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Resumen

El estudio compard el efecto antifingico de cuatro concentraciones de extracto
etandlico de Origanum vulgare sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231, los
extractos etandlicos de la planta se obtuvieron por el método de maceracion
adquiriendo concentraciones al 25%, 50%, 75%, 100%, Para evaluar la actividad
antifungica se utilizé el método Kirby-Bauer, se procedio a la activacion de la cepa y
la preparacién del in6culo a una turbidez de 0,5 en la escala Mc Farland, la siembra
se realiz6 en 10 cajas Petri con el medio de cultivo Dextrosa Sabouraund a una
temperatura de 37°C para luego proceder a la colocacion de discos estériles
impregnados de las diferentes concentraciones de extracto etanolico al
(25%.50%,75%,100%) y nistatina como control positivo; las concentraciones
presentaron un promedio de halo de inhibicién 9.9mm, 17.9mm, 20.7mm, 22.9mm.
Se construyeron tablas para presentar los valores de los halos de inhibicién y evaluar
la normalidad de su distribucion utilizando la prueba estadistica de shapiro wilk. Por
lo tanto se llegd a determinar con los resultados que existe diferencia
estadisticamente significativa p < 0,05 de promedios entre las diferentes
concentraciones. Se concluyd que el extracto etanolico de Origamun vulgare al
100% presento el mayor efecto antifingico frente a cepas de candida albicans ATCC
10231.

Palabras claves: Extracto, Origanum vulgare, Candida albicans, Dextrosa Sabouraund ,

Nistatina.
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Abstract

The study compared the antifungal effect of four concentrations of ethanolic extract
of Origanum vulgare on strains of Candida albicans ATCC 10231, Ethanol extracts
of the plant were obtained by the maceration method acquiring concentrations at
25%, 50%, 75%, 100% , To evaluate the anti fungal activity this time was the Kirby-
Bauer method, we proceeded to the activation of the strain and the preparation of the
inoculum to a turbidity of 0.5 on the Mc Farland scale, the planting was done in 10
boxes Petri culture medium Dextrose Sabouraund at a temperature of 37 ° C and then
proceed to the placement of sterile discs impregnated with different concentrations of
ethanol extract (25% .50%, 75%, 100%) and nystatin as control positive; the
concentrations showed an average inhibition halo of 9.9mm, 17.9mm, 20.7mm,
22.9mm. Tables were constructed to present the values of the inhibition zones and to
evaluate the normality of their distribution using the statistical test of shapiro wilk.
Therefore, it was determined with the results that if there is a statistically significant
difference p <0.05 of averages between the different concentrations. It was
concluded that the ethanolic extract of Origamun vulgare 100% had the highest

antifungal effect against strains of candida albicans ATCC 10231.

Keywords: Extract, Origanum vulgare, Candida albicans, Dextrose Sabouraund,

Nystatin.
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l. Introduccién

El uso del orégano como parte de la medicina popular se ha venido utilizando desde
hace un buen tiempo con bastante éxito y efectividad, para la prevencion'y mejoria
en los tratamientos de varias patologias de la cavidad bucal, lo que ha despertado la

curiosidad de iniciar estudios y darle validez cientifica a esta alternativa. *

La especie de Candida albicans es un agente patégeno de infecciones oportunistas
comunes que se presentan en la cavidad bucal muy trascendental el patégeno fangico
para los seres humanos tanto para su importancia clinica como para llevar a cabo
estudios de investigacion cientifica. Para el tratamiento de la candidiasis en el campo
de la medicina convencional es a base de antimicéticos en las diferentes formas
farmacéuticas y el empleo de los fitofarmacos puede encontrarse opciones Utiles de

la medicina convencional y natural. *

Hallar un efecto anti fungico del Origanum vulgare (Orégano) sobre Candida
albicans nos daria una alternativa basada en principios activos que tienen
procedencia de las plantas naturales medicinales usualmente son faciles de
recaudar y son abundantes en este pais, podria elaborarse antisépticos para

microorganismos como la Candida albicans. !

Existe la necesidad de brindar a la poblacion alternativas para solucionar la
presencia de enfermedades cuyos microorganismos estan alojados en los cavidad
oral de los individuos, utilizando nuestra riqueza natural especificamente plantas |,

podria elaborarse antisépticos para microorganismos como la Candida albicans. 2

Mediante esta investigacion se tiene el proposito de evaluar el efecto antifingico

del extracto etandlico de Origanum vulgare (orégano) sobre Candida albicans; lo



cual aportaria en la investigacion para la produccion de farmacos anti fangicos,
permitiendo la erradicacion efectiva del hongo y mejorando a gran cantidad los

grandes beneficios terapéuticos. 2

Se hizo un estudio transversal experimental para encontrar la sensibilidad del hongo
en los diferentes concentraciones del extracto de Origanum vulgare, dicho estudio
consiste en analizar los diferentes grupos de concentraciones en un tiempo

determinado y obtener el grado de sensibilidad frente a cepas de Candida albicans ®

Para evaluar la actividad anti fungica se usé el método Kirby-Bauer, la siembra se
realiz6 en 10 cajas Petri, luego se procedié a la colocacion de discos esteriles
impregnados de las diferentes concentraciones de extracto etanolico al (25%, 50%,
75%, 100%) y nistatina como control positivo; las concentraciones de halo de
inhibicion fueron 9.9mm, 17.9mm, 20.7mm, 22.9mm. Se concluy6 que el extracto
etanolico de Origamun vulgare al 100% present6 el mayor efecto antifungico frente

a cepas de candida albicans ATCC 10231.

La universidad y el investigador cuentan con la infraestructura, recursos materiales y

humanos, para poder realizar la ejecucion del presente proyecto.



Il. Revisién literaria

2.1  Antecedentes:

Paredes M.® (Ecuador, 2017) “Efectividad inhibitoria del aceite esencial de
orégano de pastaza y santo domingo de los tsachilas al 100% de concentracion
sobre laminas de acrilico inoculadas con Candida albicans” Evaluar el efecto
inhibitorio del aceite esencial de orégano de Pastaza al 100% de concentracion,
aplicando 0.3mL y 0.5mL sobre Candida albicans extraido con el método de arrastre
de vapor de agua; estas muestras correspondieron a 14 laminas de acrilico de
termocurado inoculadas previamente con Candida albicans. Se utiliz6 0.3mL y
0.5mL de aceite esencial de orégano de ambas regiones, para evaluar el efecto
inhibitorio frente a Nistatina como control positivo y como control cero se utilizo
H20O. Al proceder al conteo celular con cdmara de Neubauer a diferentes horas, se
obtuvo curvas de crecimiento, donde se logra observar que los aceites ofrecen un
mejor efecto inhibitorio en comparacion a la Nistatina; y al enfrentar los resultados
de ambos aceites de orégano, se determind que al aplicar 0.3mL y 0.5mL de aceite
esencial de orégano de Santo Domingo de los Tsachilas hay menor crecimiento de

levaduras de Candida albicans.

Palacios E.* (Ecuador, 2017) "Efectividad antimicdtica del aceite esencial de
Orégano de las provincias de Chimborazo y santa Elena al 100% de
concentracion sobre Candida albicans”; El objetivo fue identificar la efectividad
antimicotica de los aceites esenciales, las cepas que han sido inoculadas en ldAminas
de acrilico, para lo cual el control fue Nistatina. Se tom6 como muestras 14 laminas
de acrilico inoculadas con la cepa de Candida albicans, se procedi6 a evaluar la
efectividad antimicotica del aceite esencial de orégano con su concentracion al
100% utilizando volimenes de 0.3 y 0.5ml sobre Candida albicans inoculadas en
laminas de acrilico y sumergidas en agua, mediante contaje celular a través de la
camara de Neubauer; midiendo en cuatro tiempos diferentes: inicial, a las 12 horas,

24 horas y 48 horas, el resultado se evidencié que los aceites esenciales de orégano



tanto de Chimborazo como de Santa Elena ofrecen un efecto antimicotico frente a
Candida albicans.

Colpa M.% (Per(i, 2016) “Efecto inhibidor del aceite esencial de Origanum vulgare
y Mentha piperita en comparacion a la nistatina frente a cepas de Candida
albicans”; Su objetivo fue determinar el efecto inhibidor del aceite esencial de
Origanum vulgare y Mentha piperita en comparacion a la nistatina frente a cepas de
Candida albicans , Se prepararon 80 placas Petri con Agar Sabouraud y se
inocularon las cepas de Candida albicans; se dividié en 2 partes de 40 placas para el
Origanum wvulgarey 40 para Mentha piperita, se colocaron 4 pozos con
las concentraciones (25%, 50%, 75% y 100), 1 pozo de control negativo con
agua destilada y 1 pozo de control positivo con Nistatina para cada placa, haciendo
un total de 6 pozos por placa Petri; las placas fueron incubadas a 37°C y se midieron
los halos de inhibicidén generados a las 24 y 48 horas. Los datos se procesaron con
la prueba estadistica de comparacion de medias para muestras independientes; con lo
que se concluye que el Origanum vulgare presenta un halo de inhibicion a las 24 y
48 horas de 45.73mm y 46.35mm respectivamente, mayor que la Nistatina de
17.83mm y 18.20mm respectivamente; y con la Mentha piperita de 18.85mm y

19.88mm, muy cercano al de la Nistatina de 19.60mm y 20.30mm.

Quintanilla J.° (Per, 2016) “Efecto anti fngico in vitro del extracto de aceite de
orégano, carvacrol, sobre cepas de Candida albicans”, tuvo como objetivo
determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto de aceite de orégano,
carvacrol, sobre cepas de Candida albicans, Se prepard el extracto de aceite de
orégano, carvacrol, al 0,1 % in vitro, empleando el método de Kirby Bauer (difusion
en disco) y la determinacién de la concentracion minima inhibitoria. Para la
evaluacion, se expuso la Candida albicans a cuatro concentraciones del extracto de
aceite de orégano (25%, 50%, 75%, 100%). Asimismo, se considerd un grupo control
con fluconazol, realizando diez repeticiones en cada caso. Se determind que existe
diferencia estadisticamente significativa entre el efecto antifingico de las diferentes

concentraciones de extracto de aceite de orégano sobre Candida albicans y fue



sensible a las cuatro concentraciones al 25%promedio de 8.43 mm, en 50% un
promedio de 11.84 mm, 75% un promedio de 13.67 mm, 100% un promedio de
21.92mm los halos de inhibicion segin la escala de Durafourd. La concentracion
minima inhibitoria para la accion antifungica fue de 100 %, (1000 mg/ml. Se
concluye que el extracto de aceite de orégano, carvacrol, al 100 % tiene un efecto
antibacteriano in vitro contra Candida albicans.

Villavicencio J.” (Peru, 2016) “Efecto Antimicético in vitro de Origanum vulgare
sobre cepas de Candida albicans” El objetivo fue evaluar el efecto antimicético in
vitro de aceite esencial de Origanum vulgare, sobre cepa de Candida albicans ATCC
10231, como una alternativa farmacoldgica para prevenir y tratar enfermedades de
la cavidad oral. Metodologia: Se efectud la recoleccion de cuatro especies de
orégano: Origanum X intercedens (chinito) Origanum X majoricum (nigra),
Origanum vulgare L (Jauja) y Origanum vulgare L (Tacna). Se obtuvo los
aceites esenciales mediante proceso de destilacion por arrastre con vapor de agua. Se
comprobd in vitro el efecto antimicotico de los aceites esenciales mediante
pruebas de sensibilidad con el método de difusion en cultivo de agar frente a
Candida albicans y se compar6 con Miconazol (gel oral 20 mg/g) y
Clorhexidina (colutorio 0,12%). Resultados: Los aceites esenciales de orégano de
las cuatro especies estudiadas mostraron su efecto antimicético, en diferentes
concentraciones, y mostraron diferencias significativas frente al Miconazol y
Clorhexidina. Se llegd a la conclusion que el aceite esencial de Origanum
vulgare puede ser una alternativa farmacologica para el tratamiento de

enfermedades de la cavidad oral.

Chamba L.® (Ecuador, 2015) “Efecto antifiingico de extracto etanolico del
Origanum vulgare (orégano) y cymbopogon citratus (hierba luisa), sobre cepas
de Candida albicans en comparacion con la nistatina estudio invitro”; estudio
que propone como objetivo principal evaluar la actividad antifingica de los aceites

esenciales de Orégano y Hierba Luisa sobre cepas de C. albicans en comparacién con



la nistatina estudio invitro y asi establecer el nivel de capacidad inhibitoria, el aceite
esencial se obtuvo por medio de la técnica de arrastre a vapor de agua en diferentes
concentraciones., la siembra se realizd en 19 cajas Petric con el medio de cultivo
Dextrosa Sabouraund a una temperatura de 37°C para luego proceder a la colocacion
de discos estériles impregnados de las diferentes concentraciones de aceites
esenciales (25%, 50%, 75%, 100%) y nistatina como control positivo Se incub6 en
un tiempo 72 horas y después se procedio a realizar la medida de los halos con una
regla milimétrica conocida como pie de rey. el aceite esencial de orégano se
encontré diferencias relevantes significativas en relacion al control positivo,
presentando como resultados el 25% 12.4 mm, 50% 12.0mm,75% 15.4mm, 100%
18.0mm. se concluye que tiene efectividad antifingica en el control de cepas
Candida albicans.

Maravi G.° (Per(i, 2012) “Efecto antibacteriano y antifiingico del aceite esencial
de Mentha piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon
citratus (hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, 10746 y
Candida albicans ATCC 102317, El objetivo de la presente investigacion fue
determinar el efecto antibacteriano y antifingico in vitro del aceite esencial de
Mentha piperita (menta), Origanum vulgare (orégano) y Candida albicans ATCC
90028, se realizd por medio de difusion en agar con disco. Para proceder a realizar el
andlisis microbioldgico, se procedio a utilizar el aceite esencial Orégano al 50 y
100%, para obtener estas concentraciones se diluyeron en agua destilada y
dimetilsulfoxido. El aceite esencial, fue comparado con un medicamento anti fungico
(nistatina) para control positivo (de los hongos) y para controles negativos tuvo que
utilizar agua destilada. Al proceder y realizar las diferentes pruebas para determinar
la sensibilidad in vitro se obtuvo como resultados que el aceite esencial de orégano
en la concentracién de 100 % arrojo sus resultados a un promedio de halos de
56,25 + 3,40 mm , como también el aceite esencial de orégano al 50 %, de 23,67 +
1,94 mm; con ello se lleg6 a la conclusion que el aceite esencial de Orégano tuvo
una mayor efectividad anti fangica que la Nistatina juntamente con la Clorhexidina

al 0.12% que se usaron como controles.



2.2 Marco Tedrico
2.2.1 Hongos

Los hongos son microorganismos que lo podemos encontrar bastante esparcidos en
toda nuestra naturaleza. Uno de los mas importantes es de género candida puede
colonizarse y llegar a ser parte importante de la mocrobiota normal o también
residente del hospedero humano presentdndose como microrganismos comensales.
Entre los diferentes ecosistemas presentes del ser humano y cuando se presentan
dentro de éste, es principalmente para generar dafio. X

Entre los factores mas sobresaliente que pueden originar una infeccion generada por
hongos en la boca se encuentran: desequilibrios en la microbiota local por
tratamiento con antimicrobianos, lo que conlleva a una disminucion drastica a la
pérdida de la flora bacteriana competidora presente en boca, disfuncion de las
diferentes glandulas salivales, lo cual disminuye la produccion y flujo de la saliva
generando por consecuente xerostomia en la cavidad oral, el habito de fumar,
desnutricion(leucemia, linfoma, tumores solidos), tratamientos y terapias contra el
cancer (quimioterapia, radiacion de cabeza y cuello), trastornos endocrinolégicos
(diabetes, hipotiroidismo, embarazo, hipoadrenalismo), cambios de la inmunidad
local (disminucion de la produccién de sustancias antifingicas de origen salival
como histatinas) y alteraciones de la inmunidad sistémica (Infeccion por el Virus de
Inmunodeficiencia Humana "VIH", trastornos de la inmunidad mediada por células
tales como alteraciones de la funcion de linfocitos T , terapias inmunosupresoras
mediante el empleo de ciclosporinas y esteroides topicos y sistémicos). Todos estos
factores, bien sea individualmente o en conjunto, conllevan a brindar las condiciones
que permitan abonar el terreno necesario para el incremento de la adherencia a los
tejidos por parte de estos microorganismos como paso esencial para la produccion de

dafio tisular con la consiguiente aparicion de signos y sintomas especificos.*®



Infecciones oportunistas

Estas infecciones producidas por hongos que se presentan habitualmente son
procesos infecciosos invasivos que generalmente son producidos por gérmenes no
patégenos que se logran aparecer en estados de baja inmunidad; siendo los mas
frecuentes Pneumocystis jiroveci, Aspergillus spp, Céandida spp. La Céandida
Albicans es la principal causa més frecuente de infecciones flingicas en los pacientes
con problemas de inmunodeficiencia, provocando el desarrollo de infecciones que
producen trastornos mucocutaneos hasta enfermedades invasivas. Frecuente también
en pacientes inmunocompetentes en edades extremas de la vida como lactantes y

ancianos, ademas de gestantes.

2.2.2 Candidiasis

Definicién de candidiasis

Es un conjunto de infecciones nicdticas de la cavidad oral mas frecuente que aparece
en pequefias manchas de color blanquecino rosado, por la comisura de los labios,
encima de la lengua y encia, se presenta en ocasiones asintomatica o con ardor, dolor

y mal sabor de boca 2

Etiopatogenia de la candidiasis

Son infecciones causadas por agentes patdgenos e un hongo saprofitico del género
Candida. Mas del 50% los individuos aparentemente en buen estado de salud alojan a
las cepas de Candida como un elemento normal que forma parte de su micro flora de
la cavidad oral, s6lo una comunidad distinguida expone evidencia clinica de su
patogenicidad. La cepa predominante en el crecimiento de infecciones orales es la
Candida albicans, lo encontramos aislada en el 80% de las lesiones por Candida. La
prevalencia que se reporta es un rango promedio del 3% al 70% en las bocas clinicas
en buen estado de salud, y mayormente en nifios, jovenes y pacientes con el sistema

inmune deprimido. 2



Candida albicans

pertenece a la familia Cryptococcaceae es dimdrfica que depende mucho del tipo
de condiciones que presente el medio ambiente, puede existir como dos fases
principales: fase de levadura (blastoespora) siendo una célula oval de 2 a 4 um de
didmetro con sus paredes finas, y fase de hifa o filamentosa, se trata de estructuras
microscépicas tubulares de 3 a 4 um de diametro, que contiene multiples unidades
celulares que estdn divididas por septos que pueden surgir a partir de las
blastoesporas o de las hifas pre-existentes. 12

En el género Céandida hay muchas especies que pueden causar Candidiasis, estas son
flora normal en el hombre, ya que se encuentran en la piel, mucosas y el aparato
gastrointestinal; pueden colonizar al hombre poco después del nacimiento aunque
hay registros de que también en el periodo de gestacion se puede presentar la
infeccion por este género. Las Candidiasis son las micosis sistémicas en el hombre y
los agentes més comunes involucrados en la infeccion son: C. albicans, C. tropicalis,

C. parapsilosis, C. Glabrata, C. guillermondii y C. dubliniensis. 3

Se han encontrado multiples mecanismos que permiten la adherencia por parte de
Candida albicans a las células epiteliales de la cavidad oral, entre estos: a traves de
la Proteinasa Acido-Carboxilica, por intermedio de la capa de fibrillas que se
encuentra unida a la capa externa de nanoproteinas (proteinas unidas a un residuo de
manosa) de la pared celular, ya que esta capa posee numerosas adhesinas que
permiten que el hongo se adhiera a diversos ligandos del hospedero, a través de
residuos de Fucosil localizados en la superficie de la célula hospedera, por
intermedio de las glicoproteinas de la pared celular del microorganismo, que
permiten su union al Colageno Tipo | y a traves de la fibronectina y las Proteinasa

acidas que permiten que esta especie se una a la superficie del epitelio. 2?

Aspectos generales

Su fisonomia de las diferentes especies que encontramos de Candida son similares,

son Gram positivas y son mas de 150 las especies de levaduras, su tamafio



aproximadamente al observar son de 2 a 4 micrometros y con sus parees muy finas.

Son células con una forma alargada  que permanecen juntas. 13
Habitat

Esta especie de Candida se encuentra y coloniza en el individuo, como también en
animales que presentan sangre con regulacion térmica aumentada, lo encontramos en
un habitad normal, por lo general su origen de colonizacién prolifera en el ducto

digestivo y propagandose desde la boca hasta terminar en el recto.

Poder patdgeno

La especie Candida albicans al inicio no se presenta como patdgena, por la
presencia del sistema inmune y la flora bacteriana que limitan su rapido crecimiento
y detienen su proliferacion, llegando a mantener un equilibrio. Si hay una alteracion
de este, procede a proliferar y da inicio al grupo de patologias que se denomina
candidiasis. Puede presentar como leves infecciones en mucosa y piel o desarrollar

a nivel sistémico, afectando 6rganos e vital importancia. 14
La fitoterapia

Realiza el estudio de los multiples productos que tienen un principio vegetal para un

fin terapéutico, para prevenir o curar un estado patolégico.

Desde  épocas primitivas ya se utilizaban las plantas como alternativa de los
tratamientos e las enfermedades que se presentaban, la mayoria de la plantas

presentan muchos efectos fisioldgicos por su principio activo 4

2.2.3 Plantas medicinales

Son aquellas plantas que en uno 0 mas e sus partes tienen sustancias que nos pueden
ser utilizadas con un fin terapéutico o es un agente precursor las la sintesis quimico —

farmacéutico. La etnobotanica nos da a entender el conocimiento botanico de las
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diferentes plantas que se encuentran en las comunidades indigenas. Las cuales

comprenden un vinculo estrecho de las distintas plantas y su uso de los individuos *®

Hoy en dia es de gran utilidad el uso de las plantas, de ellas podemos conseguir
muchas sustancias de procedencia quimica; ahora se logré encontrar plantas que
poseen variedad de composicion quimica, anti fungicos, principalmente
antibacterianos. Y podemos utilizarlo con mucha eficacia en el campo

estomatologico. *°

Morfologia de la planta de orégano

Es un arbusto pequefio de unos 45-50 cm.de alto, sus tallos, que generalmente
presentan una tonalidad rojiza, se ramifican en su parte superior y tienden a
deshojarse en las partes mas inferiores. Las hojas crecen opuestas, ovaladas y anchas
de entre 2-5 cm, con bordes enteros. Las pequefias flores, de color blanco o rosa, que
nacen en apretadas inflorescencias terminales muy ramificadas estan protegidas por

diminutas hojillas de color rojizo. *

Toda la planta presenta unas pequefias glandulas donde esta acumulada toda su
esencia aromatica, con un color amarillo, compuesto por un estearopteno y dos tipos
de fenoles, como mayoritario el carvacrol y en menorproporcion el timol. Las raices

contienen estaquiosa Y los tallos sustancias tanicas.

Propiedades medicinales del Orégano (Origanum vulgare)
El orégano es utilizado generalmente para malestares a nivel digestivo por ejemplo
cuando hay presencia de flatulencia, espasmos o colicos de los érganos digestivos.

Por su accion carminativa es un buen condimento para legumbres, potajes y pizzas.

Afecciones respiratorias que cursan tos seca o irritativa, como la laringitis. El

orégano tiene también accion expectorante y antitusigena, tanto como en uso interno
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y como externo. Dolores musculares, torticolis y lumbago, aplicando externamente

tanto en cataplasma como en fricciones sobre la piel *’

Composicion quimica del Orégano (Origanum vulgare)

Encontramos diversos estudios que brindan informacion sobre la composicién
quimica del orégano, usando extractos de presentacion acuosos y sus aceites
esenciales. También se logrd identificar flavonoides como la apigenina y la luteolina,
agliconas, alcoholes alifaticos, compuestos terpénicos y derivados del fenilpropano.
En O. vulgare seencontro la presencia de acidos coumérico, ferulico, caféico, r -
hidroxibenzdico y vainillinico. Los &cidos ferulico, caféico, r -hidroxibenzdico y
vainillinico estan presentes en O. onites. Los aceites esenciales de especies de Lippia
contienen limoneno, b -cariofileno, r -cimeno, canfor, linalol, a -pineno y timol, los
cuéles pueden variar de acuerdo al quimiotipo. En extractos metandlicos de hojas de
L. graveolens se han encontrado siete iridoides minoritarios conocidos como
loganina, secologanina, secoxiloganina, dimetilsecologanosido, acido loganico, acido
8-epoganico y carioptosido; y tres iridoides mayoritarios como el &cido
carioptosidico y sus derivados 6’-O-p-coumaroil y 6’-O-cafeoil. También contiene

flavonoides como naringenina y pinocembrina, lapachenol e icterogenina. *’

Origanum vulgare (orégano)
Clasificacion Boténica
Geénero: Origanum

Familia: Labiatae

Clase: Dicotyledones
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Caracteristicas

El orégano es de genero Origanum, de la familia labiatae que en su grupo
encontramos plantas matosas, herbaceas, que tienen origen en los paises
mediterraneos. Su crecimiento es espontaneo en lugares aridos generalmente
soleados aproximadamente hasta 2000 m.s.n.m; es estos lugares se cultiva como
planta aromatica y principalmente por sus granes propiedades terapeuticas'®

Habitat y distribucion

Origanum vulgare es procedente del Mediterrdneo, también hay evidencia de ser
cultivado en los continentes europeos, Asiaticos y América del Sur. El productor mas
grande de orégano es el pais chileno, lo siguen Pert, Bolivia, Argentina. 8

Usos

El orégano se usa como condimento en los alimentos de consumo, pero también tiene
su uso en la elaboracion de farmacos, licores y cosmeticos. Se recomienda utilizar en
decoccion, infusion y preparaciones farmacolégicas como jarabe y esencia. Se
emplea como  excitante, desinfectante, expectorante, antiespasmaodico,
antinflamatorio, diurético, tonico, digestico, estomaquico, vulnerario, emoliente. La
planta entera fresca, machacada, aplicada en cataplasma o compresas, es usada como
resolutiva, para aliviar las inflamaciones de los ganglios y para aliviar las picaduras
de insectos, escorpiones y otros animales ponzofiosos. Sujetadas en la frente calman
el dolor de cabeza. La decoccion de toda la planta se usa como antidiabético,
carminativo y en el tratamiento de la hipertrofia hepatica y la obstruccion pulmonar;

asi como las alergias, erupciones cutaneas y dolor de oido. 8

13



Principios activos y sus propiedades.

Origanum  vulgare  presenta  propiedades  antisépticas, antioxidantes,
antiespasmaodicos, anti fangicas y ante todo sobresale por la gran acciéon de sus
principios activos de carvacrol y también del timol que ofrecen a esta planta

medicinal su poder anti fingico. *’

La accion bioldgica mediante  compuestos a base de timol y carvacrol” actian
atacando la membrana plasmatica de la bacteria, realizando cambios en su estructura,
alterando su funcionamiento, juntamente a ello el timol actla con gran intensidad

inhibiendo la adhesion bacteriana. 8

2.2.4 Nistatina

Es un macroélido poliénico topico anédlogo a la anfotericina B y con un mecanismo de
accion similar a ella, pero con un perfil de toxicidad que impide su administracion

por via parenteral. La nistatina es activa contra la mayoria de las especies Candida. *°
Mecanismo de accion de la Nistatina

La nistatina se une de manera irreversible a los esteroles de membrana presentes en
las species suceptibles de candida. Las moléculas de polienos presentan mayor
afinidad por los esteroles fungicos, incluyendo el ergosterol, que por los esteroles
humanos, lo que permite una toxicidad selectiva relativa. Esta union irreversible
altera la permeabilidad de la membrana y posibilita la salida de componentes
intracelulares esenciales y, como consecuencia, la muerte celular. En bajas
concentraciones la nistatina es fungistatica, mientras que en concentraciones mas

elevadas tiene actividad antifungica. *°
Indicaciones de la Nistatina

La nistatina topica se utiliza para el tratamiento de la candidiasis mucocutanea
producida por Candida Albicans y otras especies suceptibles como C. parapsilosis, C.
Krusei y C. tropicalis. Numerosos estudios han demostrado que los imidazoles

topicos son mas efectivos que la nistatina para el tratamiento de la candidiasis
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vulvovaginal, por lo que la utilizacion de nistatina para el tratamiento de dicha
infeccién ha disminuido en los Gltimos afios. La nistatina no es efectiva contra los

dermatofitos °
Posologia de la Nistatina

Tiene presentacion en polvo, presentacion en crema, en suspension y tabletas. Para
tratar la candidiasis oral usamos el medicamento en 2 formas el de tabletas o

suspension por 5 veces al dia por 2 semanas*®
Riesgos y precauciones del uso de la Nistatina

Los riesgos que se pueden presentar son los mismos que se aplican a todo tipo de
medicamentos topicos. Hay reportes de algunos casos de dermatitis de contacto de
tipo alergia se han presentado cuadros de anafilaxia con la utilizacion de supositorios
vaginales que contenian nistatina, si bien la reaccion se atribuyo a los materiales mas

que a la nistatina. *°

Agar Sabouraud

El agar Sabouraud es un medio de cultivo por sus caracteristicas que presenta es un
enriquecimiento para el uso en hongos y si contiene cllorafenicol u otro
medicamento, se convierte en otro medio de seleccion para los mismos. Este medio
presenta peptonas y una gran concetracion de glucosa que beneficia el aumento y

crecimiento de los hongos frente a las bacterias.?®

I1l.  Hipotesis

El extracto etandlico de Origanum vulgare(orégano) al 100% tiene mayor efecto
antifangico que las concentraciones al 25%, 50%, 75% sobre cepas de Candida
albicans ATCC 10231.
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IV. Metodologia
V. Disefio de la investigacion:

Experimental: porque se basa en la manipulacion de la variable independiente y su
efecto sobre la variable dependiente?*, dando validez experimental a este estudio que
manipulo las concentraciones de Orégano. 2*

Prospectivo: la informacion se va registrando en la medida que va ocurriendo el
fenomeno?*. En el estudio se midieron la variable dependiente cuando se inici6 el
estudio. 24

Transversal: se realizd observaciones en un momento Unico en el tiempo dentro del
estudio?. El estudié midi6 el efecto antibacteriano a las 48 horas. *

Analitico: Es el analisis de los datos adquiridos en el estudio. 2

4.2 Poblacion y muestra:

4.2.1 Poblacion:
La presente investigacion estuvo constituida por cepas de Candida albicans ATCC
10231

4.2.2 Muestra:
10 placas de agar con cepas de Candida albicans ATCC 10231.

Como se trata de un trabajo de procedimiento experimental, se procedié a usar la
formula estadistica para obtener el calculo del total de repeticiones que se va
necesitar para la validez el disefio experimental:

(Zojz + 25)" = 2%
n= 62

Donde: Z_(d/2) = 1.96; que representa un coeficiente de confianza del 95%

Zp = 0.84; representa un coeficiente en la distribucion normal para una potencia de
prueba del 80%

o062 = 0.82 valor asumido por no haber informacion previa completa de estudios

similares.
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Luego Reemplazando: n=10

Con estos datos remplazando la ecuacion propuesta, se determin6é una muestra de 10
observaciones para cada concentracion de extracto etandlico de Origanum
vulgare(orégano)

4.2.3 Criterios de seleccion
4.2.3.1 Criterios de inclusion:

Placas de Candida albicans ATCC 10231

4.2.3.2 Criterios de exclusion:
Placas con halos de inhibicion no claro
Placas de Candida con signos de Contaminacion

Placas de Candida obsoleta de restablecerse en el medio de cultivo.

4.3 Definicion y operacionalizacion de variables
Variable Independiente:

- Extracto etanolico de de Origanum vulgare (orégano)
Variable Dependiente:

Efecto anti fangico de extracto etandlico de Origanum vulgare(orégano) sobre
Candida albicans ATCC 10321
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Tabla de operacionalizacion de variables

candida
albicans

vulgare(oré

gano sobre

del disco

formado alrededor

Variable Definiciones Definicién Indicador \éZnggsri);\ Tipo Esc
indepenediente| conceptuales operacional S de . ala
variab
le
Sustancia Dilucién del extractgExtracto etanodlico Extracto
concentrada queetandlico dela diferentes etanolico
es obtenida aOriganum concentraciones. del
partir  de lavulgare(orégano  en Origanum ordinal
maceracion  del1000ml de etanol de vulgare
extracto orégano. 90° cubriendo las Cualitativo
etandlico hojas y se mantendrd 100%
Origanum en reposo 75%
vulgare 50%
(orégano) 25%
Variable Cuantitativa
dependiente El efecto anti fngico
Es la |Sobre C. albicans de De razon
capacidad para |Origanum
evitar la vulgare(orégano
Efecto anti | reproduccién o estara  determinado
- producir la [luego de medir los
fngico del | - erte de Ia halos de inhibicion
extracto bacteria en |expresados en mm
s condiciones
etanolico experimentales Medida del halg
Origanum de inhibicion  mm
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

4.4.1. Técnica: observacion microbiolégica

4.4.2. Instrumento:

Para medir el efecto antifungico se utilizé un Vernier Digital Marca Mitutoyo —
Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm / 0-6”, por estar
calibrado y validado con ISO de calidad 17025. (Anexo 1)

Ficha de Recoleccion de datos. (Anexo 2)

4.4.3. Procedimientos:

Protocolo de experimentacion

La obtencion del extracto etanolico Origanum vulgare(orégano) se realizo en el
laboratorio de la Universidad Nacional de Trujillo.

De la recoleccion e identificacion taxonomica de la especie vegetal
Se recolecto 3 kg de las hojas de Origanum vulgare (orégano) del distrito de Sinsicap
provincia de Otuzco, region La Libertad. Luego un ejemplar de la especie vegetal se

llevé al Herbarium Truxillense para su identificacion taxonémica (Anexo 03).

De la preparacion de la muestra vegetal de las hojas de orégano

Seleccion: se recolecté las hojas de Origanum vulgare y estas fueron transportadas
al laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional de Trujillo, donde se selecciono las hojas que estén en buenas

condiciones, que no tengan ataques de hongos, ni estén decoloradas y marchitadas. 1*

Lavado y desinfeccién: Se lavd las hojas con agua destilada y luego se desinfecto
con hipoclorito de sodio al 0.5%.
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> Secado: Las hojas fueron colocadas en papel Kraft, que se llevd a secar a la

estufa de circulacion de aire por conveccion forzada (40 °C) por 48 horas.

> Pulverizacién: Las hojas una vez secadas fueron pulverizadas con ayuda de

un mortero. 11

» Tamizaje: Luego las hojas pulverizadas, fueron tamizadas a través del tamiz
N° 0.75.

» Almacenamiento: El polvo de las hojas fueron guardados en un frasco de
vidrio de color &mbar de boca ancha. !

De la preparacion del extracto etanolico de las hojas de Origanum vulgare

— Se pesd con exactitud 250 gr de polvo de Origanum vulgare previamente
tamizadas. Luego se colocaron en un frasco de vidrio de color ambar de boca
ancha, de capacidad de 1 litro y se afiadi6é etanol al 96° G.L. cantidad suficiente
hasta cubrir la muestra por sobre 2 cm de altura. Se mezclaron bien, teniendo en
cuenta que la mezcla debe ocupar como maximo las % partes del recipiente. Se
tapd el recipiente y se macero por 7 dias, agitandose 15 minutos, dos veces al
dia. ** (Anexo 04)

Analisis microbiol6gico

Para concretar el analisis de la actividad antifungica fue el método Kirby-Bauer, el

procedimiento fue emplear discos de papel filtro de 6 mm , impregnados con:

20



Extracto etandlico de Origanum vulgare (Orégano) al 25, 50, 75y 100% , Como

control positivo se utilizd: Nistatina . *2

Preparacion del inoculo de Candida albicans

Se prepard los in6culos tomando con un asa de Kohle, bajo condiciones estériles, una
de las colonias de cada cepa reactivada de Candida albicans para luego suspenderla
en 5 mL de solucién salina fisiolégica 0,9 % en un tubo de ensayo hasta llegar a una
concentracion equivalente con una densidad Optica del tubo N° 0,5 del nefelé metro
de la escala de McFarland. *2

Colocacion de los discos

Se utiliz6 la jeringa de tuberculina estéril y se procedio a la colocacion de los
discos en las diferentes placas, depositando 6 discos por placa y 10 repeticiones por

cada concentracion del extracto.

Siguiendo con el procedimiento se voltearon las placas y se incubaron a una
temperatura de 37 por un tiempo determinado de 24 horas, el desarrollo de todo el
procedimiento se realizé dentro del perimetro de 10 centimetros de la llama del

mechero.

Siembra de las muestras

Para realizar la siembra se procedio al uso del método kirby Bauer, para el medio de
cultivo y mantenimiento del hongo se us6 agar sabouraud. Se procedio a la siembra
mediante la diseminacion con un hisopo de procedencia estéril, se dejo 15 minutos

para el secado en las placas.

Se obtuvo un total de 10 placas 2liene con las cepas de Candida albicans. Se

procedi6 a rotular cada una con un plumén indeleble a cada placa los cuales

21



correspondieron al de extracto de extracto etandlico origanum vulgare (orégano) a

concentraciones de concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%. Control positivo.
12

Medicién de los halos

Para la lectura de resultado fue después de 48 horas, por inspeccién visual de cada
placa, procediendo al registro en milimetros que presentaron los halos de inhibicion
del crecimiento de las cepas de Candida albicans

Para obtener la medida se usd un calibrador en milimetros vernier digital, midiendo
los halos de inhibicion de todas las concentraciones, incluyendo el perimetro de area
del papel filtro. Se considero susceptible la medida mayor a 8 mm (presenta efecto

antifungico) *

4.5 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. Se contd con el apoyo de una hoja de calculo de Microsoft Excel y el

programa estadistica v10

La solucion del extracto fue comparada con el control positivo, para el efecto
antifungico en las colonias de Candida albicans empleando la prueba de ANOVA y
DUNCAN para comparacion de los grupos experimentales y control, La

significancia estadistica fue considerada si p<0.05.

22



4.6 Matriz de consistencia

Problema Objetivos Hipdtesis | Metodologia | Poblacion
Problema Objetivo General: Poblacion:
general:

Comparar el efecto anti fungico de E| extracto o
cuatro concentraciones de extracto etandlico de | Disefodela | La  presente
etan6lico Origanum vulgare(orégano) | Origanum | investigacio | Mvestigacion
;Cualesel | Sobre cepas de Candida albicans Vulg;;\rel(ore N estuvo
, iR ano) a . T
fanaico del . por placas de
ungico de mayor experimental,
eta_nc‘)lico del Objetivos Especificos: antifl]ngico prospectivo, Cepas- de
Origanum | oo minar el efecto anti fungico del | que las transversal y Car_ldlda
vulgare(oreg i q . otras 3 . albicans
ano)sobre extracto etandlico de Origanum | analitico
; . concentraci ATCC 10231
Candida vulgare(orégano) al 25 % sobre ones sobre
albicans Candida albicans ATCC 10231. cepas de Muestra:
ATCC : o Candida
102317 Determinar el efecto anti fungico del albicans
extracto  etandlico de Origanum | ATcC 100 pL de
vulgare(orégano) al 50 % sobre | 10231. una
Candida albicans ATCC 10231. Suspension
Nivel d bacteriana
Determinar el efecto anti fungico del et de obtenida a
extracto  etandlico de Origanum investigacio | partir de la
, cepa de
vulgare(orégano) al 75 % sobre n: Candida
Candida albicans ATCC 10231. albicans
Explicativo. | ATCC 10231.

Determinar el efecto anti fungico del
extracto etandlico de Origanum
vulgare(orégano) al 100 % sobre
Candida albicans ATCC 10231.

Comparara el efecto anti fungico del
extracto etanolico de origanum vulgare
(orégano) vy la nistatina sobre Candida
albicans ATCC 10231.
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4.7 Principios éticos

El presente estudio de investigacion es un estudio in vitro que se realiza en placas de
Petri, los cultivos micéticos utilizados en la investigacion fueron inactivados en

autoclave antes de ser eliminados como residuos biocontaminados.

Este estudio de investigacién se fundament6 en el codigo de ética de la Universidad
Catdlica Los Angeles de Chimbote, ademas al finalizar el estudio las placas Petri
fueron expuestas a 121° C y 1 Bar de presion en autoclave. A fin de desechar el
material bioldgico contaminado aplicando las normas de manejo de desechos

hospitalarios.
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V. Resultados

5.1 Resultados

Tabla 1

Comparacion de valores individuales del Tamafio de los halos de inhibicion (en
mm) segun grupo de tratamiento de extracto etanolico de Origanum vulgare
(orégano) sobre sepas de Candida albicans ATCC 10231

Grupos de tratamiento
Ensayos Orégano 25% Orgg%no Orégano 75%  Orégano 100% Nistatina

1° 8 mm 18.5 mm 19 mm 23.7 mm 13.7 mm
2° 8.5 mm 18 mm 19.4 mm 224 mm 13.7 mm
3° 8.7 mm 17 mm 22.6 mm 24.2 mm 13.7 mm
4° 9.4 mm 17.6 mm 24 mm 23 mm 13.7mm
5° 122 mm 16.4 mm 18.7 mm 22.8 mm 13.7mm
6° 10.6 mm 18.7 mm 18 mm 24 mm 13.7mm
7° 10 mm 18 mm 21.3 mm 23 mm 13.7mm
8° 11.7mm 19 mm 20 mm 21.7mm 13.7mm
9 9.7 mm 18.6 mm 21 mm 224 13.7mm
10° 10.4 mm 17.3 mm 23 mm 21.3 mm 13.7mm
PN: (sig) 0.24 0.3 0.5 0.2 0.0

Fuente: datos proporcionados por el investigador.

INTERPRETACION:

Segun la medicion de halo de inhibicidn en las diferentes concentraciones de extracto y grupo control,
Su efecto inhibitorio fue aumentando conforme aumentd su concentracion de extracto etanolico.
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Tabla 2

Comparacion del efecto anti fingico de cuatro concentraciones de extracto etandlico
de Origanum vulgare (orégano) y grupo control sobre cepas de Candida albicans

ATCC 10231 .
Grupos de tratamiento N Promedio Desv. Estandar
25% 10 9.9 1.36 0.0000
Extracto
etanélico de 50% 10 17.9 0.83
Origanum
vulgare
75% 10 20.7 2.02
100% 10 22.9 0.95
Nistatina 10 13.7 0.0

Fuente: datos proporcionados por el investigador.

INTERPRETACION:

Aplicando el test de Anova se encontro diferencias significativas entre los cuatro grupos de

tratamiento (p=0.000<0.05). La actividad antifungica de las sustancias experimentales frente

a la cepa Candida albicans ATCC 10231 se expresé de esta manera; De la concentracién

25% del extracto etanolico del Origanum vulgare el promedio de halo de inhibicién ante la

Candida albicans fue 9.9, de la concentracion al 50% el promedio del halo fue 17.9, de la

concentracion al 75% el promedio del halo fue 20.7 y de la concentracion al 100% fue 22.9.



Tabla 3

Comparacion del efecto anti fingico de cuatro concentraciones de extracto etandlico de Origanum
vulgare (orégano) y grupo control sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231 segun grupo de

tratamiento
Subconjunto para a= 0.05
Grupos de Tratamiento
n 1 2 3 4 5
Extrac. Etan. Origanum vulgare al 25% 10 9.9
Control (Nistatina) 10 13.7
Extrac. Etan. Origanum vulgare al 50% 10 17.9
Extrac. Etan. Origanum vulgare al 75% 10 20.7
Extrac. Etan. Origanum vulgare al 100% 10 229

Fuente: datos proporcionados por el investigador.

INTERPRETACION

Al aplicar el test de Duncan se encontr6 que cada concentracion tiene un efecto diferente y

son mas efectivos que grupo control. Se formaron sub grupos incluyendo el control positivo

Nistatina (p<0.05).
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5.2 Analisis de resultados

En la Gltima década se investigan numerosas plantas con la finalidad de encontrar en
ellas, compuestos antifungicos el Origanum vulgare (Orégano) es una planta que se
utiliza en la medicina tradicional por sus multiples propiedades. En la presente
investigacion de tipo experimental in vitro se compard el efecto antifungico del
extracto etanolico de Origanum Vulgare (Orégano) en cuatro concentraciones (25%,
50%, 75% y 100%) con el control positivo Nistatina, frente a cepas de Candida
albicans (ATCC 20231). Con respecto a los halos de inhibicion se logro obtener una
media de 9,9 mm al 25%, 10,82 al 50%, 17,9 mm al 75%, 20.7mm y al 100%, 22,9
mm, como se puede observar dicha sensibilidad se obtiene de forma ascendente

segun las concentraciones administradas.

En la tabla 2 se observa que los halos de inhibicion de las diferentes concentraciones
50%, 75%, y 100% superan el efecto de la nistatina. Esto denota un potencial del
orégano que surge como alternativa a los medicamentos sintéticos que se usa. Estos
resultados obtenidos problablemente estan asociados al carvacol que pueden

influenciar para generar su poder antiflingico en gran concentracién. **

La evidencia cientifica encontrada en el presente estudio, demuestra que la Candida
albicans es susceptible a la accion antifungica del extracto etanolico del Origamun
vulgare a medida que aumenta la concentracion se obtiene un promedio mayor de
halos de inhibicién. La concentracion al 100% demostré la actividad antifungica mas
eficaz contra Candida albicans. Concuerda con Colpa M,(2016)° que evalud el
efecto inhibidor del extracto etanolico de Origanum vulgare en comparacion a la
Nistatina frente a cepas de Candida albicans con las concentraciones (25%, 50%,
75% vy 100), el presente estudio se hizo evidente la gran actividad antifingica que
presenta el extracto de orégano al 100%, Sin embargo en este porcentaje tiene mayor
efecto toxico, por ello se sugiere realizar estudios de citotoxicidad en esta

concentracion.
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Segln nos menciona Maravi G (2012)* en su estudio sobre el efecto antifiingico
producido por el extracto etanolico de Origanum vulgare evaluando sus efectos sobre
Candida albicans al 50% y 100%, utilizo el método de arrastre por vapor de agua y

dieron como resultado que en la concentracion de 50 % mostrd un promedio de halos
de 23,67 mm, al 100 %, de 56,25 mm; de esta manera sus resultado mostraron
diferencias con los del presente estudio concluyendo que tuvieron mayor efecto

antifungico en las mismas concentraciones.

Los resultados obtenidos en este estudio se asemejan a los obtenidos en los estudios
anteriores de Chamba® y Quintanilla J’, donde evaluaron el efecto antifungico frente
a cepas de Candida albicans. Se obtuvo por medio de la técnica de arrastre a vapor
en diferentes concentraciones, demostrando a traves de sus halos de inhibicion ser
efectivo para inhibir el crecimiento de Candida albicans , dicho efecto antimicotico
se le atribuye a la planta ya que dentro de sus componentes quimicos se
encuentra timol y carvacrol, los cuales segun la investigacion mencionada son

los responsables de la actividad antifungica.

Hay resultados contradictorios con Paredes? y Villavicencio® quienes en sus estudios
obtuvieron resultados diferentes en sus halos e inhibicion, pudiéndose deber a las
variaciones metodologicas y de los materiales empleados, sefialando que puede
deberse a diversos factores como la técnica de valoracion, medio de crecimiento,
microorganismos empleados y la composicidon quimica de los extractos. Esto también
se deberia a las condiciones del lugar donde la planta se desarrolld, como el suelo,

clima, altura generando alteraciones en su composicion.

Asimismo, mencionamos que los diferentes experimentos in vitro tienen ciertas
limitaciones a su posible eficacia in vivo, los resultados presentados en este estudio
requieren atencion respecto a su efecto citotoxico de los extractos etanolicos. Por ello
se incentiva a realizar mas investigaciones futuras para evaluar efectos citotoxicos
del extracto etandlico de Origanum vulgare (Orégano) y a la vez, se sugiere hallar

una concentracion minima inhibitoria ideal para cada extracto estudiado.
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VI. Conclusiones

El extracto etandlico de Origanum vulgare al 100% presentdé el mayor efecto
antifungico frente a cepas de Candida albicans ATCC 10231.

El extracto etandlico de Origanum vulgare tiene efecto antifingico en las
concentraciones 25%, 50%, 75% y 100% sobre la cepa de Candida albicans ATCC
10231.

Aspectos complementarios

1. Realizar estudios in vitro sobre el efecto antiflngico del extracto etandlico de
Origanum vulgare (orégano) en otras bacterias patogenas presentes en la

cavidad bucal y tener otra alternativa en los tratamientos odontologicos

2. Realizar estudios microbiolégicos de diferentes productos naturales que

hayan demostrado efecto antifingico y que se podria utilizar en

odontologia.
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ANEXOS



Anexo 1

Vernier digital marca Mitutoyo, Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper

0-150mm / 0-6”, por estar calibrado y validado con I1SO de calidad 17025

-
i‘;%iu-r%ﬁ N \

Fuente: http://www.valiometro.pe
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Anexo 2

Ficha de Recoleccion de Datos

ensayos

Efecto Antifangico en (mm)

Extracto de Orégano en %

25%

50%

75%

100%

Control

10
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Anexo 03

Constancia de determinacién taxondmica
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Anexo 4
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PROMEDIOS (MM)

ANEXO 6

Grafico 1

Grafico N° 1 efecto antifungico del extracto etanolico del origamun vulgare

sobre candida albicans en las diferentes concentraciones.

25

20
17,91

22,85
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Extracto etanolico del Extracto etanolico del Extracto etanolico del Extracto etanolicodel  Control(nistanina)
Origamun al 25% Origamun al 50% Origamun al 75% Origamun al 100%

TRATAMIENTOs

Fuente: datos proporcionados por el investigador.
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ELABORACION DEL EXTRACTO

Recoleccion de la planta

El orégano fue traido desde el distrito de
Sinsicap provincia de Otuzco, region

La Libertad 3 kilogramos.

Lavado de la planta

Se lavo las hojas con agua destilada
y luego se desinfectaron

con hipoclorito de sodio al 0.5%.

Secado

Se procedio a separar las hojas del tallo, asi mismo
Las hojas son colocadas en papeles Kraft,

y se llevaron a secar a una estufa de circulacion

de aire por conveccion forzada (40 °C) por 48 horas.
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Pulverizacion
Las hojas una vez secadas fueron

pulverizadas con ayuda de un mortero.

Tamizaje: las hojas pulverizadas, fueron

tamizadas a través del tamiz N° 0.75

Preparacion del extracto etanolico

Se pesaron 250 gr de polvo de hoja

de Origanum vulgare previamente tamizadas
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Se afadio etanol al 96° 2.5 Its. cantidad suficiente
hasta cubrir la muestra por sobre 2 cm de altura

del recipiente.

Filtrado

Se procedi6 a realizar el filtrado
colocando discos de papel filtro tipo whatman
# 3, se usaron 5 discos durante todo

el filtrado del extracto

Deposito del extracto

El extracto etandlico en las diferentes concentraciones al 25%, 50%,75%, 100%
en frascos de vidrio de color ambar, etiquetados con la descripcion de cada
concentracion que contienen.
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Enfrentamiento microbiano
Sembrado de placas y difusion en agar

Se empleo discos de papel filtro de 6mm de didmetro, los cuales fueron impregnados
con: Extracto etanolico de Origanum vulgare (Orégano) al 25, 50, 75y 100% ,

Como control positivo se utiliz6: Nistatina .

Utilizando una jeringa de tuberculina estéril se colocaron los discos en las placas,
siendo 12 discos por placa y 10 repeticiones por cada porcentaje concentrado del

extracto y un disco para el control con nistatina.

Medicion de los halos

Se procedi6 a la realizacién de una ficha para registrar los datos de los halos
formados en los cultivos. Actividad realizada de forma manual y visual con la ayuda
de una regla milimetrica. La lectura consistio en medir los halos de inhibicion
alrededor del disco, siendo esta zona directamente proporcional a la actividad de las
diferentes concentraciones del extracto.
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Halo formado por el orégano Halo formado por el orégano Halo formado por el orégano
al “25%”. al “50%”. al “75%”.

[ Halo formado por el orégano al “100%”. ] Halo formado por el orégano y el control-
nistatina
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