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Resumen

El proposito de este trabajo de investigacion fue determinar el efecto antimicético del aceite
esencial de Origanum vulgare sobre Candida albicans. El estudio fue de disefio experimental,
longitudinal, prospectivo. Este analisis se realiz6 en 11 placas Petri con Candida albicans y con
discos embebidos en aceite esencial de orégano en concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100%
evaluados en 24h, 48h y 72h; ademds de la medicion de los respectivos halos de inhibiciéon en
milimetros.

Se encontré que los niveles de eficacia antimicotica de los halos de inhibicion de las
concentraciones de 25%: (promedio: 7,74mm); 50% (promedio: 14,08mm); 75% (promedio:
21,36mm) y 100%: (promedio: 27,99mm) fueron las mayores medias alcanzadas en 72 horas.
Estos resultados fueron los mayores en las horas anteriormente descritas.

El promedio del halo de inhibicion de la Nistatina fue el mas bajo en todas las horas, excepto a
las 48 horas donde se encontr6 que fue mayor al del Origanum vulgare al 25% (12,84mm).

Se concluye que el aceite esencial de orégano presenta un efecto inhibitorio antimicdtico

significativo sobre candida albicans.

Palabras clave: origanum vulgare, candida albicans, antifingicos, nistatina.



Abstract

The purpose of this research work was to determine the antifungal effect of Origanum vulgare
essential oil on Candida albicans. The study was of an experimental, longitudinal, prospective
design. This analysis was performed in 11 Petri dishes with Candida albicans and with discs
soaked in oregano essential oil in concentrations of 25%, 50%, 75% and 100% evaluated in 24h,
48h and 72h; addition to the measurement of the respective inhibition halos in millimeters. It
was found that the levels of antifungal efficacy of the inhibition halos concentrations of 25%:
(average: 7.74mm); 50% (average: 14.08mm); 75% (average: 21.36mm) and 100%: (average:
27.99mm) were the highest averages achieved in 72 hours.

These results were the highest in the hours previously described.

The average inhibition halo of Nystatin was the lowest in all hours, except at 48 hours, where it
was found to be greater than that of Origanum vulgare at 25% (12.84mm).

It is concluded that oregano essential oil has a significant antifungal inhibitory effect on candida

albicans.

Keywords: origanum vulgare, candida albicans, antifungal, nystatin.
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Introduccion

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto antimicdtico del aceite esencial de
Origanum vulgare sobre Candida albicans. Para lograrlo, se disefio un estudio cuantitativo,
experimental, transversal y prospectivo. En el informe final de tesis se presentan los siguientes

capitulos:

CAPITULO I: EL PROBLEMA: Se realizo el planteamiento del problema, donde se describi6
la realidad problematica, ademas de los problemas y objetivos de la investigacion. Ademas, se
elaboré la justificacion del estudio, asi como las limitaciones. CAPITULO II: MARCO

TEORICO: Describe los antecedentes y las bases tedricas del tema de estudio.

CAPITULO III: METODOLOGIA: Se formula la metodologia en donde se describe el tipo de
estudio, el diseflo, variables, muestra, asi como la técnica de recoleccion de datos, la elaboracion
de ficha de recoleccion de |datos, procedimientos a seguir desde el inicio hasta la ejecucion,

aplicacion de técnicas estadisticas y aspectos éticos.

CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION: Se detallan los resultados mediante el
analisis descriptivo, posteriormente se realizé la discusion donde se contrastd los resultados
encontrados con las investigaciones previas. Por tltimo, CAPITULO V: CONCLUSIONES Y

RECOMENDACIONES: Se desarrollaron las conclusiones y recomendaciones.
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CAPITULO I. EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del Problema

El género Candida es el que se presenta de manera mas frecuente y estd intimamente asociado
en afecciones fingicas en personas enfermas, este microorganismo ingresa a nuestro organismo
por contacto con piel, sangre, entre otros (1). Este patogeno, es un huésped comun de la cavidad
bucal, sin embargo, se convierte en un problema para la salud bucal de la persona ya que puede
aparecer como patogeno oportunista cuando la inmunidad de la persona se encuentre por debajo
de lo normal, ocasionando afecciones a nivel de toda la cavidad oral involucrando a estructuras
vecinas (2). En la actualidad se sabe que las afecciones en la mucosa oral ocasionada por hongos
serian constantes en pacientes inmunosuprimidos e incluso en pacientes que estén llevando
tratamiento con antibidticos de larga duracion (3). Otra problemadtica que ocurre con la Candida
es la frecuencia de esta en personas que usan protesis dental, los cuales tienen un alto riesgo a
contaminarse por candida albicans, ya que mantienen la protesis por mucho tiempo e incluso
por tener una mala higiene, llevando a una posterior contaminacion de los tejidos adyacentes
(4). Por ultimo, la incidencia de la candidiasis incrementa conforme la edad aumente y se llega
a ser adulto mayor en donde se ve el mayor numero de casos ya que existen factores de riesgo
como xerostomia, uso de proétesis, uso de multiples farmacos por un tiempo prolongado, entre
otros (5).

Por otro lado los medicamentos son vinculados a un modelo de salud industrializado, mientras
que las plantas de origen natural-medicinal, siguiendo la tradicion, estdn ligadas a un
pensamiento distinto del ser humano por formar parte de la misma naturaleza; del entorno y
medio ambiente que lo rodea el cual puede conceder buenos resultados con sustancias naturales

manteniendo la relacion de la persona con su medio ambiente y recorddndonos que la diversidad
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biologica también puede aportar en la salud publica (6). Existen plantas que estan siendo
analizadas para anadirse en el proceso de formulacion de farmacos, ya que poseen componentes
que al combinarse con farmacos da como resultado una mejor concentracion y efectividad, en
el area de la salud oral, asi tenemos: enjuagatorios orales, geles topicos y pastas dentales (7).
Actualmente se necesita hacer mas investigaciones con este tipo de plantas para innovar
sustancias que tengan efectos en el tratamiento ante una patologia oral. Por lo expuesto
anteriormente, este estudio tendra como finalidad determinar la efectividad antimicoética del
aceite esencial de orégano al 100% de concentracion sobre Candida albicans; que interviene de
manera directa en el crecimiento de este microorganismo, pero aun no existe la suficiente
evidencia en relacion a la cantidad a ser utilizada, tampoco existe una adecuada evidencia de
como poder integrarlo en productos odontoldgicos que sirvan como tratamiento para afecciones
por Candida Albicans (8).

Por estas razones se debe analizar y de acuerdo a los resultados utilizar sustancias naturales en
base a orégano, el cual ha sido empleado en nuestra cultura desde hace muchos afios,
principalmente en la prevencion y tratamiento de patologias orales, minimizando las reacciones

adversas que pueden producir los medicamentos antifingicos.
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1.2

1.2.1

1.2.2

1.3

1.3.1

1.3.2

Formulacion del Problema
Problema general

(El aceite esencial de Origanum vulgare tiene efecto antimicético sobre Candida
Albicans?
Problemas Especificos

(El aceite esencial de Origanum vulgare al 25 % de concentracion tiene efecto
antimicotico sobre Candida Albicans?

(El aceite esencial de Origanum vulgare al 50 % de concentracion tiene efecto
antimicotico sobre Candida Albicans?

(El aceite esencial de Origanum vulgare al 75 % de concentracion tiene efecto
antimicotico sobre Candida Albicans?
(El aceite esencial de Origanum vulgare al 100 % de concentracion tiene efecto

antimicotico sobre Candida Albicans?

Objetivos de la investigacion

Objetivo General

Determinar el efecto antimicotico del aceite esencial de Origanum vulgare sobre
Candida albicans.

Objetivos Especificos

Determinar el efecto antimicético del aceite esencial de Origanum vulgare al 25% de
concentracion sobre Candida albicans.

Determinar el efecto antimicético del aceite esencial de Origanum vulgare al 50% de

concentracion sobre Candida albicans.
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» Determinar el efecto antimicotico del aceite esencial de Origanum vulgare al 75% de
concentracion sobre Candida albicans.
» Determinar el efecto antimicotico del aceite esencial de Origanum vulgare al 100% de

concentracion sobre Candida albicans.

1.4  Justificacion de la investigacion

1.4.1 Teorica

Diversos autores han indicado el impacto que tienen los estudios con aceites esenciales de
plantas; dandose asi estudios del orégano, comprobandose que el aceite esencial tiene
componentes que ayudan y tienen un efecto de inhibicion al crecimiento de microorganismos.
1.4.2 Metodologica

El estudio esta sustentado en antecedentes y se cuenta con una estructura calificada, asi como
una adecuada ficha de recoleccion de datos y todos los elementos para poder realizar la
investigacion.

1.4.3. Practica

El presente estudio tiene vital importancia ya que sera de gran aporte a la comunidad cientifica
determinar el potencial antifingico que tiene este tipo de plantas para ser posteriormente
alternativa en el tratamiento de micosis orales, la relevancia también estd dada por el estudio de
las propiedades en plantas aplicados en el ambito de la salud, siendo estas propiedades aun no
estudiadas a profundidad, por lo tanto hay una prioridad en realizar investigaciones que tienen
que ver directamente con las caracteristicas y beneficios de los distintos recursos naturales. Por
tal motivo, es importante el andlisis de estos elementos naturales para desarrollar sustancias que
mantengan un buen estado de salud oral frente a estos patdgenos, haciendo diversos ensayos,

pero bajo un sustento de caracter cientifico. De igual manera estos resultados ayudaran a otros
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investigadores a que sigan realizando mas ensayos en cuanto a las propiedades de ciertas plantas

y quedard como antecedente para que sigan estudiando sus propiedades con mayor profundidad.

1.5 Limitaciones de la investigacion

1.5.1 Temporal

Esta investigacion tuvo algunas limitaciones por la coyuntura que estamos pasando
mundialmente por el Covid19.

1.5.2 Espacio

Hubo dificultades para conseguir laboratorio, ya que estos debian de implementar un protocolo
de ingreso para la bioseguridad de todas las personas; sin embargo, este trabajo de investigacion
se realizé en el laboratorio Scientific Quality, ubicado en el distrito de San Miguel.

También se presentaron dificultades para realizar el arrastre a vapor del aceite de orégano, ya
que los laboratorios de bioquimica no estan funcionando; asi que se tuvo que comprar el aceite
de orégano y este cuenta con su registro sanitario para la presente investigacion.

1.5.3 Recursos

Esta investigacion se asumio con recursos propios por parte del investigador, aunque al inicio
se dificultd encontrar laboratorio microbiologico por toda la coyuntura que mundialmente se

estd pasando; sin embargo, se llegd a buenos resultados.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Valverde, (2017) en su investigacion tuvo como objetivo “Identificar la efectividad
antimicotica de los aceites esenciales de Orégano de las provincias de Chimborazo y Santa Elena
al 100% de concentracion sobre Candida albicans”. El estudio fue de tipo experimental y
longitudinal, se obtuvo el aceite esencial de la planta de orégano al 100% de concentracidon por
medio del método con vapor de agua y se tuvo como sustancia control a la nistatina. La
inoculacion de la levadura se realizé con 0,5 en la escala McFarland, para luego ser insertadas
en recipientes estériles, para afiadirse 50 ml de agua destilada, ademas 0,3 y 0.5ml de aceite
esencial. Para evaluar la efectividad de dicho aceite sobre Candida albicans se procedié a
realizar el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC) con el método de la camara de
Neubauer, divididos en cuatro tiempos. Teniendo como resultado que los dos aceites esenciales
de ambas provincias mostraron diferencias significativas, ya que el nivel de significancia fue de
(p=0.000) siendo inferior a 0,05; sobre las levaduras en comparacioén con nistatina siendo las
medias del grupo control de nistatina 5.248, del grupo experimental, para aceite esencial
orégano de Chimborazo 3.414 y aceite esencial orégano de Santa elena 3.751. Se concluye que
los aceites esenciales tuvieron un efecto antifiingico frente a Candida albicans a comparacion

de la nistatina (7).

Colpa, (2016) en su investigacion tuvo como objetivo “Determinar el efecto inhibidor del aceite
esencial de Origanum vulgare y Mentha piperita en comparacion a la nistatina frente a cepas de
Candida albicans”. La investigacion fue experimental, explicativo y longitudinal , se trabajaron
80 placas Petri con un tipo de Agar Sabouraud procediendo a incorporar las colonias de Candida

albicans; posteriormente se procedi6 a trabajar en dos partes donde se integraban 40 placas con
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Origanum vulgare y 40 con Mentha piperita, colocandose en las concentraciones indicadas
(25%, 50%, 75% y 100), ademas de tener un control negativo (agua destilada) y un control de
tipo positivo como la nistatina, teniendo seis muestras por placa; estas estuvieron a una
temperatura de 37°C para posteriormente medir los halos de inhibicidon en una escala de tiempo
de 24 y 48 horas. Para la comparacion se utilizo la prueba estadistica de analisis comparativo de
medias, dando los siguientes resultados, el halo de inhibicion para el origanum vulgare fue de
45.73mm y 46.35mm a las 24 y 48 horas respectivamente, teniendo superioridad a nivel de la
Nistatina la cual marco un didmetro de 17.83mm y 18.20mm respectivamente; y con la Mentha
piperita de 18.85mm y 19.88mm. Para comparar los tres grupos se procedi6 a trabajar con el
andlisis estadistico de U de Mann de Whitney teniendo diferencias estadisticamente
significativas en el total de comparaciones de las diferentes concentraciones (p=0.000) a las 24
y 48 horas, excepto en el grupo de Menta piperita al 100% de concentracion con el grupo de
Nistatina donde el (p=0.24), teniendo diferencias estadisticamente significativas en su mayoria
de concentraciones. Como conclusion el efecto inhibitorio del Origanum vulgare (Orégano) fue
superior al de la Nistatina (control) en absolutamente todas las concentraciones en las distintas
horas, ya que su efecto inhibitorio mostraba superioridad conforme se elevaba la concentracion.
Por otro lado, la Menta piperita (Menta) no obtuvo muy buenos resultados y se demostré que
tienen un menor efecto inhibitorio que la Nistatina, a pesar de que su concentracion iba

elevandose (8).

Garcia, (2018) en su investigacion tuvo como objetivo “Comparar el efecto antifungico de
cuatro concentraciones de extracto etandlico de Origanum vulgare sobre cepas de Candida
albicans ATCC 10231”. El estudio fue de tipo longitudinal y experimental, se evalu6 la actividad

antifiingica y para ello se uso el método Kirby-Bauer, procediendo a la activacion de la cepa 'y
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al preparado del inoculo con un nivel de turbidez de 0,5 en la escala McFarland, el proceso de
sembrado se hizo en 10 cajas Petri usando un tipo Dextrosa Sabouraud con una temperatura de
37°C, posteriormente se introdujo los discos embebidos de las distintas concentraciones del
extracto (25%,50%,75%,100%), ademas de la nistatina como sustancia control; para el analisis
de diferencias de medias las diversas concentraciones resultaron con un promedio de halo de
inhibicion 9.9mm, 17.9mm, 20.7mm, 22.9mm de acuerdo al orden ascendente de concentracion.
Se procedi6 a distribuir los valores en tablas para comparar los halos de inhibicioén usando la
prueba Shapiro Wilk. Como conclusion se encontrd que el aceite etandlico de origanum vulgare

al 100% obtuvo el mayor efecto antimicotico frente a candida (9).

Villavicencio, (2017) en su investigacion tuvo como objetivo “Evaluar el efecto antimicético in
vitro del aceite esencial del orégano (Origanum vulgare) en cepas de Candida albicans
procedentes de la Estomatitis Sub Protésica (ESP); como alternativo farmacologico para la
prevencion y tratamiento de la ESP”. El estudio fue de tipo experimental, explicativo y
longitudinal, en primer lugar, se procedid a recolectar los diferentes tipos de orégano:
“Origanum x intercedens (chinito), Origanum x majoricum (nigra), Origanum vulgare L (Jauja)
y Origanum vulgare L (Tacna). Se utilizo el cultivo agar a través del método de difusion
comparandose con miconazol (gel oral 20 mg/g) y clorhexidina (0,12%). Los aceites esenciales
de orégano de los cuatro subtipos evaluados dieron como resultado un efecto antifiingico en sus
distintas concentraciones, y mostraron diferencias significativas frente al miconazol y
clorhexidina, se muestra que existen diferencias entre las diversas concentraciones del
Origanum x vulgare L (Tacna) frente a clorhexidina y miconazol en cepa de Candida albicans,
mediante la prueba H de Kruskal-Wallis se determina que existe diferencia estadisticamente

significativa (p=0.001, chi2=23.31), con referencia a Origanum x intercedens (chinito) frente a
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clorhexidina y miconazol en cepa de Candida albicans, se determina que las diferencias son
estadisticamente significativas (p=0.001, chi2=36.36), con referencia al Origanum X majoricum
(Nigra) frente a clorhexidina y miconazol en cepa de Candida albicans, también se determina
que existe diferencia estadisticamente significativa (p=0.001, chi2=36.36)", referente al
Origanum x vulgare L (Jauja) comparado con clorhexidina y miconazol, se determina que existe
diferencia significativas (p=0.001, chi2=38.15)”. Como conclusion se determina que el aceite
esencial de Origanum vulgare tiene buenos resultados y es una buena opcion farmacologica para
tratar la Estomatitis Sub Protésica, sin embargo, los efectos del miconazol tienen mucho mayor

efecto sobre Candida albicans (10).

Durando et al., (2020) en su investigacion tuvo como objetivo “Comparar el efecto in vitro del
aceite esencial de Eucalyptus globulus con el aceite esencial de Origanum vulgare sobre el
crecimiento de Candida albicans aislada de paciente con candidiasis vulvovaginal. El estudio
fue experimental y seglin el nimero de mediciones fue longitudinal, se obtuvo muestras de
Candida albicans tomada de personas que presentaron candidiasis vulvovaginal. La actividad
antifingica se evalué mediante la técnica Kirby y Bauer; la concentracion inhibitoria minima
(CIM) y la concentraciéon minima fungicida (CMF) por medio del conteo de las unidades
formadoras de colonias (UFC). Encontrandose como resultado que la diferencia de las medias
entre los didmetros de los halos de inhibicion de las concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100%
del aceite esencial de Eucalyptus globulus y del aceite esencial de Origanum vulgare es
significativa, ya que (p =.0000), con lo cual se demuestra que el aceite de Eucalyptus presento
menor efecto inhibitorio que el aceite de Origanum. También se encontr6é que la Concentracion
minima inhibitoria del Eucalyptus globulus corresponde a un 50% y del Origanum vulgare fue

de 25%, donde ademads se vio ausencia de turbidez. Ademads, se encontrd que solo el aceite
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esencial de Origanum vulgare llego a tener una concentracion minima fungicida al llegar a un
75% present6 a partir de la concentracion 75% (UFC = 0)”. Como conclusion el aceite esencial
de origanum vulgare presento mejores efectos inhibitorios que el aceite esencial de eucaliptus
globulus frente a Candida albicans tomada de personas con candidiasis vulvovaginal en

condiciones in vitro (11).

Quintanilla, (2016) en su investigacion tuvo como objetivo “Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto de aceite de orégano, carvacrol, sobre cepas de Candida
albicans”. El estudio fue de disefio experimental, corte longitudinal y prospectivo. Se procedid
a la preparacion del extracto de aceite de orégano, carvacrol, al 0,1 %, usando la técnica de
Kirby Bauer y el estudio de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI). Para el estudio se evalu6
el extracto de aceite de orégano en base a cuatro distintas concentraciones; ademas se tomo al
fluconazol como sustancia control, para posteriormente realizar diez muestras en cada caso.
Segun los resultados se encontré6 que existe diferencia significativa entre la actividad
antimicotica de las distintas concentraciones sobre la presencia de Candida albicans (P <0.05)
siendo sensible comparando los halos de inhibicion mediante la escala de Duraffourd, para el
aceite de carvacrol al 25 % se obtuvo una media de 8.43mm , para la concentracioén del 50% se
obtuvo una media de 11.84mm, para la concentracion del 75% una media de 13.67mm y para
la concentracion del 100% una media de 21.91mm. La CMI para la accién antifungica fue de
100%, (1000 mg/ml). Como conclusién se encontré que el carvacrol, como extracto de aceite
de orégano, si tiene buen efecto inhibitorio in vitro contra Candida albicans, siendo su mayor
efecto al 100% (12).

Loépez, et al., (2018) “Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto inhibitorio de tres

emulsiones distintas con aceite esencial de orégano mexicano, Lippia graveolens, contra el
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patdgeno oportunista Candida albicans. El estudio fue de tipo experimental, longitudinal. Se
hizo el estudio del efecto antifungico de tres emulsiones distintas mediante la técnica de discos.
La preparacion de las emulsiones consistio en una fase oleosa al 10% formada por aceite de
Lippia graveolens y aceite mineral (triglicérido caprilico) y se manejaron de manera diferente
de acuerdo a cada emulsion. Teniendo como resultado que todas las muestras tuvieron efecto
inhibitorio sobre Candida albicans, siendo la emulsion con la matriz de goma arabiga la que
tuvo mayor halo de inhibicién con una medida de 11.75mm, seguida por la matriz de polisorbato
80 que obtuvo una media de 8mm y posteriormente la matriz de lectina hidroxilada con una
media de 7 mm, asumiendo que existe una diferencia significativa (p=0.000) entre el aceite con
matriz de goma ardbiga en funcidon al halo de inhibicion para Candida albicans”. Como
conclusion las emulsiones de aceite de orégano mexicano Lippia graveolens, con goma arabiga,

son una buena opcion contra Candida albicans presentando un buen efecto inhibitorio (13).

Alca, (2019) en su investigacion tuvo como objetivo “Evaluar la actividad antifingica in vitro
individual y su asociacion de los aceites esenciales Origanum vulgare (orégano) y Cinnamomum
zeylanicum (canela) a diferentes concentraciones sobre Candida albicans”. El tipo de
investigacion fue experimental, explicativa, longitudinal. La investigacion se constituy6 de 135
placas Petri inoculadas de cepas de Candida albicans. Se asume que existe diferencia
significativas (p=0,000) entre las concentraciones de ambos aceites; segun la escala de
DURAFFOURD en el estudio se encontrd una efectividad sensible en el grupo control positivo
con una media de 9 a 14mm, por otro lado se demostrd que el aceite esencial Origanum vulgare
al 50% su efecto antifiingico es sensible (+) con una media de 9 a 14 mm , al 75% su efecto
antifungico es muy sensible (++) con una media de 15 a 20 mm, al 100% su efecto antifungico

altamente sensible (+++) con una media mayor a 20mm sobre Candida albicans. Para el aceite
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esencial Cinnamomum zeylanicum (canela) al 20% y 50% su efecto antifungico es sensible (+)
con una media de 9 a 14 mm, al 75% y 100% su efecto antifungico altamente sensible (+++)
con una media mayor a 20 mm sobre Candida albicans. Con respecto a la asociacion de los
aceites esenciales Origanum vulgare (orégano) y Cinnamomum zeylanicum (canela) al 50%,
75% y 100% su efecto antifungico fue altamente sensible (+++) sobre Candida albicans. Como
conclusion se tuvo un efecto antimicotico de ambos aceites de manera individual, asi como en

asociacion, sobre todo en los porcentajes de 75% y 100% respectivamente (14).
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2.2. Bases teoricas

2.2.1 Candida albicans

Es un hongo el cual pertenece al grupo ascomicetos, puede encontrarse en diversas estructuras
del cuerpo, teniendo predileccion por el sistema gastrointestinal, vagina, piel y boca, ubicandose
en la superficie y de manera interna a nivel de mucosas. Dentro del género Candida, se encuentra

con mayor frecuencia en cavidad bucal con un 75% seguido de C. tropicalis (8%) y C. krusei

(5%) (15).

2.2.1.1 Caracteristicas

El género Candida tiene como componentes aproximadamente a 150 tipos, los cuales presentan
en su totalidad una forma asexual. Dentro de su clasificacidon tenemos a las levaduras, estas en
su mayoria presentan estructura unicelular (16). Se ha descrito que el género Candida tiene entre
once y doce tipos que pueden adaptarse a una temperatura de 37°C (temperatura oral) teniendo
potencial patogeno para el paciente. Este tipo es el que se presenta con mayor significancia a
nivel de cavidad bucal como responsable de las afecciones micdticas ademas de la estomatitis

sub protésica (17).

La Candida albicans es un tipo de germen comensal y su fuente de alimento son los
carbohidratos, elementos fermentables, entre otros; actia a nivel de mucosa, principalmente
bucal, tracto digestivo y partes genitales. Este microorganismo es agente oportunista, quiere
decir que afecta a la persona cuando su sistema inmunologico esta siendo comprometido y las
condiciones se hacen a favor de ella. Si los niveles de candida aumentan significativamente

puede ocasionar serios problemas en el organismo de la persona (18)(19).
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El nivel de afectacion de esta afeccion de origen fiingico, se determina por la capacidad que
tiene el sistema inmune de la persona para poder eliminar el agente causal, también interviene
el factor de virulencia y el medio externo condicionado por el nivel salival, pH, entre otros
factores en el que intervienen la cavidad bucal que actiia como hospedera y el agente infeccioso

(20).

2.2.1.2 Patogenia

La Candida contiene multiples elementos en su superficie externa que tienen como objetivo la
adherencia hacia el huésped elegido, uno de los principales elementos es la integrina humana
CR 3, una proteina que se une con el azucar de las células epiteliales y diversas proteinas
agregadas con manosa que se adhieren a diversas moléculas (14). Finalmente, la transicion es
la etapa en donde el hongo adquiere mayor virulencia ya que se da el paso de levadura a hifas.
Por consiguiente, queda establecido que la causa mas comun de candidiasis es porque hay
afeccion de Candida albicans, sin embargo, se ha identificado otras especies que también pueden

ocasionar esta patologia en la persona (21)(22).

2.2.1.3 Clasificacion taxonomica

La clasificacion taxondmica esté estructurada de la siguiente manera (23).
“Reino: Hongo”

“Division: Deuteromycota”

“Clase: Blastomyicetes”

“Familia: Cryptococcaceae”

“Género: Candida”

“Especie: Albicans”
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2.2.1.3 Candida Albicans en Odontologia

La Candida albicans tiene bastante relacioén en la cavidad oral y se presenta como candidiasis
oral, siendo una afeccion de tipo micdtica, el motivo més frecuente para que la Candida albicans
se ubique en mucosa bucal va a depender del nivel de respuesta del sistema inmunologico del
paciente, como también del nivel de retencién del hongo en su respectivo mecanismo de

crecimiento (24).

En la candidiasis oral, la sintomatologia cambia de acuerdo a la lesion; teniendo a la
pseudomembranosa como la mas frecuente. Este tipo se manifiesta clinicamente como una
lesion adherida, de tono blanquecino, con una consistencia blanda, abarcando grandes
superficies las cuales pueden ser retiradas con algin elemento simple de diagnostico,

produciendo muchas veces una superficie de tono rojizo con cierto sangrado (25).

Esta afeccion esta vinculada directamente al sistema inmune en la persona. El proceso de
infeccion es agudo, sin embargo, si no se suministra un tratamiento adecuado puede extender su
duracién de manera permanente convirtiéndose en cronica, manifestaindose en mucosa oral,
siendo el organo afectado mas frecuente la lengua, luego el paladar y por ultimo el carrillo

(26)(27).

Existen factores que pueden confluir para que el hongo se instale de manera mas rapida y eficaz,
los cuales son el mal uso de protesis dentales, xerostomia, los tratamientos con
antibioticoterapia, pacientes inmunosupresores, personas que estén bajo tratamiento neoplésico,

ello implica la supervivencia de los pacientes con inmunodeficiencias teniendo como grupo de
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personas los infantes y adultos mayores ; esta afeccion es bastante frecuente en personas que
presentan el virus de la inmunodeficiencia adquirida (VIH) o los que estan llevando terapia de

largo plazo en diagndsticos de cancer (14)(28).

2.2.1.4 Tratamiento

El tratamiento de la candidiasis en mucosas no es complicado en pacientes en los que el sistema
inmunologico conserva niveles adecuados y los antifiingicos topicos resultan eficaces; lo
contrario sucede en estados de inmunodepresion, donde existen altas tasas de recurrencias o
recidivas de lesiones, que requieren terapia intensiva sistémica y en los que, aun con los buenos
resultados mediante aplicacion de antimicoticos azolicos, existen diversas formas clinicas
resistentes al tratamiento con ketoconazol, fluconazol e incluso anfotericina B, todos estos
antifingicos conocidos. Esta farmaco-resistencia, la toxicidad y las interacciones
farmacoldgicas de los antifingicos comunes fomenta la busqueda de alternativas terapéuticas
en donde los productos naturales, los vegetales entre los mas estudiados, son los mas indicados

para cumplir este objetivo (29).

2.2.2 Orégano

El orégano es un tipo herbacea, rizomatoso, con tallos firmes, teniendo diversas ramificaciones.
Tiene una altitud que oscila entre 0,30 y 0,70 m. Sus pétalos tienen una medicion de 1 a 2 cm
de diametro, de forma oval, con un tono verdoso, sus flores tienen un color blanquecino o rosado
ligero, divididas en ramas. Por otro lado, sus raices resistentes hacen que esta planta pueda
controlar los fenémenos de erosion a nivel del suelo por lo que se usa para conservar algunos

suelos (30).
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Sus hojas opuestas tienen un color verdoso manteniendo un aspecto velloso en la parte inferior
y siendo lisa en la parte superior. Sus flores son pequenas, teniendo un tallo ramificado y
semillas pequeiias (8).

Esta planta contiene diminutos tipos de glandula las cuales se encargan de otorgar el aroma
caracteristico, teniendo el tallo algunos elementos orgénicos y siendo las hojas la parte mas

importante de esta planta (15).

2.2.2.1 Aceites esenciales

Actualmente se tienen mas de 3000 aceites esenciales estudiados, y solo un 10% se encuentra
incluido en la industria a nivel comercial y en salud. Los elementos de estos aceites son
metabolitos de las diversas plantas, los cuales son separados mediante un proceso quimico de la
hoja natural. Como tradicion estos aceites han tenido un uso clasico como fungicidas,
antiparasitarios, también han sido estudiados sus efectos analgésicos, antiinflamatorios y
espasmoliticos, entre otros. Pero la naturaleza lipofilica de estos aceites hace dificil su uso como
agentes antimicrobianos. La nanotecnologia interviene en esta propiedad, encapsulando a estos
aceites permitiendo estabilizar la liberacion de estos elementos, mejorando su funcionamiento

en la persona (31)

La mayoria de los aceites esenciales son antisépticos, teniendo especificidades segun cada tipo,
pudiendo ser analgésicos, fungicidas, diuréticos o expectorantes. En cuanto a los elementos que
contienen, estos le dan ciertas caracteristicas las cuales son aroma, una sensacion relajante, o
estimulante (8). El orégano, tiene efecto inhibitorio sobre bacterias Gram positivas y Gram

negativos, asi como aerobios y anaerobios en diferentes proporciones. Por lo tanto, estos efectos
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son de vital importancia para la industria alimentaria ya que estabilizan los alimentos

otorgandole inocuidad, generando un beneficio en el consumo humano (17).

Este aceite tiene efecto directo en el organismo de la persona, teniendo actividad antifungica,
antibacteriana, antiparasitaria, antiséptica, ademas se le agrega una propiedad antimutagénica y
anticancerigena, teniéndolo como alternativa en el tratamiento con los pacientes que presenten

neoplasias (32).

2.2.2.3 Propiedades del aceite esencial de orégano

El aceite de Origanum vulgare tiene propiedades antibacteriales, antifingicas,
antiespasmodicas, antisépticas, y antioxidantes, teniendo como elementos de vital importancia
al carvacrol y timol, asi como también un 12.19 % de Terpineol y 6.86 % de Pcimeno. Por lo
tanto, a nivel industrial el aceite que tiene en su contenido mayor proporcidon de carvacrol y
mayor porcentaje de timol en su concentracion. (19) Este aceite tiene un efecto en bacterias de
tipo Gram +, como Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, ademds sobre bacterias Gram -,
como por ejemplo Escherichia coli, Citrobacter spp. y Salmonella typhi. El timol tiene mayor
efecto que el carvacrol contra bacterias Gram-negativas. Por otro lado, como parte de la
estructura de esta planta también se integran algunos flavonoides como por ejemplo “la
apigenina y la luteolina, alcoholes alifaticos, compuestos terpénicos y derivados del
fenilpropano. Ademas, en el orégano (Origanum vulgare) se han hallado ciertos 4cidos como,

por ejemplo: coumérico, ferulico, caféico, p-hidroxibenzoico y vainillinico” (33).
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2.2.2.4 Mecanismo de Accion del Aceite esencial de orégano

Una caracteristica importante de poder determinar el efecto del aceite esencial de orégano sobre
el microorganismo es evaluar su efecto en €1, analizando los efectos que produce en las partes
del patogeno, para poder asi mejorar sus caracteristicas asociando lo natural con lo industrial.
Debido a su naturaleza lipofilica, tienen una alta adhesion por las membranas celulares, en donde
sus elementos interactian con los diversos elementos dando como resultado cambios en el
transporte normal de iones a través de la membrana, y por tltimo disminuyendo la actividad de
los gérmenes y comprometiendo su estructura haciéndolo vulnerable. Teniendo una variedad de
componentes en la membrana celular, el aceite esencial tiene mayor efecto en las bacterias
Gram-positivas en comparacion con las Gram-negativas (34). El aceite esencial de Origanum
vulgare tiene actividad en los multiples radicales libres y esta caracteristica es atribuible a las
propiedades del carvacrol y timol. Existe evidencia de distintos autores los cuales coinciden en
otorgar caracteristicas antioxidantes en aceites de diferentes tipos de plantas de orégano

(“Origanum vulgare, Origanum. compactum, Origanum. Majorana”) (35)(36).

2.3. Formulacion de hipdtesis

2.3.1 Hipotesis General

Hi: El aceite esencial de origanum vulgare presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de

Candida albicans.

Ho: El aceite esencial de origanum vulgare no presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento

de Candida albicans.
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2.3.2 Hipotesis Especificas

Hi: El aceite esencial de origanum vulgare al 25% presenta efecto inhibitorio sobre

crecimiento de Candida albicans.

Ho: El aceite esencial de origanum vulgare al 25% no presenta efecto inhibitorio sobre

crecimiento de candida albicans.

Hi: El aceite esencial de origanum vulgare al 50% presenta efecto inhibitorio sobre

crecimiento de Candida albicans.

Ho: El aceite esencial de origanum vulgare al 50% no presenta efecto inhibitorio sobre

crecimiento de Candida albicans.

Hi: El aceite esencial de origanum vulgare al 75% presenta efecto inhibitorio sobre

crecimiento de Candida albicans.

Ho: EI aceite esencial de origanum vulgare al 75% no presenta efecto inhibitorio sobre

crecimiento de Candida albicans.

Hi: El aceite esencial de origanum vulgare al 100% presenta efecto inhibitorio sobre

crecimiento de Candida albicans.

Ho: El aceite esencial de origanum vulgare al 100% no presenta efecto inhibitorio sobre

crecimiento de Candida albicans.

el

el

el

el

el

el

el

el
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CAPITULO III: METODOLOGIA

3. METODOLOGIA

3.1 Método de la investigacion

Analitico, porque plantea y pone a prueba las hipdtesis y los datos adquiridos en el estudio (36).

3.2. Enfoque de la investigacion

Cuantitativo, ya que vamos a utilizar un analisis estadistico para poder medir la variable y asi

poder cuantificar los resultados (37)

3.3. Tipo de investigacion

Aplicada ya que tuvo como objetivo resolver un problema o planteamiento especifico (36).

3.4. Disefo de la investigacion

Experimental: Ya que el investigador interviene de manera directa porque manipula la variable,

para posteriormente analizar los resultados esperados (36).

Longitudinal: Porque se recolectaron los datos en diferentes momentos (cantidad de horas)

determinado por el investigador (38).

Prospectivo: Porque el andlisis se obtuvo de acuerdo a la ocurrencia de los hechos segin

sucedieron los hechos en tiempo presente (36,39).

3.5. Poblacion, muestra y muestreo

3.5.1 Poblacion

31



La poblacion fueron las placas de agar con cepas de Candida albicans.

3.5.2. Muestra y muestreo

La muestra fue determinada por la formula para tamafo muestral de comparaciéon de medias

para hallar el nimero de placas.

n=  2(1.96+0.90)2 x 200.00

(17.00)2
n=11.32
En donde:
. “Za= Valor Z correspondiente al riesgo deseado”.
. “Zb= Valor Z correspondiente al riesgo deseado”.
. “S2 = Varianza de la variable cuantitativa que tiene el grupo control o de referencia”.
. “d = Valor minimo de la diferencia que se desea detectar”.

3.5.3 Tipo de Muestreo

El tipo de muestreo fue el tipo no probabilistico por conveniencia, ya que se trabajo con un
nimero minimo de placas a analizar, dependiendo de otros factores como la cepa a trabajar y la

disponibilidad de materiales del laboratorio.
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3.5.4 Ciriterios de Inclusion

Placas de Candida albicans ATCC 10231.

3.5.5 Criterios de Exclusion

Placas con halos de inhibicién no claro.

Placas de Candida albicans con evidencia de contaminacion
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3.6.

Variables y Operacionalizacion

Variable Definicion Dimensiones Indicador Escala Escala
Operacional de Valorativa
medicion
Es la
capacidad que ..,
ap qu Medicion  de
tiene un
Efecto elemento para | ----------------- diametros de | Razon Milimetros
epr e evitar la
antiflingico N ., los halos de
reproduccion
fingica, estara inhibicion
determinado
luego de medir
los halos de
inhibicion.
-Aceite
esencial  de
Origanum
vulgare al
Aceite esencial 25%
Aceite Esencial concentrado | -Aceite
que es
obtenido a esencial  de .
. Presencia
partir de la . .
S origanum Nominal
destilacion del A )
orégano. vulgare  al usencia
50%
-Aceite

esencial  de
origanum
vulgare al
75%

-Aceite

esencial de
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origanum

vulgare al
100%”
Farmaco
Nistatina antifingico Sustancia | Nominal Presencia
usado  como | ---------------- aplicada en el Ausencia
grupo control agar
en la
investigacion
Cantidad  de
Tiempo horas Reloj A las 24 horas.
transcurridas | ---------------—-- Nominal
para la A las 48 horas.
evaluacion

A las 72 horas.

Variable 1: Efecto Antifungico

Definiciéon Operacional: Es la capacidad que tiene un elemento para evitar la reproduccion

fingica, estara determinado luego de medir los halos de inhibicion (13).

Variable 2: Aceite Esencial

Definicion Operacional: Aceite esencial concentrado que es obtenido a partir de la destilacion

del orégano y sera presentado en las siguientes concentraciones 25%, 50%.75% y 100% (13).
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Variable control: Nistatina

Definicion Operacional: Farmaco macrolido poliénico antifingico usado para el tratamiento de

afecciones micoticas en el organismo (8).

3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1 Técnica

La técnica utilizada en el siguiente estudio fue la observacion y el analisis correspondiente a las

muestras.

3.7.2 Descripcion de instrumentos

La presente investigacion no present6 un instrumento propiamente dicho ya que corresponde a
observar los resultados en un estudio in vitro, pero si presento una ficha de recoleccion para

trasladar las mediciones de los halos de inhibicion.

Para extraer la muestra de la planta de orégano se tomaron racimos que estén a comienzos de su

floracion.

Las hojas de la muestra vegetales se desecaron en un ambiente seco a una temperatura ambiente
(21°C), con una presion de 0.72 atmosfera, con la finalidad de tener la muestra adecuada en

contenedores hechos de papel.

El proceso para obtener el aceite esencial se dio con la recoleccion de 10 kg de hojas secas, que
fueron procesadas en destilacion por la técnica de arrastre en vapor de agua. Posteriormente se

deshidrato las impurezas de agua en el aceite esencial con Na2SO4, para su filtracion, teniendo
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como obtenciéon 1.80% v/p. El aceite obtenido fue almacenado en vidrio hermético

completamente cerrado bajo un nivel de temperatura a 4°C.

Analisis Microbiologico

Cepas fingicas (Candida albicans) para el estudio:

Se trabajo con “la cepa estandar ATCC, (American Type Culture Collection) de candida

albicans, que tiene relacion directa en la candidiasis oral: Candida albicans ATCC 10231”.

Se tuvo el siguiente esquema para el procedimiento del estudio mediante las siguientes etapas:

Reconstitucion de las cepas estandar Candida albicans

Se realizo la activacion de la cepa ATCC 10231 de Candida albicans en caldo BHI y fue
incubado por 24 horas a 37°C, posteriormente, se estrid por agotamiento a placas con Agar

Sabouraud para obtener colonias aisladas.

Preparacion del inoculo de Candida albicans

“El método que se aplico para el andlisis de la actividad antifingica fue el método por difusion
en Agar, empleando discos antibiograma, los cuales estuvieron impregnados con las siguientes
sustancias: Aceite esencial de Origanum vulgare (Orégano) al 25%,50%,75%, 100% y como
sustancia control se utilizo el antifingico nistatina. La preparacion de las diluciones para el
aceite esencial de orégano fue realizada con agua destilada estéril. Para el control nistatina, se

tomo 15ul del antifingico”.



Inoculacion de las placas

“Se prepar6 un litro de agar Sabouraud segun las instrucciones del fabricante y se autoclavo
durante 15 minutos a 121°C. Luego, se procedi6 atemperar en bafio maria a 45°C. Posterior a
eso se coloco, en esterilidad, 100m1 de Clorhidrato de oxitetraciclina al 0.1%. inmediatamente,
en esterilidad, se deposito agar en todas placas Petri a emplear en el ensayo. Se dejo solidificar
por 15 minutos las placas con dicho medio de cultivo para posteriormente ser utilizada en el

ensayo antibiograma”.

Colocacion de los discos

Se procedi6 a la colocacion de los discos antibiograma, depositando, con pinza estéril, un disco
antibiograma en las 55 placas de agar Sabouraud inoculadas con Candida albicans. Luego se
procedio a trabajar con los grupos 11 placas ya determinados en los rétulos. Se depositd con
micropipeta, en cada disco antibiograma, 15uL de aceite esencial de Origanum vulgare en la
concentracion que indicé el rotulo de las placas. Las soluciones en tubos fueron homogenizadas
previamente con Vortex. Por otro lado, se inoculd 15ul del antifingico nistatina a cada disco
antibiograma del grupo control. Siguiendo con el procedimiento se voltearon las placas y se

colocaron en la incubadora a una temperatura de 37°C por un tiempo determinado de 24 horas.

El desarrollo de todo el procedimiento microbioldgico del ensayo se realizé dentro de un area

de 10 centimetros de radio alrededor de la llama del mechero.

Toma de datos

Después de 24 horas de incubacion, las placas fueron examinadas y se procedio al analisis de

los didmetros segtn los halos de inhibicion frente a Candida albicans, los cuales fueron medidos
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con una Regla de Vernier, el cual brindd el diametro de halos (en milimetros). Luego de la
lectura, se volvieron a incubar todas las placas, puesto que, a las 48 y 72 horas, se realizd
nuevamente las lecturas por cada tiempo de incubacion, debido a que el objetivo del estudio fue
obtener resultados de los halos de inhibicion de las concentraciones del aceite esencial y el

control nistatina en los tres de incubacion senalados.

3.8. Plan de procesamiento y analisis

Los datos fueron incorporados a una plantilla virtual en Microsoft Excel para ser ordenados y

clasificados de acuerdo a las mediciones y horas establecidas de evaluacion.

Posteriormente fueron incorporados al programa SPSS Statistics 24 para ser procesados y
presentados mediante tablas y graficos, para realizar las mediciones se utiliz6 las pruebas de
analisis de medias, con su respectiva desviacion estdndar. Respecto al andlisis para las
comparaciones de los grupos experimentales y control (nistatina) en las diferentes

concentraciones se utiliz6 la prueba Anova, con una significancia estadistica de p<0.05.

3.9. Aspectos éticos
Esta investigacion fue realizada de manera in vitro, por lo tanto, se respetaron los resultados, los
cuales se dieron de una manera objetiva e imparcial, se respetaron los medios de eliminacion

del material contaminado aplicando las normas de manejo de desechos biologicos. (40)(41)
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Resultados

4.1.1. Analisis descriptivo de los resultados

Tabla 1. Halos de inhibicion del Origanum vulgare frente a Candida albicans ATCC 10231 en
milimetros (mm) a las 24 horas

Halo de inhibicion del Origanum vulgare frente Candida albicans ATCC 10231 en milimetros (mm) a las 24
horas en agar Sabouraud
N? Replica en placa Petri
25% 50% 75% 100% Nistatina

1 6,7 13,5 18,8 23,1 13

2 73 14,7 20,6 255 12,5
3 8,6 12,9 19,0 26,1 13,6
4 6,9 13,1 22,1 28,3 12,1
5 78 14,8 19,6 26,9 10,8
6 6,5 13,9 18,5 27,2 12,6
7 71 12,4 23,1 33,1 11,9
8 78 14,1 22,7 26,7 10,3
9 8,2 13,3 20,9 28,5 13,4
10 6,4 12,8 21,5 21,7 12,1
11 8,1 13,9 22,3 29,3 13,7

Tabla 2: Comparacidn de estadisticos descriptivos de las mediciones de halo de inhibicion en réplicas

de Origanum vulgare frente a Candida albicans ATCC 10231 en milimetros a las 24 horas

Estadisticos descriptivos

I Rango Minima Maximo Suma Media Dez:izvc'ién Varianza

Estadistico  Estadistico  Estadistico  Estadistico  Estadistico  Estadistico  Desv. Eror  Estadistico Estadistico

5% i 2,20 6,40 8,60 81,40 74000 22442 T4431 554

50% 11 2,40 12,40 14,80 149,40 13,5818 23348 77436 600

75% 11 460 18,50 2310 229,10 20,8273 49856 1 65354 2734

100% 11 10,00 2310 13,10 302,40 27,4409 75492 250378 f,269

Mistatina i 340 10,30 1370 136,00 12,3636 32926 1,05204 1,143
N valido (por lista) 11
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Segln la tabla 2: En esta tabla se puede observar que, a las 24 horas de incubacion, la concentracion
de 100% de aceite esencial de orégano, con un promedio de 27,49 mm, presenta mayor efectividad
antimicotica frente a Candida albicans. El control positivo Nistatina tuvo un promedio de 12,36mm
superando a la concentracidn de 25% de aceite de orégano con un promedio de 7,40mm:; por otro lado,

las sustancias de prueba anteriores.

Griéfico 1. Promedio de halo de inhibicion del Origanum vulgare y el antifungico Nistatina frente a
Candida albicans ATCC 10231 en milimetros (mm) a las 24 horas en agar Sabouraud.

Promedio de halo de inhibicién del Origanum vulgare y
Nistatina frente a Candida albicans ATCC 10231 en

milimetros a las 24 horas.

30.00 27.49
25.00 20.83
20.00
15.00 1358 12.36
10.00 740

.

0.00

25% 50% 75% 100% Nistatina

Tabla 3. Halos de inhibicion del Origanum vulgare frente a Candida albicans ATCC 10231 en
milimetros (mm) a las 48 horas

Halo de inhibicion del Origanum vulgare frente Candida albicans ATCC 10231 en milimetros (mm) a las 48
N? Replica en placa Petri horas en agar Sabouraud
25% 50% 75% 100% Nistatina
1 6,8 13,8 19,1 234 13,2
2 75 15,0 20,9 25,7 12,6
3 88 13,2 19,3 26,3 13,8
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4 71 13,3 22,4 28,5 12,4
5 79 15,1 19,8 27,2 1"

6 6,7 14,1 18,7 27,4 12,9
7 72 12,7 23,2 33,3 12,3
8 8,1 14,3 23,0 26,9 10,6
9 8,3 13,6 211 28,7 13,6
10 6,7 12,9 21,8 27,9 12,3
1" 8,2 14,2 22,5 29,6 14

Tabla 4. Comparacién de estadisticos descriptivos de las mediciones de halo de inhibicion en réplicas de
Origanum vulgare frente Candida albicans ATCC 10231 en milimetros a las 48 horas

Estadisticos descriptivos

I Rango Minirno Maximo Suma Media De[s):i?c-i-f-n Warianza

Estadistico  Estadistico  Estadistico  Estadistico  Estadistico  Estadistico  Desv. Error Estadistico Estadistico
25% 11 210 6,70 8,80 83,30 75727 21954 72814 530
50% 11 2,40 12,70 1610 162,20 13,8364 ,23904 79281 629
75% 1 4,50 18,70 23,20 231,80 21,0727 49435 1,63957 2,688
100% 1 9,90 23,40 33,30 304,90 27,7182 75122 2,49151 6,208
Nistatina 1 3,40 10,60 14,00 138,70 12,6091 32514 1,07838 1,163
N valido (por lista) 11

Segun la tabla 4, a las 48 horas, hubo un ligero incremento en los promedios de los halos de inhibicién
de todas las concentraciones de aceite de orégano (25%: 7,57mm; 50%: 13,84mm; 75%: 21.07mm
100%: 27.72mm) incluyendo el control Nistatina (Promedio: 12,61mm), es decir, se incrementd la
efectividad antimicética de todas las concentraciones de Origanum vulgare y el antifungico con
respecto a las 24 horas.
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Griéfico 2. Promedio de halo de inhibicion del Origanum vulgare y el antifungico Nistatina frente a
Candida albicans ATCC 10231 en milimetros (mm) a las 48 horas en agar Sabouraud.

Promedio de halo de inhibicién del Origanum vulgare y
Nistatina frente a Candida albicans ATCC 10231 en
milimetros a las 48 horas

2000 27.72
25.00 21.07
20.00
1500 13.84 12.61
10.00 227

5.00

0.00

25% 50% 75% 100% Nistatina

Tabla 5. Halos de inhibicion del Origanum vulgare frente a Candida albicans ATCC 10231 en
milimetros (mm) a las 72 horas

Halo de inhibicion del Origanum vulgare frente Candida albicans ATCC 10231 en milimetros (mm) a las 72
N? Replica en placa Petri horas en agar Sabouraud
25% 50% 75% 100% Nistatina
1 7,0 14,0 19,4 237 13,4
2 7,7 15,3 21,2 26,1 12,8
3 8,9 13,4 19,5 26,6 14,1
4 72 13,5 22,7 28,8 12,7
5 8,1 15,4 20,3 273 11,2
6 6,8 14,5 19,1 278 13,2
7 74 12,9 234 335 12,5
8 8,3 14,7 232 27,2 10,7
9 8,4 13,7 21,3 28,9 13,9
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10

6,9

13,1

22,1

28,2

12,5

1"

84

14,4

22,8

29,8

14,2

Tabla 6. Comparacion de estadisticos descriptivos de las mediciones de halo de inhibicion en réplicas de
Origanum vulgare frente Candida albicans ATCC 10231 en milimetros a las 72 horas
Estadisticos descriptivos
Desv.
I Rango Minimo Maximo Suma Media Desviacidn Varianza

Estadistico  Estadistico  Estadistico  Estadistico  Estadistico  Estadistico  Desv. Error Estadistico Estadistico
25% 11 2,10 6,50 8,90 85,10 77364 21754 72149 521
50% 11 2,50 12,90 15,40 164,90 14,0818 26678 84831 720
75% 11 4,30 16,10 23,40 235,00 21,3636 48172 1,60767 2,563
100% 11 9,80 23,70 33,50 307,90 27,8909 73983 2,45375 6,021
Mistatina 11 3,50 10,70 14,20 141,20 12,8364 33744 1,11917 1,253

M wvalido (por lista)

11

Segln la tabla 6, a las 72 horas, los niveles de eficacia antimicdtica de los halos de inhibicion
de las concentraciones de 25%: (promedio: 7,74mm); 50% (promedio: 14,08mm); 75%
(promedio: 21,36mm) y 100%: (promedio: 27,99mm) fueron superiores a los descritos a las 48
horas de incubacion. El promedio del halo de inhibicion de la Nistatina (12,84mm) fue superior
que el de 48 horas y, ademas, superior al de la concentracion de Origanum vulgare al 25%. Por
lo cual, se concluye que a las 72 horas hubo un incremento en la eficacia antimicdtica en todas
las sustancias de prueba con respecto a las 48 horas.

Griéfico 3. Promedio de halo de inhibicion del Origanum vulgare y el antifungico Nistatina frente a
Candida albicans ATCC 10231 en milimetros (mm) a las 72 horas en agar Sabouraud

Promedio de halo de inhibicion del Origanum vulgare y
Nistatina frente a Candida albicans ATCC 10231 en
milimetros a las 72 horas

30.00

25.00

20.00

15.00

10.00

5.00

0.00

25%

50%

21.36

14.08
7.74

75%

27.99

100%

12.84

Nistatina

44



4.1.2. Analisis inferencial

Hipétesis de investigacion (H;)

“El aceite esencial de Origanum vulgare presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Candida
albicans.

Hipotesis nula (Ho)

El aceite esencial de Origanum vulgare no presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Candida
albicans.

Se evalulo la prueba Games Howell, todas las réplicas realizadas en los ensayos en las concentraciones
de 25%, 50%, 75% y 100% a las 24,48 y 72 horas de aceite esencial de Origanum vulgare son diferentes
de cero con respecto al halo de inhibicién en milimetros, dado a que en la prueba Games Howell, el
valor p obtenido es menor al nivel de significancia. Por la cual se rechaza la hipétesis nula y se acepta
la hipotesis de investigacion: El aceite esencial de Origanum vulgare presenta efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de Candida albicans.

Hipétesis especifica 1

El aceite esencial de Origanum vulgare al 25% presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
Candida albicans.

Hipétesis nula 1
El aceite esencial de Origanum vulgare al 25% no presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
Candida albicans”
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Tabla 7. Prueba Games Howell para comprobar la efectividad antimicética de aceite esencial de
Origanum vulgare frente a Candida albicans a las 24 horas

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de ) Limite

(yWARODODZ  (J)WARDOODZ medias (I-J) Desv. Error Sig. Limite infarior superior
Games-Howell 00 25,00 -7,40000 22442 000 -B,1386 -6,6614
50,00 -13,58182" ,23348 000 -14,3502 -12,8134
75,00 -20,82727 49856 000 -22,4681 -19,1865
100,00 -27,49081" 75492 000 -20,8754 -25,0064
25,00 00 7.40000" 22442 000 65,6614 8,1386
50,00 -6,18182" 32385 000 -TA510 -5,2126
75,00 1342727 4674 000 -151327 -11,7218
100,00 -20,08091" 78757 000 -22,6096 -17,6722
50,00 00 13,58182" ,23348 000 12,8134 14,3502
25,00 618182 32385 000 52126 71510
75,00 -7,24548 55052 000 -B,9578 -5,5331
100,00 -13,00909" 79020 000 -16,4313 -11,3869
75,00 00 2082727 49856 000 19,1865 22,4681
25,00 1342727 JG46T4 000 11,7219 161327
50,00 7,24545 55052 000 55331 8,9578
100,00 -6,66364" 90469 000 -8,4103 -3,91649
100,00 00 2749091 75492 000 25,0064 20,9754
25,00 20,09091" 78787 000 17,6722 22,6096
50,00 13,90008" ,79020 000 11,3869 16,4313
75,00 6,66364" 90469 000 3,9169 89,4103

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Segun la tabla 7, todos los grupos de resultados de las concentraciones de aceite de orégano a las
24 horas son diferentes significativamente entre si y diferentes de cero, puesto que a los p valor
(sig.) son menores a 0.05 (nivel de significancia), por lo tanto, se acepta la hipotesis especifica



Hipétesis especifica 2
El aceite esencial de Origanum vulgare al 50% presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de

Candida albicans.
Hipétesis nula 2

El aceite esencial de Origanum vulgare al 50% no presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
Candida albicans.

Tabla 8. Prueba Games Howell para comprobar la efectividad antimicética de aceite esencial de
Origanum vulgare frente a Candida albicans a las 48 horas

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de ) Limite
() WARDODOZ  (J) VARDOOO2 medias (-J) Desy. Error Sig. Limite inferior superior

Games-Howell 00 2500 -7,57273 21954 ,000 -8,2853 -6,8502
50,00 -13,83636 ,23904 ,000 -14,6231 -13,0497

75,00 -21,07273 49435 ,000 -22,6997 -19,4458

100,00 -27,71818 78122 ,000 -30,1905 -25,2459

25,00 00 757273 21954 ,000 68502 8,2953
50,00 -6,26364" ,32456 ,000 -7,2355 -5,2018

75,00 -13,50000° 54081 ,000 -15,1888 -11,8112

100,00 -20,14545 78264 ,000 -22,6504 -17,6405

50,00 00 13,83636° ,23904 ,000 13,0497 14,6231
2500 6,26364° ,32456 ,000 52918 7,2355

75,00 -7,23636 54911 ,000 -8,9404 -5,5323

100,00 -13,38182° 78833 ,000 -16,3944 -11,3692

75,00 00 21,07273 49435 ,000 19,4458 22,6997
2500 13,50000° 54091 ,000 11,8112 15,1888

50,00 723636 54911 ,000 55323 5,9404

100,00 -B,64545 89028 ,000 -0,3764 -3,8145

100,00 00 2771818 78122 ,000 252459 30,1905
2500 2014545 78264 ,000 17,6405 22,6504

50,00 1388182 78833 ,000 11,3692 16,3944

75,00 664545 89928 ,000 39145 93764

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Segun la tabla 8, todos los grupos de resultados de las concentraciones de aceite de orégano a las
48 horas son diferentes significativamente entre si y diferentes de cero, puesto que a los p valor
(sig.) son menores a 0.05 (nivel de significancia), por lo tanto, se acepta la hipotesis especifica.
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Hipétesis de investigacion 3

El aceite esencial de Origanum vulgare al 75% presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de

Candida albicans.

Hipétesis nula 3

El aceite esencial de Origanum vulgare al 75% no presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de

Candida albicans.

Tabla 9. Prueba Games Howell para comprobar la efectividad antimicética de aceite esencial de
Origanum vulgare frente a Candida albicans a las 72 horas

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de ) Limite

() VARDDODZ () VARODDODZ2 medias (I-J) Desv. Error Sig. Limite inferior superior
Games-Howell 00 25,00 -7,73636 21754 000 -8,4523 -7,0204
50,00 1408182 25578 000 -14,9236 -13,2400
75,00 -21,36364 48172 000 -22,9480 -19,7783
100,00 -27,98091" 73983 000 -30,4258 -25,5561
25,00 .00 773636 21754 000 7.0204 8,4523
50,00 -6,34545 (33577 000 -7,3526 -5,3383
75,00 1362727 52856 000 -15,2756 -11,9780
100,00 -20,25455 7115 000 -22,7220 -17,7870
50,00 a0 1408182 26578 000 13,2400 14,9236
25,00 B,34545 33577 000 53383 7,3528
75,00 -7,28182 54541 000 -B8,9629 -5,6008
100,00 -13,90908" 78280 000 -16,3928 -11,4254
75,00 .00 21,36364" 48172 000 19,7783 22,9440
25,00 1362727 52856 000 11,8790 15,2756
50,00 728182 G454 000 56008 8,9629
100,00 -6,62727 88284 000 -8,3100 -3,5445
100,00 .00 27,98091" 73983 000 25,5561 30,4258
25,00 20,25455 7115 000 17,7870 22,7220
50,00 13,90908" 78280 000 11,4254 16,3928
75,00 B,62727 88284 000 30445 59,3100

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.04.

Segun la tabla 9, todos los grupos de resultados de las concentraciones de aceite de orégano a las 72
horas son diferentes significativamente entre si y diferentes de cero, puesto que a los p valor (sig.)
son menores a 0.05 (nivel de significancia), por lo tanto, se acepta la hipdtesis especifica.
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4.1.2. Discusion de los resultados

El presente estudio fue de disefio experimental, longitudinal, prospectivo, el cual se realizo en
el analisis de 11 placas Petri con discos embebidos de aceite esencial de candida albicans en
concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% evaluados en 24h, 48h y 72h, siendo el objetivo del

estudio determinar la efectividad inhibitoria antimicética frente a cepas de Candida albicans.

En la investigacion se demostrd que en todos los porcentajes de concentracion hubo efecto
inhibitorio antimicético significativo, observandose un mayor halo de inhibiciéon promedio en
la concentracion al 100%. En la misma linea el estudio de Valverde P. (2017), llego a la
conclusion que el aceite esencial de la planta de orégano al 100%. Teniendo como resultado que
los valores de efectividad antimicotica fueron superiores frente a cepas de Candida albicans en
comparacion con la nistatina. Por otro lado, Lépez et al. (2018) obtuvo como resultado que
todas las muestras tuvieron efecto inhibitorio sobre Candida albicans, siendo la emulsion con la

matriz de goma ardbiga la que tuvo mayor halo de inhibicion con una medida de 11.75mm.

De acuerdo a las diversas concentraciones en las 24 y 48 horas a las 48 horas, hubo un ligero
incremento en los promedios de los halos de inhibicion de todas las concentraciones de aceite
de orégano (25%: 7,57mm; 50%: 13,84mm; 75%: 21.07mm 100%: 27.72mm) es decir, se
increment¢ la efectividad antimicoética de todas las concentraciones de Origanum vulgare y de
Nistatina donde esta siguid obteniendo la media mas baja. Esto guarda relacion con lo
encontrado por Colpa M. (2016), el cual encontré que el halo de inhibicion para el origanum
vulgare fue de 45.73mm y 46.35mm a las 24 y 48 horas respectivamente, teniendo siempre
superioridad a nivel de la Nistatina, teniendo diferencias estadisticamente significativas en el

total de comparaciones de las diferentes concentraciones (p=0.000) a las 24 y 48 horas. Esta
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similitud es vélida ya que dicho autor trabajo con 80 placas, lo cual indica una mayor cantidad
de muestras evaluadas teniendo mayor significancia.

Respecto a la concentracion evaluada al 75% en todas las horas evaluadas ocupa el tercer lugar
respecto al promedio de los halos de inhibicion obteniendo 20.82mm, 21.07mm, 21.36mm. Esto
sucede en la mayoria de estudios siendo ejemplo de ello, Garcia A. (2018) donde evalu6 el
aceite y determino que los promedios de halos de inhibicion fueron 9.9mm para la concentracion
al 25%, 17.9 mm al 50%, 20.7 mm al 75% y 22.9 mm al 100%. Como conclusién se encontrd
que existe diferencia estadisticamente significativa de promedios entre las diferentes
concentraciones, ademas la concentracion de 75% ocupa el tercer lugar en halos de inhibicion,
ademas el extracto etanodlico de Origanum vulgare al 100% tuvo mayor efecto inhibitorio frente
a Candida albicans. Estos resultados demuestran que las concentraciones elevadas de aceite
esencial de orégano tienen un mayor efecto antimicdtico, realizandose también con el mismo
método de aplicacion de aceite esencial en discos embebidos. Por otro lado, Quintanilla J.
(2016) evaluo las concentraciones de aceite de carvacrol (orégano) al 25 % se obtuvo una media
de 8.43mm, para la concentracion del 50% se obtuvo una media de 11.84mm, para la
concentracion del 75% una media de 13.67mm y para la concentracion del 100% una media de
21.91mm. La CMI para la accioén antifiingica fue de 100%, (1000 mg/ml). Como conclusion se
encontrd que el carvacrol, como extracto de aceite de orégano, si tiene buen efecto inhibitorio
in vitro contra Candida albicans, siendo su mayor efecto al 100%, este estudio se realiz

utilizando la técnica de Kirby Bauer, utilizando el carvacrol como principio activo.

Respecto al estudio a las 72 horas, los niveles de eficacia antimicotica de los halos de inhibicion
de las concentraciones de 25%: (promedio: 7,74mm); 50% (promedio: 14,08mm); 75%

(promedio: 21,36mm) y 100%: (promedio: 27,99mm) fueron superiores a los descritos a las 48
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horas y 24 horas de incubacion. Lo cual guarda relacion con lo descrito por Aleca Y. (2019)
donde demostré que el aceite esencial Origanum vulgare al 50% su efecto antifiingico es
sensible (+) con una media de 9 a 14 mm, al 75% su efecto antiflingico es muy sensible (++)
con una media de 15 a 20 mm, al 100% su efecto antifingico altamente sensible (+++) con una
media mayor a 20mm sobre candida albicans. Cabe resaltar que el aceite esencial de orégano al
ser comparado con otras sustancias tiene mayor efecto antimicotico inhibitorio en todas las
concentraciones. Asi como lo expuesto por Durando et al. (2020) encontrando como resultado
que la diferencia de las medias entre los didmetros de los halos de inhibicién de las
concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% del aceite esencial de Eucalyptus globulus y del
aceite esencial de Origanum vulgare es significativa (p =.0000), Como conclusion el aceite
esencial de Eucalyptus globulus presenta menor efecto inhibitorio que el aceite esencial de
Origanum vulgare sobre Candida albicans. A excepcion del estudio de Villavicencio J. (2017)
donde utilizo aceites esenciales de orégano de diversas clases y distintas regiones del Peru donde

todos tuvieron efectos inhibitorios antimicoticos excepto al compararlo con el miconazol.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones
Se concluye que el aceite esencial de orégano presenta un efecto inhibitorio antimicdtico
significativo sobre Candida albicans al 25%, 50%, 75% y 100%; este ultimo fue el que presentd

un mayor efecto inhibitorio antimicético.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda realizar futuras investigaciones relacionadas al tema con mayores cantidades de
muestra para poder sacar conclusiones con una mayor amplitud de poblacién y trabajar con
aceites esenciales de orégano provenientes de distintos departamentos del Pert con la finalidad

de potenciar los efectos inhibitorios antimicoticos.

Se sugiere implementar y disefiar nuevos estudios comparando aceites esenciales de orégano

con otras especies de origen vegetal y animal.

Se debe fomentar estos tipos de investigacion a nivel nacional con el objetivo de poder encontrar

efectos antimicéticos que puedan ser complementados para su uso en futuros medicamentos con

el objetivo de reducir los efectos de ciertas enfermedades.
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Anexo N° 1

MATRIZ DE CONSISTENCIA

Titulo de proyecto: EFECTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ACEITE ESENCIAL
ORIGANUM VULGARE SOBRE CANDIDA ALBICANS

Formulacion del
Problema

Objetivos

Hipétesis

Variables

|

Problema General

(El aceite esencial de
Origanum vulgare tiene
efecto antimicotico sobre
Candida Albicans?

Problemas Especificos

(El aceite esencial de
Origanum vulgare al 25 %
de concentracion tiene
efecto antimicotico sobre
Candida Albicans?

(El aceite esencial de
Origanum vulgare al 50 %
de concentracion tiene
efecto antimicotico sobre
Candida Albicans?

(El aceite esencial de
Origanum vulgare al 75 %
de concentracion tiene
efecto antimicotico sobre
Candida Albicans?

(El aceite esencial de
Origanum vulgare al 100 %
de concentracion tiene
efecto antimicotico sobre
Candida Albicans?

Objetivo General
Determinar el efecto antimicotico del

aceite esencial de Origanum vulgare
sobre Candida albicans.

Objetivos Especificos

Determinar la efectividad
antimicOtica del aceite esencial de

Origanum vulgare al 25% de
concentracion sobre Candida|
albicans.

Determinar la efectividad

antimicoOtica del aceite esencial de

Origanum vulgare al 50% de
concentracion sobre Candida|
albicans.

Determinar la efectividad

antimicOtica del aceite esencial de

Origanum vulgare al 75% de
concentracion sobre Candida
albicans.

Determinar la efectividad
antimicotica del aceite esencial de
Origanum vulgare al 100% de
concentracion sobre Candida
albicans.

Hipotesis General

H: El aceite esencial de origanum
vulgare presenta efecto inhibitorig
sobre el crecimiento de candida
albicans.

Hipotesis Especificas

H1: El aceite esencial de origanum|
vulgare al 25% presenta efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de
candida albicans.

H2: El aceite esencial de origanum|
vulgare al 50% presenta efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de
candida albicans.

H3: El aceite esencial de origanum
vulgare al 75% presenta efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de
candida albicans.

H4: El aceite esencial de origanum
vulgare al 100% presenta efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de
candida albicans.

Variable 1:
-Efecto Antifingico

Variable 2:
-Aceite esencial




Variable 1: Efecto antifingico

Anexo 2: Matriz de Operacionalizacion de variables

Definicion Operacional: Es la capacidad para evitar la reproduccién fungica, estara

determinado luego de medir los halos de inhibicion.

Matriz operacional de la variable

Dimensiones

Indicadores

Escala de medicion

Escala valorativa

Medicion de
diametros de los

halos de inhibicién

Razon

Milimetros

Variable 2: Aceite Esencial

Definiciéon Operacional: Aceite esencial concentrado que es obtenido a partir de la destilacién

del orégano y sera presentado en las siguientes concentraciones 25%, 50%.75% y 100%.

Matriz operacional de la variable

Dimensiones

Indicadores

Escala de medicion

Escala valorativa

-Aceite esencial de
Origanum vulgare al
25%.
-Aceite esencial de
origanum vulgare al
50%.
-Aceite esencial de
origanum vulgare al
75%.

-Aceite esencial de

origanum al 100%.

Nominal

Presencia

Ausencia




Anexo N° 3 FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Medicion de halos de inhibicidon del Origanum vulgare sobre Candida albicans

a las 24 horas

Patogeno Concentracién del aceite esencial de Origanum Nistatina

Candida vulgare “Orégano”

Albicans

25% 50% 75% 100% Control

Muestra 1 6,7 13,5 18,8 23,1 13
Muestra 2 7,3 14,7 20,6 25,5 12,5
Muestra 3 8,6 12,9 19,0 26,1 13,6
Muestra 4 6,9 13,1 22,1 28,3 12,1
Muestra 5 7,8 14,8 19,6 26,9 10,8
Muestra 6 6,5 13,9 18,5 27,2 12,6
Muestra 7 7,1 12,4 23,1 33,1 11,9
Muestra 8 7,8 14,1 22,7 26,7 10,3
Muestra 9 8,2 13,3 20,9 28,5 13,4
Muestra 10 6,4 12,8 21,5 27,7 12,1
Muestra 11 8,1 13,9 22,3 29,3 13,7




Medicion de halos de inhibicién del origanum vulgare sobre candida albicans a

las 48 horas

Patogeno Concentracién del aceite esencial de Origanum Nistatina

Candida vulgare “Orégano”

Albicans

25% 50% 75% 100% Control

Muestra 1 6,8 13,8 19,1 23,4 13,2
Muestra 2 7,5 15,0 20,9 25,7 12,6
Muestra 3 8,8 13,2 19,3 26,3 13,8
Muestra 4 7,1 13,3 22,4 28,5 12,4
Muestra 5 7,9 15,1 19,8 27,2 11
Muestra 6 6,7 14,1 18,7 27,4 12,9
Muestra 7 7,2 12,7 23,2 33,3 12,3
Muestra 8 8,1 14,3 23,0 26,9 10,6
Muestra 9 8,3 13,6 211 28,7 13,6
Muestra 10 6,7 12,9 21,8 27,9 12,3
Muestra 11 8,2 14,2 22,5 29,6 14




Medicion de halos de inhibicién del origanum vulgare sobre candida

albicans a las 72 horas

Patogeno

Concentracioén del aceite esencial de Origanum Nistatina
Candida vulgare “Orégano”
Albicans
25% 50% 75% 100% Control
Muestra 1 7,0 14,0 19,4 23,7 13,4
Muestra 2 7,7 15,3 21,2 26,1 12,8
Muestra 3 8,9 13,4 19,5 26,6 14,1
Muestra 4 7,2 13,5 22,7 28,8 12,7
Muestra 5 8,1 15,4 20,3 27,3 11,2
Muestra 6 6,8 14,5 19,1 27,8 13,2
Muestra 7 7,4 12,9 23,4 33,5 12,5
Muestra 8 8,3 14,7 23,2 27,2 10,7
Muestra 9 8,4 13,7 21,3 28,9 13,9
Muestra 10 6,9 13,1 22,1 28,2 12,5
Muestra 11 8,4 14,4 22,8 29,8 14,2




ANEXO 4

CERTIFICADO DE CEPA CANDIDA ALBICANS ATCC 10231

thermoscientific

Certificate of Quality
Product Name: C.albicans ATCC 10231 PK/5 Product Number: R4601503
Lot Number: 481790 Expiration Date: 2021-08-12

(YYYY-MM-DD)

This product has been manufactured, processed and packaged in accordance with Quality Systems Regulation, 21 CFR Part 820.
Representative samples were tested per Remel Inc, a part of Thermo Fisher Scientific Quality Control specifications and were found
to meet performance criteria for this product.

Purity:
Standardized aliquots of the rehydrated product are inoculated onto nonselective media and examined for pure growth following the
appropriate incubation. Selective and Differential media are also tested where applicable.

Viability And Quantification:
Each organism is recovered from the preserved state within the required time frame and at an acceptable level. Passage number is
stated as the current preserved state.

Macroscopic And Microscopic Morphology:
Colony morphology 1s consistent with documented referenced description. Traditional staining is performed.

Biochemical Analysis:

Organism exhibits characteristic biochemical and/or enzymatic reactions. Automated and/or conventional testing was performed and
results were within established limits. Antimicrobial testing performed where applicable. Results within expected ranges.

CFU/loop: =10(4) Passage: 3
Gram Reaction: Gram Positive Yeast Biochemical Profile: Vitek 2C YST

Appearance: Preserved Gel Matrix suspended in inoculating loop pH: N/A

m W%

Quality Assurance Supervisor



ANEXO 5

REGISTRO SANITARIO DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO VULGARE

10044-2021
Mro. Exp. 31735-2021-R

REGISTRO SANITARIO

Para la puesta en el mercado nacional
de alimentos y bebidas de consumo humana
REGIETRO ACTRG
A_ EMPRESA

GRUPD QRO MUNDD SOCIEDMD COMERCIAL DE RESPONSABILIDAD LIMITADA - GRUP. OROMUN SRL

RUC: 20601154499

CAL BOLOGMESI MRO. S/N ESTIQUE PUEBLO , ESTIQUE, TARATA, TaCMA
Teléfonoy/Fax: -

Rep. Legak: TORRES CHAMBILLA VICTOR EDWIN

BE. ESTABLECIMIENTO

GRUPD QRO MUNDD SOCIEDMD COMERCIAL DE RESPONSABILIDAD LIMITADA - GRUP. OROMUN SRL
CAL BOLOGHESI MRO. 5/W ESTIQUE PUEBLO , . ESTIQUE, TARATA, TACHA

C. ALIMENTOS ¥ BEBIDAS -
Registro
Sanitario
1. ACEITE DE OREGANC PARA US0 CULIMARIC - GOTA DE WD, CENTAURD DE LAS VILCAS, OROMUN, SPIRIT PLANTAS, AGROINDUSTRIAS FERRETTY ““GOTA C1304821M
DE WVIDA®, “"CENTAURD DE LAS VILCAS®, "OROMUMNT, “SPIRIT PLANTAS®, “AGROINDUSTRIAS FERRETTY™", en botells, bidon, frasco, pate de vidrio, PR, PE, PS5, VDGLUOO
PC, PE, PET, PC de 1 ml hasta 100 L. caja de cartdn, cartulina de 1 ml hasta 50 L/ de 1 unidad hasta 1000 unidades, botella, bidan, balde, balsa, sachet de

palietileno, polipropileno, BOPP, laminada, aluminizado, metalizada, pléstico de 1 ml hasta 100 L
Wida Util del Productoc 6 afos

D. REGISTROD

La Direccion General de Sabud Ambiental autoniza la insoripodn o reinscripcidn en el Registro Sanitario de Alimentos y Bebidas de Consuma Humana de los productos
descritos en el item C bajo las siguientes condiciones:

a. La empresa y su representante legal son solidariamente responsables de que los productos descritos en el item C sean puestos en el mencado nacional en condicones
indcuas y aptas para e consumao humana.

b El envase del producto debe consignar o Cadigo del Registro Sanitania, el lote de fabricacion y |a fecha de vencimiento del producto

¢ Cualquier cambio o nuevo disefio en el envasada, envase, presentacicn o etiquetado, sdlo requenird una notificacion a DIGESA, la cual incorporard automaticamente
dicho cambio en el Registro.

d. La wigencia de la presente autorizacion de insoipoidn o reinscripeion en el Registro Sanitario de Alimentos y Bebidas es de cinco afios a partir de la fecha de su
expedicion.

[ ] Eﬂp;i'ls:r'q)ciﬁn esta sujeta a vigilancia y monitoreo sanitario por parte de DIGESA, |a cual podnd revocara.

f La empresa esta obligada a comanicar por esorito a la INGESA csalquier cambio o modificacian en los datos o condiciones bapo bxs cuales se otorgd el Registro Sanitario

a un producto o grupo de productos, por ko menos siete [ 7) dias hdbiles antes de ser efectuada, acompafiando los recaudes © informacion gue sustente dicha
modificacicn.

Lirma, & de Junio del 2021
DIGESA Atencidén Mesa de Partes: Correo Electrénico
Las Amapolas & 350 Urb. San Eugenio, Lince [Lima 14) Lisrees 3 emnes de T-30 am - 330 pem degesaconsul @minsa gob. pe hitp: v digesa minsa.gob. pe
Lima - Pand
Teléfonos

(517 &31-4430



ANEXO 6

INFORME DE ENSAYO MICROBIOLOGICO

INFORME DE ENSAYO N2 5Q210531.02

SOUICITUD DE ERSATD 1 50E 21052001
BOLICITANTE : CASTILLO FERNANDEZ, ROSA MARIA
DIRECCION DEL BOLICITANTE 1 Aw, Caminos del Inca N°1163
PROCEDENCIA DE LA MUESTRA : Proporcionada por el ciente 11!
PROCEDIMIENTC DE MUESTRED : Moaplica

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA © M1 Aceite da orégano
CANTIDAD Y DESCRIPCION DE LA MUESTRA  :  Una (1) unidad de 10mL
LUGAR, FECHA ¥ HORA DE HUESTRED 1+ Noaplica

FECHA ¥ HORA DE RECEPCION + 20 da mayo del 2021/ 16:00h
COMDICIONES A LA RECEPCION i Temperatura amblente
FECHAS DE INICID DEL ANALISIS ;23 da mayo del 2021

FECHAS DE TERMING DEL ANALESES ;26 de mayo del 2041

FECHAS DE EMISION 3 de mayn del 201

~ RESULTADOS DE EWSAYD MICROBIOLOGICO: ANTIRIOGRAMA
-

M%MHMMMMMHWMMmMM-hH“-m
" Replica & placa Patri L Sabecuraud
ey = % 100% Hisiating
1 ; 135 L] FER] 13
2 7 HnE 265 125
3 128 190 261 1348
4 a3 134 2, 3 [E2]
AT 5 W 144 1856 63 104
&y i) & o a8 185 mz 125
e ] 7 By B 124 1 31 13
gt ' ] i I a7 7 103
s 5 82 11 23 s 134
1 i 128 s nr 12,1
j 11 B 118 n3 03 1’y
Halo de inkibicion de Origanum wigans franta Candisa albicans ATGC 1023 en milimetros jmm)  las 48 baras en agar
W Replica en placa Petri Sabouraud
2% 8% T 100% Nestaling
1 65 135 181 34 132
1 15 150 fol] F. 4 125
3 a8 132 193 #3 134
4 71 133 224 0 124
5 T 15,1 188 Fif 1"
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ANEXO 7

CONSTANCIA DE TRATAMIENTO DE RESIDUOS

Scientific
Quality

We generote trust

CONSTANCIA

La empresa SCIENTIFIC QUALITY S.A.C. hace constar que se ha eliminado adecuadamente los
residuos biolégicos del trabajo de Tesis "EFECTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ACEITE ESENCIAL
ORIGANUM VULGARE SOBRE CANDIDA ALBICANS" come indica nuestro Instructivo de Bioseguridad
y eliminacion de residuns hioldgicos del Laboratorio de microbiologia 101-P10-GL, el cual indica que
los materiales de ensayo blocontaminados se dividirdn en materiales de vidrio y descartables,
Ambos serdn colocados, por separado, en bolsas de riesgo bioldgico v se colocardn en la autoclave
para su proceso a 1212C por 30 minutos.

Luego del proceso de autoclavado, los materiales de vidrio se lavardn y pasardn controles de calidad
para ser reutilizados. Con respecto al material descartable, al haber sido minimizado, tratado,
eliminando el riesgo significativo; se realiza su disposicion final como residuo sdlido municipal
segln Ley N2 27314, Ley General de Residuos Sdlidos. Titulo IV, Articulo 27, inciso 2, el cual dice:

“27.2 Lo prestocidn de servicios de residuos sdlidos por pequefios y microempresas estard
restringida o los residuos del dmbito de lo gestidn municipol, conforme a los disposiciones
reglamentarias que ol efecto se dicten paro promover su participacion”,

Lima, 31 de mayo del 2021

Direccion: Mz G Lote & Yilla San Camile. Pachacamac. Lima Co olar $99385647, Cormoo pacironioo: infofiscientificquality.org. o0 werw.scientificquality.ong



ANEXO 8

FOTOS

1. EQUIPOY MATERIALES

AUTOCLAVE

REGLA VERNIER




MICROPIPETA

2. AGAR SABORAUID, ACEITE DE OREGANO Y NISTATINA

Suspensién Oral
100.000 Ul/mL

1 mL equivale a 20 gotas
Agitese antes de usar




3. PREPARACION DE LAS DILUCUIONES Y HOMOGENIZADO

4.1 HOMOGENIZACION EN VORTEX DE LAS DILUCIONES

5. PREPARACION DEL AGAR SABORAUD EN PLACAS PETRI




6. COLONIAS AISLADAS DE CANDIDA ALBICANS EN PLACA DE AGAR SABOURAUD

7. DISCOS ANTIBIOGRAMA

w




8. CANDIDA ALBICANS EN PLACAS DE AGAR SABORAUD

Colocacidn del inoculo (0,1ml) de C. albicans Diseminacion con asa de Drigalsky del inoculo C .albicans en placas
en placas de agar Saboraud

9. COLOCACION DE LOS DISCOS ANTIBIOGRAMA EN LAS PLACAS DE CANDIDA ALBICANS CON
PINZA ESTERIL

10. COLOCACION DE 15ul DE ACEITE ESENCIAL Y NISTATINA EN DISCOS ANTIBIOGRAMA SEGUN
CORRESPONDA



11. INCUBACION DE LAS PLACAS CON C.ALBICANS Y DISCOS ANTIBIOGRMA CON SUSTANCIAS DE
PRUEBA.




12. RESULTADOS: MEDICION DE HALOS DE INHIBICION EN PLACAS PETRI CON REGLA
VERNIER

Antibiotico Nistatina a las 72horas Aceite de orégano al 25 % a las 72horas



Aceite de orégano al 50% a las 72horas Aceite de orégano al 75% a las 72horas

Aceite de orégano al 100% a las 72horas



13. PLACAS PETRI SENALIZADAS CON DILUCIONES DEL 25%, 50%, 75% Y 100% DE ACEITE
DE OREGANO.

14. TRATAMIENTO DE MATERIAL CONTAMINADO CON RIESGO BIOLOGICO. PREPARACION
PARA PROCESO DE AUTOCLAVADO
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