
16,17

Taxonomia (Fernandez, 2008)

Dominio: Bacteria

Phylum: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Lactobacillales

Familia: Streptococcaceae

Género: Streptococcus del grupo A de Lancefield

Grupo: Viridans

Especie: S. mutans'®

Habitat

Su primordial lugar de proliferacion es la superficie de los dientes en los seres
humanos. Encontrandose asi de manera constante en la cavidad oral después de la
erupcion dentaria, correspondida esencialmente a que solicita la representacion de

tejido solido no descamativo para su desarrollo.*"1°
Medio de cultivo

Para la cultivacion de Streptococcus mutans comunmente se emplea el medio de

cultivo Infusion de Cerebro Corazon (BHI), ya que debido a la gran cantidad de
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nutrientes que presentan una eficacia en la siembra de bacterias como Streptococcus,

Neumococos, Meningococos y otros.®
Poder patogeno

Esta correlacion S. mutans-caries, establecen sucesivas caracteristicas: Aumento
gradual propensos a lesiones cariosas activas; la actividad de incitacion de la
enfermedad con animales de experimento y amparo. Quedando completamente
protegidos frente a antigenos del microorganismo con elementos de virulencia

coherentes en relacién con dichos métodos.®

Factores de virulencia
Estas seran situaciones o peculiaridades determinadas que crean patdgenos y

microorganismo dentro de las cuales tendremos:

» Acidogenicidad: el Streptococcus tiene la capacidad de fermentar los
azUcares para originar primariamente acido lactico como principal fruto del
metabolismo. Haciendo  una degradacion del pH logrando asi la

desmineralizacion del esmaltedentario.

» Aciduricidad: La capacidad de poder originar &cidos en un ambiente con pH

acido.

*Acidofilicidad: Los Streptococcus mutans logra oponer resistencia frente a la
acidez del ambiente, por lo concernientes las lesiones cariosas que ocurren en
fisuras, sobre superficies lisas o cuello y raiz. Los altos grados de infeccion

por Streptococcus mutans enaltecen el riesgo de padecer lesiones caries.®
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La fitoterapia
Rama que estudia el uso de los productos de origen vegetal con objetivos terapéuticos,

ya sea para advertir, para mitigar o para aliviar una fase patolégico.*®

Las plantas son utilizadas desde épocas muy remotas como parte de tratamiento en
diversas dolencias. La colectividad de éstas muestra diversos efectos organicos

variados, debido a la representacion de sus innumerables principios activos.!®

Plantas medicinales

Se considera planta medicinal a cualquiera que en sus 6rganos contengan sustancias
las cuales puedan utilizarse con propdsito terapéuticos y pueden ser embajadores
para la industria quimico- farmacéutica. Por otro lado la etnobotanica investiga el
discernimiento botanico por encargo de colectividades nativos, alcanzando una

intima correlacion entre las plantas y personas que lo emplean.t® 20

Las plantas son de gran provecho, porque de ellas son derivadas incalculables nuicleos
quimicos, en la actualidad coexisten diversas plantas las cuales contienen
compuestos quimicos antibacterianos y antifangicos, otorgandonos una variedad

incalculable que podemos emplear en la Odontologia.>®1%2!

Clasificacion botanica
Phylum: Euphyta
Division: Angiospermae
Clase:  Dicotyledone
Orden:  Tubiflorae

Familia: Labiatae

14



Género: Origanum

Especie: Origanum vulgare

Caracteristicas

El orégano concerniente al género Origanum, familia Labiatae, congrega plantas
herbaceas, perennes, matosas, procedentes de las tierras mediterraneas. Progresa
espontanea en las zonas célidas, desérticas hasta 2000 m.s.n.m., es labrada por su gran

aroma y por sus propiedades terapéuticas.® 2

Etimologia

Su nombre radica del griego "oros que significa cumbres™ y de "gamos que significa
resplandor, delicia” vale a decir "jubilo de las cumbres" porque la etapa espontanea

maquilla con sus pequefas flores las diversas cumbres lisas y rocosas.!® 22

Habitat y distribucion

Origanum vulgare L. (Orégano) es una planta perpetua, patrimonial a la raza
Lamiaceae. Originario de la region del Mediterraneo, igualmente cultivado en
Europa, Asia y Taiwan y en Ameérica del Sur. Su transcendental productor es Chile
seguido de Peru, siendo también cultivada en Bolivia, y en menor cantidad en paises

como Argentina y Uruguay.® 22
Usos

Las hojas de oregano son empleadas como alifios y tambien forman parte de la

industria alimentaria, asi mismo son importantes en la elaboracion de maquillages,
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medicamentos y bebidas alcoholicas.®

Principios activos y propiedades
El orégano (Origanum vulgare) tiene bondades antioxidantes, antifingicas,
antiespasmadicas, desinfectantes, se identifica por sus componentes activos carvacrol

y timol la cual confiere a esta planta un excelente dominio antibacteriano.*® 23

Relacion orégano con streptococcus mutans

La razon del presente estudio radica en la composicion de aceites esenciales del
orégano. El aceite esencial de Origanum vulgare es una mixtura confusa de liquidos
que poseen una elevada volatilidad, por lo que llega a evaporarse en al mezclarse con
el viento. conseguidos de las diversas partes que presenta la plantas como petalos,
semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas, madera, frutos y raices. Quimicamente se
encuentran desarrollados por terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos (hidrocarburos,
alcoholes, cetonas, que logran ser aciclicos, monociclicos, biciclicos, triciclicos),

sustancias azufradas y nitrogenadas.?*

Son considerados beneficiosos los metabolismos secundarios de las vegetaciones y de
igual similitud algunos alcaloides, flavonoides, taninos y saponinas. La constitucion
quimica puede llegar a ser afectadas debido al medio ambiente, la naturaleza de la

planta y el procedimiento de extraccion. 2% 27

Se han reconocido elementos quimicos en la constitucion del orégano y sus aceites
esenciales a flavonoides como la apigenina y la luteolina, agliconas, alcoholes
alifaticos, combinados terpénicos y derivados del fenilpropano, asimismo se ha

descubierto &cidos coumérico, ferulico, caféico, r-hidroxibenzdicoy vainillinico. La
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subespecie Origanum vulgare ssp. Hirtumes la mas estudiada, especialmente en
relacién a la composicion y calidad de su aceite esencial, ya que este ultimo tiene un
importante valor comercial. En esta subespecie el rendimiento del aceite esencial en la
hoja seca, varia entre 2% y 6%. Este porcentaje se ve afectado por la altitud del lugar

de cultivo, y por la época de recoleccion, siendo este mas bajo en el otofio.?® 2’

El aceite del orégano que progresa en un perfil silvestre se ha evidenciado que un
aumento en los proporciones de timol provoca una disminucién en el contenido de

carvacrol.??

Se analizaron muestras de orégano procedentes de tierras colombianas, los datos
obtenidos por GC-MS del aceite esencial de orégano evidencian los
principales componentes quimicos, destacando el Timol (67.51%) como mayoritario,
continuo por p-Cimeno, y-Terpineno, cariofileno,oxido de cariofileno, trans-a-
Bergamoteno, Eugenol, y a- Bergamoteno,con 11,66%, 5,51%, 5,38%, 2,22%, 1,65%,

1,49%, y 1,32% proporcionalmente, que personifican mas del 80% del total inscrito.?

Timol, carvacol y P-cimeno son los principales componentes a los cuales se les
atribuye los efectos antibacterianos del orégano, conocido efecto basado en su
composicion fendlica y estructura quimica capaz de afectar la permeabilidad de la

membrana celular gracias a la localizacion del grupo hidroxilo en el anillo fen6lico?®

29
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I11.  Hipotesis

El aceite al 50 % tiene mayor efecto antibacteriano in vitro que las concentraciones
10% y 25% de aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) sobre Streptococcus

mutans ATCC 25175.
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I111.  Metodologia de la investigacion

4.1. Disefio de la investigacion
El presente trabajo de investigacion present6 un disefio.*°

Experimental, porque requiere la manipulacion intencional de una o més variables
independientes, para analizar las consecuencias que esta tiene sobre la o las variables

dependientes, dentro de una situacion de control para el investigador.*

Prospectivo, porque evalla la exposicion de una posible causa seguida a través del

tiempo en una determinada poblacion. Hasta obtener la aparicion del efecto.°
Transversal, puesto que se realizé la recoleccion de datos en un tiempo tnico.*

Analitico, porque estda diseflado para evaluar asociaciones entre resultados,

identificando las posibles causas del efecto.

4.2.Universo y Muestra
La poblacion estuvo constituida por cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175)
Muestra: La muestra estuvo constituida por un total de 13 repeticiones por grupo
experimental

Para determinar el tamafio muestral se aplicd la siguiente formula:

n=2 (Z% + zﬁ)z (DE)?/d?

Donde:

n: tamafo de muestra para el grupo de estudio.
a: probabilidad de cometer error tipo .

B: probabilidad de cometer error tipo 1.

Z: valor estandar de la distribucion normal asociada a un tipo de error.
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DE: desviacion estandar.

d: diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias.

Requerimientos:

De una confianza al 99% (a=0.05, Z=1.96), y una potencia en la prueba del 80%
(B=0.20, Z=0.84), para (DE/d=0.90).

n = 2(1.96 + 0.84)2(0.9)2

n =13

Se realiz6 13 repeticiones por grupo experimental 3!
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

) DEFINICION DEFINICION VALORES Y ESCALA DE
VARIABLE DIMENSION INDICADORES TIPO )
CONCEPTUAL OPERACIONAL CATEGORIAS MEDICION
Es una  sustancia | Sustancia  biosintesitada de Ordinal
variable L . - I
biosintetizada de | Origanum vulgar en distintas 10% Cualitativo
independiente . .
Origanum vulgare con | concentraciones con la Concentracién del 25%
No aplica aroma  peculiar e | capacidad de producir un efecto aceite 50%
Aceite esencial de ) . .
insoluble al agua.?® antibacteriano
Origanum vulgare
Variable Reaccidn bacteriana Prueba de difusién en discos de mm Cuantitativo | De razén
dependiente frente a un antibidtico o | Kirby Bauer
Sensibilidad
Efecto antibacteriano compuesto quimico.*? Halo de inhibicién
bacteriana

sobre s. mutans

ATCC25175
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La técnica empleada fue la observacion microbioldgica y el instrumento para medir
los halos de inhibicion fue una regla de precision milimétrica vogel con DIN/ISO 866/1

y es valido dado que mide la longitud y su calibracion es confiable.

Para la ejecucion el personal capacitado firmé una constancia de asesoramiento al

investigador (ver anexo 1)

Para registrar los resultados se utilizé una ficha de recoleccion de datos (Ver anexo
2)
4.4.1. De la obtencién e identificacién taxondémica Origanum vulgare:

14 Kg de la planta de Origanum vulgare “Orégano” fueron recolectados del distrito
de Allacday provincia de Otuzco, del departamento de La Libertad, ubicado a 3300

m.s.n.m.

Un ejemplar completo de la planta fue llevado al Herbarium Truxillense (HUT) de la
Universidad Nacional de Trujillo, para su identificacién y posterior verificacion

taxonémica. (Ver anexo 3)
4.4.2. De la preparacion de Origanum vulgare

a. Seleccion
La planta fue transportada al laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de
Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional de Trujillo, donde se

eliminaron las sustancias extrafias presentes en la muestra.
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b. Lavado
Luego de la separacion de las sustancias extrafas, se procedid a lavar la planta
entera (hojas y tallo) con agua destilada, seguido de una desinfeccion utilizando

hipoclorito de sodio, a una concentracion de 200 ppm.

C. Secado
Se colocé la planta entera (hojas y ramas) sobre papel kraft y se puso a secar
en una estufa con circulacién de aire por conveccion forzada, luego se separ6

las hojas de los tallos.®

4.4.3. De la obtencién del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L.
“orégano”

Para la obtencion del aceite se sigui6 los protocolos de Gonzales y Miranda empleando
el método de “destilacion por arrastre de vapor de agua” 3334

Se pes6l1 kg de hojas, previamente desecadas a temperatura ambiente en un recipiente
de vidrio; asi como 3 L de agua destilada en un recipiente de acero inoxidable de 5 L.
Luego se armo el equipo de destilacién, sometiendo la muestra a una corriente de vapor
de agua sobrecalentada, arrastrando la esencia que posteriormente por accion del
refrigerante, fue condensada. El destilado se separ6 tomando en cuenta sus
propiedades de inmiscibilidad y diferencia de densidades entre el agua y el aceite
esencial, para lo cual se utiliz6 una pera de separacion de vidrio, deshidratandose las
impurezas de agua en el aceite esencial con Na>SO4 anhidro. Finalmente se filtro,

guardandose en un frasco de vidrio color ambar (para evitar la descomposicion por la

luz) y bajo refrigeracion a una temperatura de 4 °C.
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4.4.4. De la obtencion de las concentraciones del aceite esencial de las hojas de

Origanum vulgare L. “orégano”

Para la concentracion del aceite esencial de Origanum vulgare éste fue transformado
de porcentaje (%) a mg/mL, teniendo en cuenta la densidad de aceite esencial de

orégano (0.923 g/mL)

Volumen | Volumende | Volumen Concentracion
de aceite Tween 80 Final (%)
ImL 9mL 10 mL 10
2.5mL 7.5mL 10 mL 25
5mL SmL 10 mL 50

Luego, se colocaron cada una de las concentraciones en frascos de vidrio de color
ambar, para protegerlas de la luz, Ilevandolas posteriormente a refrigeracion a 4 °C,
hasta la realizacion del analisis microbioldgico.3*

4.4.5. De la obtencién de Streptococcus mutans.

Las cepas liofilizadas de Streptococcus mutans ATCC 25175 fueron obtenidas

directamente del laboratorio Gen Lab. (Ver anexo 4)
4.4.6. Reactivacion de la cepa de S. mutans ATCC 25175.

La reactivacion se realizé sembrando el cultivo liofilizado en tubo con 5 mL de Caldo
Brain Heart Infusion (BHI) o Cerebro Corazdn Infusion, luego se incubo a 37°C por

48 horas en condiciones de microaerofilia.®*
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Para evaluar pureza se sembrd por estria en Agar TSYB e incubé en 37°C por 48 horas
en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligié una colonia compatible con

Streptococcus para realizar coloracion gram.

La cepa se mantuvo en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA), hasta su posterior

utilizacion.®*

4.4.7. De la determinacion de la sensibilidad antimicrobiana
Para la evaluacion del efecto del aceite esencial de Origanum vulgare sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, se realizé mediante el método Kirby Bauer de

difusion en agar.®*
Para lo cual se procedio de la siguiente manera:
a) Estandarizacion del indculo de S. mutans ATCC 25175.

Las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenidos en Caldo BHI se sembro
en Agar TSA, se incubd bajo condiciones de microanaerobiosis a 37°C durante 48
horas. Luego de 24 horas cada colonia de Streptococcus mutans ATCC 25175 se
diluy6 en caldo BHI hasta obtener una turbidez semejante al tubo nimero 0.5 del

Nefelémetro de Mac Farland (1.5x 108 ufc/mL)3*
b) Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inéculo (1.5 x108
ufc/ml), se tomo una alicuota de 100ul y se colocaron en las placas con Agar Miieller
Hinton, con un hisopo esteril sumergido en la suspension se distribuyo la suspension

bacteriana en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del inéculo en
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la placa. Se dejo secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para que

cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido.>*

c) Preparacion de los discos con las diferentes concentraciones del aceite

esencial de Origanum vulgare

Se prepararon discos de papel filtro whatman nimero 3 estériles, los cuales fueron
embebidos con 30 ul de cada uno de las concentraciones 10%, 25% y 50%, y como

control positivo Digluconato de clorhexidina al 0.12% y control negativo Tween 80

Luego, con una pinza estéril, los discos fueron colocados sobre las placas de Petri con

Mieller Hinton sembradas con la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se realizaron 13 repeticiones.

d) Incubacion:
Se incubaron las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de las concentraciones a evaluar. Se incubaron a
37°C durante 48 horas en microanaerobiosis utilizando jarra Gaspak y con el

método de la vela.®*

e) Lectura de los resultados:
Después de un tiempo de incubacion de 48 horas se examino cada placa, se
midieron los diametros de los halos de inhibicion de crecimiento bacteriano
para lo cual se utilizé una regla de precision milimétrica vogel con DIN/ISO

866/1
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45. Plan de andlisis

Los datos recolectados fueron incorporados en una base de datos en IBM SPSS
Statistics 22, para ser procesados y presentados en tablas con medias y desviaciones
estandar.
La solucidn del aceite esencial fue comparada con el control positivo y negativo.
Para el efecto antibacteriano en las colonias de Streptococcus mutans se empleé la
prueba de ANOVA previo andlisis de la normalidad de distribucion de los valores y
test de Tukey para comparacion de medias. La significancia estadistica fue

considerada si p<0.05.
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4.6.Matriz de consistencia

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

METODOLOGIA

POBLACION

Problema general:
¢Cual es el efecto
antibacteriano in vitro
del aceite esencial del
Origanum vulgare
sobre Streptococcus

mutans ATCC 25175?

Objetivo general:

Comparar invitro el efecto antibacteriano del aceite esencial
del Origanum vulgare en las concentraciones 10%; 25% y
50% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175

Objetivo especifico:

Evaluar in vitro el efecto antibacteriano del aceite esencial del
Origanum vulgare al 10% sobre Streptococcus mutans ATCC
25175

Evaluar in vitro el efecto antibacteriano del aceite esencial del
Origanum vulgare al 25% sobre Streptococcus mutans ATCC
25175

Evaluar in vitro el efecto antibacteriano del aceite esencial del
Origanum vulgare al 50% sobre Streptococcus mutans ATCC

25175

El aceite al 50 %
tiene mayor efecto
antibacteriano in
vitro que las
concentraciones
10% y 25% de
aceite esencial de
Origanum vulgare
(orégano) sobre
Streptococcus
mutans ATCC
25175.

Tipo de investigacion
Es una investigacion de
tipo cuantitativo

Nivel de investigacion
Es una investigacion de
nivel explicativo
Disefio de la

investigacion

Experimental,
prospectivo, transversal

y analitico

Poblacién: Cepas de
Streptococcus mutans
ATCC 25175
Muestra: 13
repeticiones por grupo

experimental
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Comparar el efecto del aceite esencial de Origanum vulgare
con digluconato de clorhexidina al 0.12% sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175

Comparar el efecto del aceite esencial de Origanum vulgare

con Tween 80 sobre Streptococcus mutans ATCC 25175
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Principios éticos

El presente estudio de investigacion es un estudio in vitro que se realizo en cepas de
S. mutans, se sometié a los principios éticos consignados en el cddigo de Etica de la

Universidad Catolica Los Angeles de Chimbote ULADECH.
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IVI. Resultados

5.1.Resultados

Tabla 1. Comparacion in vitro del efecto antibacteriano de tres concentraciones

de aceite esencial de Origanum vulgare de Otuzco sobre el Streptococcus mutans

ATCC 25175,
Efecto Intervalo de
5 antibacteriano confianza para la
Concentracio N (Halo=mm) media al 95% o
n
. Desviacié Limite Limite
Media . . ) )
ntipica inferior superior
10% 13 12.15 1.390 11.30 13.00
25% 13 16.38 2.142 15.09 17.68
50% 13 20.00 1.683 18.98 21.02 0.000
C+ 13 10.15 1.068 9.51 10.80
C- 13 0.00 0.00 0.00 0.00

p*: prueba ANOVA

Fuente: Datos proporcionados por el investigador.

Se compard el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare a las
concentraciones de 10%, 25%, 50%, C+, C-, frente a Streptococcus mutans ATCC
25175, se determind una media 12.15mm para la concentracion 10%, una media
16.38mm a la concentracion 25%, una media 20.00mm a la concentracion 50%, asi
mismo una media 10.15mm al C+, una media 0.00mm al C- , Se utilizd la prueba
ANOVA vy se obtuvo p=0.000, lo cual indica que si existe diferencia estadistica

significativa entre las tres concentraciones y los controles.
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Tabla 2 Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
Origanum vulgare en concentraciones de 10%, 25%, 50% sobre Streptococcus mutans

ATCC 25175

Comparaciones multiples

Diferencia Intervalo de confianza al
0,
() Concentracion Conce(izracion de z]f’]()jias til'E[;ircc:)cr) Sig. Limite an Limite
inferior superior
25% -4.231 0.569 0.000 -5.83 -2.63
10% 50% -7.846 0. 569 0.000 -9.45 -6.24
C+ 2.00 0. 569 0.007 0.40 3.60
C- 12.154 0. 569 0.000 10.55 13.76
10% 4.231 0.569 0.000 2.63 5.83
250 50% -3.615 0. 569 0.000 -5.22 -2.01
C+ 6.231 0. 569 0.000 4.63 7.83
C- 16.385 0. 569 0.000 14.78 17.99
10% 7.846 0.569 0.000 6.24 9.45
HSD de 25% 3.615 0. 569 0.000 2.01 5.22
Tukey o0% C+ 9.846 0. 569 0.000 8.24 11.45
C- 20.000 0. 569 0.000 18.40 21.60
10% -2.000 0.569 0.007 -3.60 -0.40
25% -6.231 0. 569 0.000 -7.83 -4.63
o 50% -0.846 0. 569 0.000 -11.45 -8.24
C- 10.154 0. 569 0.000 8.55 11.76
10% -12.154 0.569 0.000 -13.76 -10.55
25% -16.385 0. 569 0.000 -17.99 -14.78
© 50% -20.000 0. 569 0.000 -21.60 -18.40
C+ -10.154 0. 569 0.000 -11.76 -8.55

Fuente: Datos proporcionados por el investigador.

Se puede apreciar en la prueba de Turkey que las tres concentraciones y los dos
controles presentan nivel de significancia menor a 0.05, los cuales al parecer si

presentar una diferencia estadisticamente significativa.
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5.2.Analisis de resultados

Los resultados del presente estudio mostraron que el aceite esencial Origanum
vulgare posee un efecto antimicrobiano debido a su capacidad de inhibir la bacteria
S mutans; esto confirma los resultados del estudio realizado por Albado et al.°
quienes estudiaron la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de Origanum
vulgare en bacterias tanto del tipo gram positivo como gram negativo obtuviendo
que el aceite esencial de Origanum vulgare tiene la capacidad de inhibir bacterias
de ambos tipos, al igual que el estudio realizado por Morillas* quien mostrd el
efecto antimicrobiano del aceite esencial de Origanum vulgare contra cepas de
Salmonella typhi logrando inhibirlas. Estos resultados nos indican el alto potencial
del aceite esencial Origanum vulgare como antimicrobiano.

Este estudio muestra también la clara capacidad del aceite esencial Origanum
vulgare para inhibir S mutans; hallazgos que son respaldados también por los
estudios realizados tanto por Busatta et. al.® como por Abdul et. al.> quienes
demostraron la efectividad antimicrobiana de Origanum vulgare en aceite esencial
y extracto sobre cepas de S. mutans. Este efecto antibacteriano de Origanum
vulgare contra S mutans puede deberse a los elementos que posee tales como
flavonoides, fenoles, terpenos, hidrocarburos, etc, los cuales pueden estar causando
la sensibilidad bacteriana en S. mutans, & 232425

Los resultados del presente estudio demuestran la efectividad del aceite esencial
Origanum vulgare en diferentes concentraciones (10%; 25% y 50%) presentando
todas un efecto antibacteriano sobre S mutans (tablal), siendo el 50% la
concentracion con mayor efectividad bacteriana, presentando un halo de inhibicién

de hasta 20 mm, seguidamente la concentracion de 25% y 10%, que presentaron
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halos de inhibicion de 16, 38 mm y 12,15 mm respectivamente; mostrando que a
mayor concentracion mayor efecto antibacteriano al igual que el estudio realizado
por Maravi® et. al. quien obtuvo un mejor resultado con el aceite esencial Origanum
vulgare al 100% formando un halo de 25.72 mm seguido de la concentracion de
50% que mostro un halo de 8.53 mm; dando esto una evidente relacion entre
concentracion y efecto antibacteriano.

Sin embargo el estudio realizado por Maravi et al ¢, demostro la efectividad de
Origanum vulgare sobre S mutans al 50% pero con halos de inhibicién con un
promedio de 8, 53 mm, resultado que difiere con este estudio, ya que nuestro aceite
esencial de Origanum vulgare al 50 % aplicado sobre S. mutans logro obtener un
halo con promedio de hasta 20 mm, dicha diferencia en el resultado podria deberse
a la técnica de dilucion de las diversas concentraciones, ya que Maravi et al. ©
utilizé en su estudio como diluyente de su aceite esencial, agua destilada y
dimetilsulfoxido y en este estudio se empled tween de 80.

De igual manera Baca et. al.® realiz6 un estudio evaluando la efectividad
antibacteriana del aceite esencial de Origanum vulgare al 100% frente a cepas de
S. mutans, el cual demostré un halo de inhibicion de tan solo 15, 889 mm. Estos
resultados pueden haber variado debido al distinto lugar de origen, época de
cosecha, metodo de recoleccion o técnica empleada para la elaboracion de los
aceites esenciales de Origanum vulgare en los diferentes estudios.?’

Es necesario también resaltar que el aceite esencial de Origanum vulgare podria
obtener un efecto sinérgico al momento de acompariar otras sustancias, este
antecedente lo marcd Chavez et al.® En su estudio donde buscé encontrar un efecto

sinérgico de Origanum vulgare y gentamicina demostrando que la combinacion de
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estos dan un halo de inhibién de 22,375 mm y la gentamicina sola un halo de 20,75
mm. Esto demuestra que Origanum vulgare no solo puede servir como una agente
antimicrobiano sino también puede servir como complemento para sinergizar el
efecto de otros agentes antimicrobianos.

Se comparo el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare en
concentraciones de 10%, 25% y 50%, con Digluconato de clorhexidina al 0.12 %
y Tween 80, como control positivo y negativo respectivamente. Se observo que
estas concentraciones presentan diferencia estadistica significativa con
digluconato de clorhexidina y tween 80, lo cual podria deberse a los diversos
componentes que posee el aceite esencial de Origanum vulgare tales como,
flavonoides, fenoles, terpenos, timol, carvacol, etc, demostrando asi un efecto

notablemente mayor a los controles positivos y negativos.® 232425
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VI. Conclusion

e EI aceite esencial del Origanum vulgare al 10%, 25% y 50% poseen un efecto
antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

e El aceite esencial del Origanum vulgare posee mayor efecto antibacteriano al
50% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 en comparacion con las
concentraciones de 10% y 25%

e EIl aceite esencial del Origanum vulgare al 10%, 25% y 50% presento un
mayor efecto antibacteriano que el digluconato de clorhexidina al 0.12% y

tween 80 sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Aspectos complementarios

Se recomienda realizar mas estudios que comparen el aceite esencial de Origanum
vulgare en mas concentraciones; asimismo que comparen el aceite esencial de
Origanum vulgare de distintas zonas de Peru y en distintas estaciones con la finalidad

de identificar la mejor zona y estacion para la recoleccion del mismo.

Se recomienda hacer estudios donde se evalué el efecto sinérgico con aceites de otras

plantas, asi mismo determinar la CMI y CMB.
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ANEXO 1

CONSTANCIA DE ASESORIA

), MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de la Cétedra de

'Farmacognosia del Departamento Académico de Farmacotecnia de la

Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de
Trujillo, con cédigo UNT 5727 y acreditada como Docente Investigadora
por CONCYTEC con niimero de registro REGINA: N°1582.

Dejo constancia de haber asesorado al alumno JEAN JAVIER VILCA
VARGAS en las actividades de recoleccion del material vegetal,
preparacién de la muestra, extraccién de aceite esencial y preparacion

de las concentraciones de ensayo, en el laboratorio de Farmacognosia
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de La Universidad Nacional de
Trujillo. Asimismo, las concentraciones de ensayo preparadas, seran
utilizadas para el desarrollo de la tesis titulada: “Efecto antibacteriano in
del aceite esencial de Origanum vulgare sobre Streptococcus

s ATCC 25175 ".
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ANEXO 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Ficha de recoleccion de datos, medicién de halos de inhibicién de Origanum
vulgare (oregano) frente a los streptococcus mutans ATCC25175

ENSAYO

Halo de inhibicion (mm)

10 %

25%

50%

Control

+

Control -

10

11

12

13
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ANEXO 3:
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ANEXO 5

VALORES OBTENIDOS DE LA MEDICION DE HALOS DE CADA

CONCENTRACION

Valores obtenidos de la medicion de halos de cada
Concentracion

Aceite de Aceite de Aceite de o C.

orégano al | oréganoal | orégano al
10% 25% 50%
14mm 17 mm 21 mm 11lmm Omm
13mm 20 mm 23 mm 9 mm Omm
10 mm 17 mm 21 mm 10 mm Omm
13 mm 15 mm 19 mm 12 mm Omm
14 mm 16 mm 20 mm 9mm Omm
11 mm 18 mm 20 mm 10 mm Omm
13 mm 14 mm 18 mm 9mm Omm
12 mm 18 mm 18 mm 10 mm Omm
13 mm 20 mm 20 mm 11 mm Omm
11 mm 15 mm 19 mm 9 mm Omm
13 mm 14 mm 20 mm 10 mm Omm
10 mm 15 mm 23 mm 12 mm Omm
11 mm 14 mm 18 mm 10 mm Omm

50



PRUEBA DE NORMALIDAD

Grupos Shapiro-Wilk o y
Distribucién Normal
Estadistico gl Sig.
10% 0,882 13 0,076 Normalidad
25% 0,894 13 0,109 Normalidad
50% 0,895 13 0,115 Normalidad
C+ 0,859 13 0.037 No Normalidad

e Ya que los datos obtenidos en (C-) son una constante, se ha desestimado.

Al tener menos de 50 datos por cada concentracién, es recomendable usar la

prueba de normalidad del Shapiro- Wilk, para evaluar la distribucion normal de los

datos, de donde se puede observar que los valores obtenidos en 10%, 25%, 50%,

con una significancia mayor a 0.05 (Sig. >0.05), Con lo cual podemos concluir que

los datos si presentan un distribucion normal, mientras que para el control positivos

con una significancia menor a 0.05 (Sig. < 0.05), lo que indica la normalidad.

En general se puede indicar que los datos son normales.
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ANEXO 6:

25
20.00
20
16.38
15
m 12.15
m 10.15
10
5
.00
O T T T T 1
10% 25% 50% C+ C-
Concentraciones

Fuente: Datos proporcionados por el investigador
GRAFICO 1: Comparacion in vitro del efecto antibacteriano de tres concentraciones
y los controles positivo y negativo del aceite esencial de Origanum vulgare de Otuzco

sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 .
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Fotos durante la ejecucion

Chacra de Origanum vulgare (orégano)

Allacday caserio de Otuzco distrito Otuzco
departamento la libertad

Ubicado a una hora de otuzco altura
3300m.s.n.m

Lavado y desinfeccidn con hipoclorito de
sodio mas agua destilada

Cosecha de Origanum vulgare
(orégano)

Llevamos el orégano pre secado a la
estufa por 24 horas a 40°C
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Pesando obtencidn final de
orégano libre de tallo

Sellamos y esperamos el proceso
de evaporacion

El orégano es colocado en un
destilador de arrastre por
vapor de agua por 1 hora

Una hora después del del
proceso de destilado por vapor
obtencién de aceite esencial
concentracién al 100 % (puro)

54



Dilucion de concentraciones de aceite
esencial mas tween 10%, 25%, 50%,

Agregamos 15 ul de aceite esencial
diluido a cada disco 13, repeticiones por
cada concentracién

Lectura de resultadosy
medicidn de halos de
inhibicién
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Placas con agar miuller Hilton

Se dejé en microaerofilia
por 48horas




