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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro, del extracto hidroalcohólico

de las hojas de Origanum vulgare L. (orégano) sobre Streptococcus mutans ATCC

25175.

Materiales y métodos: Investigación de tipo experimental, explicativo, prospectivo,

transversal, población de 10 kilos de hojas de Origanum vulgare L. (orégano) y cepa

de Streptococcus mutans ATCC 25175, por otro lado, la muestra estuvo constituida

por 2 kilos de hojas secas y la muestra biológica usada consistió de 10 placas Petri.

El procedimiento fitoquímico fue la marcha fitoquímica mediante reacciones de

coloración y precipitación y el método microbiológico usado fue el de difusión en

agar o Kirby-Bauer el cual requirió del uso de 10 repeticiones y estuvo constituida

por los grupos experimentales al 5 %, 25 %, 50 % y 90 %, el grupo control fue

Amoxicilina 25 µg y Dimetilsulfoxido (DMSO).

Resultados: Los metabolitos secundarios que se detectaron en la prueba del

tamizaje fitoquímico del extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum vulgare

L. (orégano) fueron los compuestos fenólicos, antocianinas, terpenos y esteroides,

alcaloides y lactonas α, β-insaturadas. Por otro lado, mediante la prueba de ANOVA

(p<0,05) y Tukey, se demostró como resultado una diferencia estadísticamente

significativa entre los grupos experimentales al 25 %, 50 % y 90 % comparado con

el control (DMSO) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Conclusión: El extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum vulgare L.

(orégano) presenta actividad antibacteriana frente a cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175.

Palabras clave: Origanum vulgare L.; antibacteriano; extracto hidroalcohólico
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ABSTRACT

Objective: To determine the antibacterial effect in vitro of the hydroalcoholic extract

of the leaves of Origanum, vulgare, L.  (Oregano) on Streptococcus mutans ATCC

25175.

Materials and methods: Experimental, explanatory, prospective, cross-sectional

research, population of 10 kilos of Leaves of Origanum vulgare (oregano) and strain

of Streptococcus mutans ATCC 25175, on the other hand, the sample consisted of

2 kg of dried leaves and the biological sample used were 10 Petri dishes. The

phytochemical procedure was the phytochemical march through coloration and

precipitation reactions and the microbiological method used was that of diffusion in

agar or Kirby-Bauer which required the use of 10 repetitions and was constituted of

the experimental groups at 5%, 25%, 50% and 90%, control group Amoxicillin 25 μg

and Dimethylsulfoxide (DMSO).

Results: The secondary metabolites that were detected in the phytochemical

screening test of the hydroalcoholic extract of the leaves of Origanum vulgare L.

(Oregano) were the phenolic compounds, anthocyanins; terpenes and steroids,

alkaloids and lactones α, β-unsaturated. On the other hand, by means of the ANOVA

test (p<0.05) and Tukey, a statistically significant difference between the

experimental groups was demonstrated at 25%, 50% and 90% compared to the

control (DMSO) compared to Streptococcus mutans ATCC 25175

Conclusion: The hydroalcoholic extract of the leaves of Origanum vulgare L.

(Oregano) has antibacterial activity against strains of Streptococcus mutans ATCC

25175.

Keywords: Origanum vulgare L.; antibacterial; hydroalcoholic extract
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I. INTRODUCCIÓN

La enfermedad bacteriana más común en los seres humanos son las caries

dentales1-3; siendo el Streptococcus mutans, el principal microorganismo

relacionado con dicha patología, visto como la especie más común en la placa

dentobacteriana4-6 llegando a ser una de las principales enfermedades según la

Organización mundial de la salud (OMS) a nivel, mundial, afectando cerca del 90

% de la población7-8.

Un estudio en China analizó la prevalencia y las causas que afectan a la caries

dental en los menores de edad preescolar, descubriendo que la tasa prevaleciente

de caries de un total de 2250 niños entre 3 a 5 años representando un 58,71 %, el

3,46 % se consideraron clínicamente graves9-11.

En África, se registró que la frecuencia de caries incrementó exponencialmente del

17,2 al 88,8 %, en la primera infancia del 3 % al 57 % presentando un alto índice

de recurrencia a las clínicas por riesgo de infección de caries12-14.

En Europa, en Reino Unido, en un hospital público especializado en salud dental,

se registraron datos de adolescentes de 12 y 15 años que presentaron una tasa de

(1,54 IC del 95 %: 1,30 – 1.77)6, por el contrario, los niños italianos, evidenciaron 2

y 2,5 veces mayor índice de infección por caries acudiendo con mayor frecuencia

a clínicas públicas15-16.

Por otro lado, en Estados Unidos aproximadamente el 23 % de los niños entre 2 a

5 años experimentaron los efectos nocivos de la caries dental8. Asimismo, el 10 %

de los niños tenían caries dentales no tratadas, evidenciando la existencia del dolor

dental, agujeros en los dientes y sangrado repentino al momento de ingerir algún

alimento17-19.

De igual importancia, el predominio en el continente Latinoamericano oscila entre

el 60 % y el 90 % de la población entre 5 y 17 años19. Tal como lo señala la

Organización panamericana de la salud (OPS)20-22.
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Una consecuencia importante de las caries dentales corresponde a la extensión en

otras capas de los dientes, causando contaminaciones, problemas para masticar y

perdida dental, debido a abscesos dentales23-25.

En México, el ritmo de los dientes cariados, extraídos y obstruidos en los niños de

2 a 4 años están con una proporción a incrementarse con la edad, los niños

preadolescentes evidenciaron un incremento del índice de dientes cariados26. Este

comportamiento se refleja también en Chile, en el año 2019, se reportó un registro

en niños menores de 2 años y que posteriormente incrementó considerablemente

en niños de 4 años27-28.

De igual importancia en el Perú, el (MINSA) demostró que los peruanos con un total

de 90,4 % carecen de caries dental y un 85 % posee infección periodontal,

demostrando que la inadecuada propensión a la limpieza bucal es la premisa

central de estos padecimientos en general29-30. Asimismo, en el plano nacional en

un hospital de Lambayeque se observó el predominio de la caries dental en

menores en el rango de los 6 y 7 años, indicando que el 23,64 % de menores

padecían esta afección y que no acudían con regularidad a clínicas públicas para

tratar la caries dental31. Por otro lado, en Lima, en un instituto médico se determinó

el grado de limpieza bucal en niños de 1 a 4 años, indicando que, solo el 36,8 % de

los pacientes evidenciaron un nivel de prevalencia bajo con respecto a las caries

dentales, sin embargo, el 63,2 % manifestó que la mala higiene bucal predominó

con un valor por encima del 50 %32. Por lo tanto, es de vital importancia realizar

investigaciones con productos naturales que sean alternativas terapéuticas frente

a esta infección que es de carácter mundial.

El recurso vegetal en investigación es el orégano, el cual es originario del

Mediterráneo de Europa, así mismo del sur y centro de Asia, desarrollado en las

zonas altoandinas, de Perú; las Verbenaceae, Lamiaceae y Asteraceae son las

familias más representativas por su importancia económica33. Algunas de las

particularidades naturales del orégano son: antimicrobiano, antioxidante

antigenotóxico, estrogénico34. Con la ayuda de los concentrados fluidos y los

aceites fundamentales, algunas investigaciones han distinguido las partes de

Origanum Vulgare L., estas mezclas son: Ácido ferúlico, vainillinico, rosmarínico,
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terpineno carvacrol, o-cumárico, r-cimenotimol, r-hidroxibenzoico, cafeico, β-

cariofileno, g-terpineno, Mirceno35.

Streptococcus mutans: Es una bacteria Gram positiva, destructiva y cambia el pH

salival, de 7 a 4.2 en 24 horas, es visto como un fermentador de la glucosa36. Esta

bacteria ha sido subclasificada en varios tipos según sus propiedades

inmunológicas, orgánicas y hereditarias37. Streptococcus mutans, presenta los

serotipos c, e, f y k; viven en el orificio bucal humano y se adhieren a la superficie

dental sólida y a las lesiones cariosas38.

Badekova Z, et al (2021), evaluó la actividad antibacteriana en la formulación de

gel en base a Origanum Vulgare en Asia. Obteniendo como resultado que el aceite

esencial del orégano reprimió el desarrollo de Streptococcus mutans en un 98 %.

Concluyendo que el gel que elaboraron puede estimarse como un gel anticaries por

su alta actividad antimicrobiana39.

Ulusoy N, et al (2019), evaluaron el movimiento antibacteriano de los dentífricos

caseros en base de las hierbas contra Streptococcus mutans. Hallando como

resultados que luego de añadir el aceite esencial de Origanum dubium, las pastas

dentales evidenciaron efecto antibacteriano. Concluyendo que las pastas dentales

en base a dicha especie botánica indican un efecto antibacteriano

considerablemente más alto frente a Streptococcus mutans40.

Schovelin A, et al (2018), analizaron el impacto antibacterial del Origanum vulgare

en varias fijaciones sobre el desarrollo in vitro de Streptococcus mutans. Los

resultados encontrados fueron negativos para las mezclas de orégano en 1 %, 5

%, y 10 % ya que no mostraban ninguna zona de inhibición bacteriana; así, los

resultados fueron positivos para las infusiones al 20 %, 40 %, 60 %, 80 % y 100 %.

Se concluye que el orégano obtiene un efecto antibacteriano del desarrollo de

Streptococcus mutans en concentraciones de infusión superiores al 20 %, podría

usarse como enjuague bucal alternativo, pasta de dientes o demás adyuvantes de

la limpieza bucal para prevenir la frecuencia de las caries41.

Vilca J, (2019), determinó el impacto antibacteriano, del aceite esencial in vitro del

orégano de Otuzco de Streptococcus mutans, ATCC 25175. Los resultados

señalaron que el aceite al 10 % y 25 % de concentración, indicaron un índice de
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inhibición estándar de 12,15 mm y 16,38 mm respectivamente, a diferencia del 50

% que expresó 20,00 mm. Concluyendo que el aceite esencial del orégano con un

50 % dispone de un impacto antibacteriano in vitro más prominente del

Streptococcus mutans a diferencia de las otras concentraciones del 10 % y 25 %42.

Vázquez J, (2019), evaluó el desarrollo antibacteriano in vitro del concentrado fluido

del orégano de acuerdo a los Streptococcus, mutans en tres únicas

concentraciones (10 %, 50%, 100%). Hallando como resultado que el extracto

líquido de Origanum Vulgare L en 10% y 50 % y 100 % evidenció una limitación de

inhibición estándar de 6,18, 7,81 y 8,63 mm respectivamente. Concluyendo que las

concentraciones empleadas, muestran actividad antibacteriana sobre

Streptococcus mutans43.

Albines W, (2020), identificó el impacto antibacteriano del Syzygium, aromaticum,

“clavo de olor” in vitro y, “orégano” contra el Streptococcus, Mutans, ATCC

25175.,Hallando como resultado que Syzygium aromaticum evidenció un índice de

inhibición estándar de 20.09 mm ± 1.87 mm, a diferencia del Origanum vulgare que

obtuvo el halo de inhibición promedio de 14,74 mm ± 0,41 mm. Concluyendo que

Syzygium aromaticum predominó con un índice promedio  en desemejanza del

Origanum vulgare quien obtuvo un menor promedio44.

El presente estudio se justifica en el aspecto teórico, ya que aporta información

actualizada sobre el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de

hojas de Origanum, vulgare, L. (orégano) sobre Streptococcus mutans ATCC

2517545.

En el ámbito práctico los resultados de este estudio servirán para que en un futuro

se puedan elaborar fármacos naturales, que contengan compuestos químicos

propios de esta planta para mitigar esta infección que afecta a nivel de la salud

pública46.

El objetivo general de la investigación será determinar el efecto antibacteriano in

vitro, del extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum vulgare L. (orégano)

sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
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La hipótesis general de la investigación fue:

El extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum vulgare L. (orégano) presenta

efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
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II. MATERIALES Y MÉTODOS

II.1. Enfoque y diseño de la investigación

Enfoque: Cuantitativa ya que los resultados se mostraron en datos numéricos47.

Experimental: Debido a que se manipuló la variable independiente para tener un

resultado sobre la variable dependiente48.

Explicativo: Se determinó y especificó las relaciones existentes entre las diferentes

variables que influyen en un fenómeno49.

Prospectivo: En el presente estudio se recolectaron datos del presente hacia

adelante49.

Transversal: Puesto que la información se recolectó en un momento y tiempo

determinado de la investigación49.

II.2. Población, muestra y muestreo

Población:

§ Vegetal: Se consideró 10 kilos de hojas de Origanum vulgare (orégano),

procedente de la región de Candarave en el departamento de Tacna, altura

de 3415 m.s.n.m. y coordenadas de 17°16’15’’S 70°15’06’’O.

§ Biológica: Corresponde a la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175,

la procedencia es de laboratorios Microbiologics ATCC, 200 Cooper Ave N,

St Cloud, MN 56303, Estados Unidos.

Muestra:

§ Vegetal: Constituida por 2 kg de hojas secas de Origanum vulgare L.

(orégano).

§ Biológica: Se consideraron a 10 placas Petri con medio de cultivo y cepa.
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Criterios de inclusión:

§ Hojas que tengan buen aspecto y sin lesiones.

Criterios exclusión:

§ Hojas en mal estado, rotas y con aspectos de deterioro.

Muestreo: El muestreo fue no probabilístico, debido a que la muestra no fue al azar

y se consideró criterios de inclusión y exclusión por parte de los investigadores.

II.3. Variables de investigación

Variable independiente: Extracto hidroalcohólico de hojas de Origanum vulgare L.

(orégano).

Definición conceptual: Mezcla compleja compuesta por metabolitos primarios y

secundarios extraídos con etanol.

Definición operacional: Se realizó la prueba de solubilidad con solventes de

diferente polaridad y el análisis fitoquímico respectivo.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans

ATCC 25175.

Definición conceptual: Aplicación terapéutica que posee una determinada sustancia

para causar lisis o detener el crecimiento de un agente bacteriano.

Definición operacional: La cepa de Streptococcus mutans, se procedió a sembrar

en placas Petri, junto con discos controles y experimentales a diversas

concentraciones (5 %, 25 %, 50% y 90 %) para luego realizar la medición de

diámetro inhibición (mm).

II.4. Técnicas e instrumentos para la recolección de datos

La técnica usada fue la observación y aplicación de procedimientos analíticos de

tipo fitoquímico y microbiológico denominado como método de difusión en agar en

disco o Kirby Bauer, en función a medición de halos de inhibición y catalogada

según la escala de Duraffourd.



8

El instrumento fue la ficha de observación de elaboración propia para el registro del

análisis microbiológico del extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum

vulgare L. (orégano).

II.5. Plan metodológico para la recolección de datos

Estuvo basado en el tipo de observación no participativa.

La recolección de las hojas de orégano se realizó mediante técnica manual,

utilizando los criterios de inclusión y exclusión, luego se guardaron en soportes de

cartón o madera para el transporte a la ciudad de Lima, posteriormente al

laboratorio de análisis biológico y microbiológico Santa Rosa, asimismo se llevó

para la identificación taxonómica correspondiente de la especie vegetal.

En las instalaciones del laboratorio de análisis biológico y microbiológico Santa

Rosa, las hojas se seleccionaron y luego pasaron por un proceso de desinfección

con hipoclorito de sodio 10 ppm durante 10 minutos, después se secó a

temperatura ambiente, y fue llevada a estufa a temperatura de 40 ºC para la

deshidratación50.

Posteriormente, las hojas se trituraron en un mortero hasta obtener un polvo

homogéneo, que fue llevado a un frasco ámbar de vidrio para la maceración,

utilizando etanol a 70 %, dicho proceso tuvo una duración de 5 días, después de la

maceración, el extracto fluido fue filtrado para luego ser llevado nuevamente a la

estufa a 40 ºC para la obtención del extracto seco.

Por otro lado, en el ensayo de solubilidad se agregó 0,5 g del extracto seco y 0,5

mL de solventes de naturaleza apolar y polar en el siguiente orden: Metanol,

diclorometano, butanol, etanol, agua destilada, cloroformo y éter de petróleo.

El estudio fitoquímico consistió en una reacción de coloración y precipitación según

el método descrito por Lock (2016). Para esta prueba se utilizaron los siguientes

reactivos: Borntrager, para hallar quinonas; tricloruro de hierro, para compuestos

fenólicos; Shinoda, para flavonoides; Hidróxido de sodio al 10 %, para antocianinas;

gelatina sal, para taninos; Dragendorff, Wagner y Mayer, para alcaloides; Baljet,

para Lactonas a, ß insaturadas, Liebermann - Burchard, para terpenos y esteroides;

y prueba de espuma para saponinas51
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La cepa que se utilizó fue Streptococcus Mutans ATCC 25175. La reacción de la

cepa fue mediante el uso del pellet que contiene la cepa liofilizada, el cual fue

disuelto con el líquido que proporcionó el fabricante, al instante de esta acción se

utilizó un hisopo estéril para embeberlo en la solución y homogenizarlo en Agar

sangre, finalmente se llevó a la incubadora a 37 °C por 24 horas.

● Sembrado de las Placas: La inoculación de la cepa, se llevó a cabo en

agar Mueller Hinton enriquecido con sangre para Streptococcus mutans,

sumergiendo un asa de siembra sobre el caldo que contuvo las cepas

bacterianas para luego inocular las placas en los medios de cultivo ya

mencionados.

● Preparación de los discos: Los discos se prepararon con una hoja filtrada

llamada Whatman N°1. En cada placa Petri inoculada, se puso los

posteriores discos de difusión:

- Grupo experimental 1: Extracto de Origanum vulgare L. (orégano) 5 %

- Grupo experimental 2: Extracto de Origanum vulgare L. (orégano) 25 %

- Grupo experimental 3: Extracto de Origanum vulgare L. (orégano) 50 %

- Grupo experimental 4: Extracto de Origanum vulgare L. (orégano) 90 %

- Grupo control: Amoxicilina 25 µg

- Grupo control: Dimetilsulfóxido (DMSO)

Posteriormente se procedió a incubar todas las placas, en la incubadora a 37 °C de

24 a 48 horas, y después se midió los halos de inhibición utilizando el vernier digital.

Cada diámetro obtenido de los halos de inhibición fue clasificado según la escala

de Duraffourd, la cual es utilizada para determinar cualitativamente el efecto

inhibitorio in vitro52.

- Sensibilidad nula (-): para un diámetro inferior a 8 mm.

- Sensibilidad (+): para un diámetro comprendido entre 8 a 14 mm.

- Muy sensible (++): para un diámetro entre 14 y 20 mm.

- Sumamente sensible (+++): para un diámetro superior a 20 mm.
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II.6. Procesamiento del análisis estadístico

La recolección de información se llevó a cabo en una ficha de observación y luego

analizado en un paquete estadístico de tipo SPSS versión 27, asimismo se aplicó

estadística descriptiva como medidas de tendencia central, como también

estadígrafos inferenciales como ANOVA y el test de Tukey53.

II.7. Aspectos éticos

Se consideró los siguientes principios bioéticos: autonomía, beneficencia, no

maleficencia y justicia, asimismo con los aspectos éticos de originalidad de

información e investigación54.
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III. RESULTADOS

Los análisis que se realizaron en la investigación para evaluar el efecto

antibacteriano in vitro, del extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum,

vulgare, L. (orégano) sobre Streptococcus, mutans ATCC 25175, fueron:

III1. Prueba de solubilidad

Tabla 1. Ensayo de solubilidad

-: Insoluble; +: Poco soluble; ++: Medianamente soluble; +++: Muy soluble

El extracto etanólico de las hojas de Origanum vulgare L. (orégano) fue muy soluble

en Dimetil sulfoxido, poco soluble en solventes como metanol y agua destilada e

insoluble para solventes apolares.

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
N° 1 Éter de petróleo -

N° 2 Diclorometano -

N° 3 Cloroformo -

N° 4 Butanol -

N° 5 Etanol 96 -

N° 6 Metanol +

N° 7 Agua destilada +

N° 8 Dimetil sulfoxido +++
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III.2. Tamizaje fitoquímico

Tabla 2. Tamizaje fitoquímico

(-): Ausencia; (+): Mínima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia

En la tabla 2 se puede observar abundante presencia en las pruebas de, Cloruro

férrico, Dragendorff y NaOH 10% hallándose lo siguiente: compuestos fenólicos,

alcaloides y antocianinas; mediana presencia en las pruebas de, Liebermann-

Burchard, Wagner y Baljet hallándose lo siguiente: terpenos y esteroides, alcaloides

y lactonas α,β-insaturadas; mínima presencia en las pruebas de, Borntrager, Mayer,

Gelatina, Gelatina-sal, Espuma y Shinoda hallándose lo siguiente: antraquinonas,

alcaloides, taninos, saponinas y flavonoides.

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO

N° 1 Borntrager Antraquinonas +

N° 2 Cloruro férrico Compuestos fenólicos +++

N° 3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides ++

N° 4 Dragendorff Alcaloides +++

N° 5 Mayer Alcaloides +

N° 6 Wagner Alcaloides ++

N° 7 Baljet Lactonas α,β-insaturadas ++

N° 8 Gelatina Taninos +

N° 9 Gelatina-sal Taninos +

N° 10 NaOH 10% Antocianinas +++

N° 11 Espuma Saponinas +

N° 12 Shinoda Flavonoides +
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III 3. Ensayo microbiológico

Tabla 3. Halos de inhibición de ensayo microbiológico en Streptococcus mutans

Microorganismo

Diámetros de inhibición en mm
90% 50% 25% 5% Amoxicilina

25 µg
DMSO

Streptococcus
mutans

ATCC 25175

10.95 8.75 7.30 6 35.38 6

10.92 8.77 7.33 6 35.39 6

10.94 8.76 7.32 6 35.38 6

10.95 8.76 7.30 6 35.40 6

10.93 8.75 7.33 6 35.37 6

10.95 8.74 7.31 6 35.38 6

10.91 8.76 7.30 6 35.36 6

10.93 8.75 7.34 6 35.38 6

10.95 8.78 7.36 6 35.39 6

10.94 8.76 7.32 6 35.38 6

Media 10.94 8.76 7.32 6 35.38 6

*Tamaño de discos: 6mm, por lo que al reportarse 6 mm es indicativo que no existe

formación halo de inhibición

*Concentración del inoculo: 1.5 x 108 UFC/mL

En la tabla 3 se evidencia los resultados del ensayo microbiológico in vitro. Esto

hace evidencia que el mayor halo de inhibición medio lo obtuvo el grupo Amoxicilina

25 µg con 35,38 mm frente a Streptococcus mutans. Sin embargo, el grupo

experimental al 90 % evidenció un halo de inhibición medio de 10,94 mm, seguido

de los extractos al 50, 25 y 5 % con halos de inhibición medios de 8,76; 7,32 y 6

mm respectivamente.
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Tabla 4.  Estadísticos descriptivos de los resultados del ensayo microbiológico

En la tabla 4 se evidencia la estadística descriptiva para las medidas de tendencia

central (media, mediana) y medidas de dispersión (rango, desviación estándar)

correspondientemente.

Tabla 5. Comparación de medias por el ANOVA

ANOVA
Suma de

cuadrados

gl Media

cuadrática

F Sig.

Streptococcus
mutans

Entre

grupos

6512,471 5 1302,494 9315853,035 ,000

Dentro de

grupos

,008 54 ,000

Total 6512,479 59

Descriptivos

Streptococcus
mutans

                                   Estadísticos
Media 12,3995
Mediana 8,0500
Moda 6,00
Desv. Desviación 10,50624
Varianza 110,381
Asimetría 1,728
Error estándar de asimetría ,309

Curtosis 1,202
Error estándar de curtosis ,608

Rango 29,40
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Se ejecutó un estadístico inferencial para determinar diferencia de medias mediante

el análisis de varianzas (ANOVA).

La tabla 5 muestra un valor de significancia asintótica bilateral menor al 0.05 para

los resultados del ensayo microbiológico in vitro con la cepa bacteriana

Streptococcus mutans. Esto es evidencia de que existe diferencia estadísticamente

significativa entre los halos de inhibición medio de todos los grupos en el ensayo

microbiológico según el estadístico ANOVA.

De igual importancia, para determinar si existen diferencias entre los halos de

inhibición medio entre los grupos mediante múltiples comparaciones se utilizó el

estadístico de Tukey.

La tabla 6 muestra que los valores de significancia asintótica bilateral son menores

al 0.05 en las comparaciones entre el grupo Amoxicilina frente a los grupos

experimentales que favorecen al grupo Amoxicilina. Esto es evidencia de que los

grupos experimentales al 5 %, 25 %, 50 % y 90 % no superan el efecto inhibidor de

la Amoxicilina frente a la cepa Streptococcus.mutans.

Por otro lado, se muestra que el valor de la significancia asintótica bilateral es mayor

al 0.05 en la comparación entre el grupo experimental al 5 % y el grupo (DMSO) en

el ensayo microbiológico con la cepa bacteriana Streptococcus.mutans. Esto es

evidencia de que no existe diferencias estadísticamente significativas entre el grupo

al 5 % de experimentación y el control, evidenciando de que no existe actividad en

el grupo al 5 %. Sin embargo, los valores de la significancia asintótica bilateral son

menores al 0.05 entre los grupos experimentales al 25 %, 50 % y 90% en la

comparación con el grupo (DMSO). Esto es evidencia de que si existen diferencias

estadísticamente significativas entre los grupos experimentales y el grupo DMSO.
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Tabla 6. Comparaciones múltiples por la prueba de Tukey

HSD Tukey

(I) Grupo (J) Grupo
Diferencia
de medias

(I-J)

Desv.
Error

Sig.

Intervalo de confianza al
95%

Límite
inferior

Límite
superior

Streptococcus
mutans

Amoxicilina

DMSO 29,38100* ,00529 ,000 29,3654 29,3966

5 % 29,38100* ,00529 ,000 29,3654 29,3966

25 % 28,06000* ,00529 ,000 28,0444 28,0756

50% 26,62300* ,00529 ,000 26,6074 26,6386

90% 24,44400* ,00529 ,000 24,4284 24,4596

DMSO

Amoxicilina -29,38100* ,00529 ,000 -29,3966 -29,3654

5 % ,00000 ,00529 1,000 -,0156 ,0156

25 % -1,32100* ,00529 ,000 -1,3366 -1,3054

50% -2,75800* ,00529 ,000 -2,7736 -2,7424

90% -4,93700* ,00529 ,000 -4,9526 -4,9214

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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IV. DISCUSIÓN

En el presente estudio del extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum

vulgare, L. (orégano), el primer ensayo fue la prueba de solubilidad, los resultados

mostraron que el extracto hidroalcohólico de orégano fue muy soluble en

dimetilsulfóxido, y poco soluble en metanol y agua destilada. Por ser de naturaleza

oleosa, el extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum vulgare, L. (orégano)

presentó mayor afinidad por el dimetilsulfóxido, el cual es un solvente muy

apropiado para esta clase de agentes insolubles en agua y que además presenta

propiedades biológicas aún no estudiadas que podrían colocarlo como un

disolvente adecuado para infiltrar fármacos que actúen directamente a nivel de la

matriz extracelular. De igual importancia el DMSO (dimetilsulfóxido) es una

molécula anfipática con un dominio altamente polar y dos grupos metilo apolares,

por lo que es soluble tanto en los medios acuosos como en los orgánicos.

Por otro lado, respecto al ensayo del tamizaje fitoquímico fueron los compuestos

fenólicos, alcaloides y antocianinas, los de mayor presencia; empleando según el

método Olga Lock, metabolitos responsables de las actividades biológicas.

Asimismo, el presente estudio coincide con la investigación de Peralta Y. (2018)

quien realizó el tamizaje fitoquímico de extractos de Origanum vulgare L. (orégano),

mostrando resultados positivos para compuestos fenólicos, flavonoides, cumarinas,

quinonas, terpenos y esteroides55. Esto demuestra que a pesar de ser muestras de

diferentes lugares, tienen una composición fitoquímica similar.

De igual importancia, también coincide con el estudio de Gavilanez S. (2020) quien

realizó el perfil fitoquímico del orégano, demostrando la presencia de flavonoides,

triterpenos, quinonas, saponinas, alcaloides, azúcares reductores, compuestos

fenólicos en mayor proporción56. Estos hallazgos son fundamentales para la

relación de los metabolitos presentes en Origanum vulgare L. y sus aplicaciones

biológicas con fines medicinales en beneficio de la población.

Por otro lado, respecto al ensayo microbiológico para evaluar el impacto

antibacteriano in vitro, del extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum

vulgare, L. (orégano) a las concentraciones del 25 %, 50 % y 90 % frente a cepas
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de Streptococcus mutans ATCC 25175, evidenció que el extracto al 90 % generó

un halo de inhibición medio de 10,94 mm, seguido de los extractos al 50 % y 25 %

con halos de inhibición medios de 8,76 mm y 7,32 mm respectivamente. Además,

se evidenció que los 3 grupos experimentales presentaron diferencias

estadísticamente significativas (p<0.05) por las pruebas estadísticas de ANOVA y

Tukey, y según la escala de Duraffourd esta cepa bacteriana es sensible sólo para

el extracto al 50 % y 90 %.

De igual importancia coincide con el estudio de Vázquez J, (2019), quien evaluó el

desarrollo antibacteriano in vitro del extracto líquido de Origanum Vulgare L. frente

a Streptococcus mutans a concentraciones de 10 %, 50 % y 100%, hallando

actividad antibacteriana43. Asimismo, coincide con la investigación de Schovelin A,

et al (2018), quienes analizaron el impacto antibacterial del Origanum vulgare L.

frente a Streptococcus mutans, demostrando que el Origanum vulgare L. presenta

actividad antibacteriana a concentraciones mayores de 20 % y con futuras

aplicaciones en enjuague bucal, pasta de dientes o demás adyuvantes de la

limpieza bucal para prevenir la frecuencia de las caries41.

Finalmente coincide con el estudio de Badekova Z, et al (2021), quienes evaluaron

la actividad antibacteriana de una formulación gel en base a Origanum Vulgare,

obteniendo resultados prometedores y eficaces frente a Streptococcus mutans que

se caracteriza por ser un agente bacteriano relacionado con las caries e infecciones

periodontales39.

El orégano es una especie vegetal de fácil alcance, económico y sobre todo queda

demostrado sus propiedades antibacterianas, es por ello que se convierte como

alternativa natural frente a infecciones dentales que aqueja a la población peruana

que no son principalmente pacientes asiduos de las consultas odontológicas.
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IV.1. Conclusiones

· El extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum vulgare, L. (orégano)

presenta actividad antibacteriana frente a cepas de Streptococcus mutans

ATCC 25175.

● Los metabolitos secundarios que se detectaron en la prueba de tamizaje

fitoquímico del extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum vulgare L.

(orégano) responsables de la actividad antibacteriana, fueron los

compuestos fenólicos, antocianinas y alcaloides.

● La concentración que presenta efecto antibacteriano in vitro frente a

Streptococcus mutans ATCC 25175 fue del 25 %, 50 % y 90 % del extracto

hidroalcohólico de las hojas de Origanum vulgare L. (orégano).

● El extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum vulgare L. (orégano) al

5 %, 25 %, 50 % y 90 % no superan el efecto inhibidor de la Amoxicilina 25

µg frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
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IV.2. Recomendaciones

● Realizar estudios comparativos antimicrobianos del Origanum vulgare, L.

(orégano) de diferentes lugares de recolección del Perú, para evaluar el

mejor estudio.

● Iniciar estudios antimicrobianos con las flores, raíz y tallo del Origanum

vulgare, L. (orégano).

● Proponer diferentes técnicas microbiológicas con Origanum vulgare L.

(orégano) para evaluar los mejores resultados.

● Realizar formulaciones a base de orégano y contrastar su capacidad

antibacteriana.
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ANEXO A
Tabla A: Marcha fitoquímica del extracto hidroalcohólico

IDENTIFICACIÓN DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos

secundarios
Reactivos Resultado

Quinonas Borntrager

Compuestos fenólicos FeCl3

Flavonoides Shinoda

Antocianinas NaOH 10 %

Taninos Gelatina

Taninos Gelatina Sal

Alcaloides Dragendorff

Alcaloides Wagner

Alcaloides Mayer

Triterpenos y
Esteroides

Liebermann Burchard

Lactonas α, β
insaturadas

Baljet

Saponinas Espuma

Donde:
(-) Ausente

(+) Escaso

(++) Leve

(+++) Moderado

 (++++) Abundante
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Tabla B: De recolección de datos de la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohólico

CEPAS Streptococcus mutans ATCC 25175

Concentración
del extracto

hidroalcohólico

(%)

Halos de inhibición (mm)

N X

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

90

50

25

5

n: número de ensayos microbiológicos
X: promedio
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ANEXO B: Matriz de consistencia
Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de las hojas de Origanum vulgare L. (Orégano) sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175

PROBLEMA GENERAL OBJETIVOS GENERAL HIPÓTESIS GENERAL OPERACIONALIZACIÓN DE VARIABLES
¿Cuál es el efecto antibacteriano
in vitro del extracto
hidroalcohólico de las hojas de
Origanum vulgare L. (Orégano)
sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175?

Determinar el efecto antibacteriano
in vitro, del extracto hidroalcohólico
de las hojas de Origanum, vulgare,
L. (Orégano) sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175.

El extracto hidroalcohólico de
hojas de Origanum vulgare L.
(Orégano) presenta efecto
antibacteriano in vitro sobre
Streptococcus mutans ATCC
25175

V1. DIMENSIÓN INDICADORES

Extracto
hidroalcohólico

de Origanum
vulgare L.
(Orégano)

Fito      Fitoquímico

Concentraciones al
5  %,  25  %,  50%  y
100 %

Prueba de solubilidad

Identificación de
metabolitos secundarios

Reacciones químicas de
precipitación y
coloración.

PROBLEMAS
ESPECÍFICOS OBJETIVOS ESPECÍFICOS HIPÓTESIS

ESPECÍFICAS

P.E.1: ¿Qué metabolitos
secundarios tiene el extracto
hidroalcohólico de las hojas de
Origanum vulgare L. (Orégano)?
P.E.2: ¿Cuál es la concentración
del extracto hidroalcohólico de
las hojas de Origanum vulgare L.
(Orégano) que posee efecto
antibacteriano in vitro sobre
Streptococcus mutans ATCC
25175?
P.E.3: ¿Cuál es el efecto
antibacteriano in vitro del
extracto hidroalcohólico de las
hojas de Origanum vulgare L.
(Orégano) en comparación con
amoxicilina 25 µg sobre
Streptococcus mutans ATCC
25175?

O.E.1: Detectar los metabolitos
secundarios que tiene el extracto
hidroalcohólico de las hojas de
Origanum vulgare L. (Orégano)

O.E.2: Precisar la concentración del
extracto hidroalcohólico de las hojas
de Origanum vulgare L. (Orégano)
que posee efecto antibacteriano in
vitro sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175

O.E.3: Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto
hidroalcohólico de las hojas de
Origanum vulgare L. (Orégano) en
comparación con amoxicilina 25 µg
sobre Streptococcus mutans ATCC
25175

H.E.1: El extracto
hidroalcohólico de las hojas de
Origanum vulgare L. (Orégano)
tiene metabolitos secundarios
H.E.2:El extracto hidroalcohólico
de las hojas de Origanum
vulgare L. (orégano) presenta
concentraciones que poseen
efecto antibacteriano in vitro
sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175.
H.E.3: El extracto
hidroalcohólico de las hojas de
Origanum vulgare (orégano)
tiene efecto antibacteriano in
vitro en comparación con
amoxicilina 25 µg sobre
Streptococcus mutans.

V2. DIMENSIÓN INDICADORES

Efecto
antimicrobiano in

vitro sobre
Streptococcus
mutans ATCC

25175

Microbiológico. Medición del diámetro de
inhibición (halos de

inhibición).
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ANEXO C. Operacionalización de las variables

VARIABLES Tipo de
variable

DEFINICIÓN
CONCEPTUAL

DEFINICIÓN
OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES

N°
ITEM

VALOR
FINAL CRITERIOS

VARIABLE
INDEPENDIENTE

Extracto
hidroalcohólico de
las hojas de
Origanum vulgare
(Orégano)

Cualitativo y
Longitudinal

Mezcla compleja
compuesta por
metabolitos primarios
y secundarios
extraídos con etanol

Se realizará la prueba de
solubilidad con solventes
de diferente polaridad y el
análisis fitoquímico
respectivo

Fitoquímico

Concentraciones

Pruebas de
solubilidad

Identificación de
metabolitos
secundarios

Reacciones
químicas de
precipitación y
coloración

14 (-) Ausente

(+) Escaso

(++) Leve

(+++)
Moderado

(++++)
Abundante

Rango de
presencia o
ausencia

VARIABLE
DEPENDIENTES

Efecto
antibacteriano in
vitro sobre
streptococcus
mutans

Cuantitativo y
Longitudinal

Aplicación
terapéutica que
posee una
determinada
sustancia para
causar lisis o detener
el crecimiento de un
agente bacteriano

La cepa de Streptococcus
mutans, se procederá a
sembrar en placas Petri,
junto con discos controles
y experimentales a
diversas concentraciones
(5 %, 25 %, 50% y 90 %)
para luego realizar la
medición de diámetro
inhibición (mm).

Microbiológico

Medición de
diámetro
inhibición (mm) al
5 %, 25 %, 50 %
y 90 %

10 6 mm: nulo

8 – 14 mm:
Sensibilidad
límite

14 – 20 mm:
Medio

<20 mm:
Muy
sensible

Evidencia de
inhibición de
crecimiento
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ANEXO D. Certificado Taxonómico
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ANEXO E. Informe de análisis de laboratorio
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ANEXO F. Certificado de Agar Mueller Hinton
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ANEXO G. Certificado de análisis de Cepa Streptococcus mutans
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ANEXO H. Evidencias fotográficas

FIGURA 1.

Selección de la muestra

FIGURA 2.

Procedimiento de lavado de muestra
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FIGURA 3

Procedimiento de secado de la muestra

FIGURA 4

Procedimiento de molienda de la muestra
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FIGURA 5

Preparación del macerado del extracto etanólico

FIGURA 6

Procedimiento de filtración del macerado del extracto etanólico
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FIGURA 7

Obtención del extracto seco

FIGURA 8

Preparación de medio de cultivo
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FIGURA 9

Activación de la cepa

FIGURA 10

Inoculación de las placas
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FIGURA 11

Preparación de los discos de sensibilidad

FIGURA 12

Colocación de discos



44

FIGURA 13

Incubación

FIGURA 14

Lectura de resultados


