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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro, del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Origanum vulgare L. (orégano) sobre Streptococcus mutans ATCC
25175.

Materiales y métodos: Investigacion de tipo experimental, explicativo, prospectivo,
transversal, poblacion 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 biol6gica usada consistié de 10 placas Petri.
El procedimiento fitoquimico fue la marcha fitoquimica mediante reacciones de
coloracion y precipitacion y el método microbiolégico usado fue el de difusion en
agar o Kirby-Bauer el cual requirié del uso de 10 repeticiones y estuvo constituida
por los grupos experimentales al 5 %, 25 %, 50 % y 90 %, el grupo control fue
Amoxicilina 25 pg y Dimetilsulfoxido (DMSO).

Resultados: Los metabolitos secundarios que se detectaron en la prueba del
tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Origanum vulgare
L. (orégano) fueron los compuestos fendlicos, antocianinas, terpenos y esteroides,
alcaloides y lactonas q, B-insaturadas. Por otro lado, mediante la prueba de ANOVA
(p<0,05) y Tukey, se demostré como resultado una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos experimentales al 25 %, 50 % y 90 % comparado con
el control (DMSO) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Conclusion: El extracto hidroalcohdlico 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 hidroalcohodlico
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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 pg
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 a, B-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



|. INTRODUCCION

La enfermedad bacteriana mas comun en los seres humanos son las caries
dentales!; siendo el Streptococcus mutans, el principal microorganismo
relacionado con dicha patologia, visto como la especie mas comun en la placa
dentobacteriana*® llegando a ser una de las principales enfermedades seguln la
Organizacion mundial de la salud (OMS) a nivel mundial, afectando cerca del 90

% de la poblacién’8,

Un estudio en China analiz6 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 nifios entre 3 a 5 afios representando un 58,71 %, el

3,46 % se consideraron clinicamente graves®:,

En Africa, se registré que la frecuencia de caries incremento6 exponencialmente del
17,2 al 88,8 %, en la primera infancia del 3 % al 57 % presentando un alto indice

de recurrencia a las clinicas por riesgo de infeccion de caries!?4,

En Europa, en Reino Unido, en un hospital publico especializado en salud dental,
se registraron datos de adolescentes de 12 y 15 afios que presentaron una tasa de
(1,54 IC del 95 %: 1,30 — 1.77)®, por el contrario, los nifios italianos, evidenciaron 2
y 2,5 veces mayor indice de infeccion por caries acudiendo con mayor frecuencia

a clinicas publicas®®1®,

Por otro lado, en Estados Unidos aproximadamente el 23 % de los nifios entre 2 a
5 afios experimentaron los efectos nocivos de la caries dental®. Asimismo, el 10 %
de los nifios tenian caries dentales no tratadas, evidenciando la existencia del dolor
dental, agujeros en los dientes y sangrado repentino al momento de ingerir algin

alimentol’-19,

De igual importancia, el predominio en el continente Latinoamericano oscila entre
el 60 % y el 90 % de la poblacién entre 5y 17 afios'®. Tal como lo sefiala la

Organizacién panamericana de la salud (OPS)%0-22,



Una consecuencia importante de las caries dentales corresponde a la extension en
otras capas de los dientes, causando contaminaciones, problemas para masticar y

perdida dental, debido a abscesos dentales?3-25,

En México, el ritmo de los dientes cariados, extraidos y obstruidos en los nifios de
2 a 4 afos estan con una proporcidon a incrementarse con la edad, los nifios
preadolescentes evidenciaron un incremento del indice de dientes cariados?®. Este
comportamiento se refleja también en Chile, en el afio 2019, se reportd un registro
en niflos menores de 2 afios y que posteriormente incrementé considerablemente

en nifios de 4 afios?’-28,

De igual importancia en el Peru, el (MINSA) demostrd que los peruanos con un total
de 90,4 % carecen de caries dental y un 85 % posee infeccién periodontal,
demostrando que la inadecuada propensiéon a la limpieza bucal es la premisa
central de estos padecimientos en general?®-3°, Asimismo, en el plano nacional en
un hospital de Lambayeque se observé el predominio de la caries dental en
menores en el rango de los 6 y 7 afios, indicando que el 23,64 % de menores
padecian esta afeccion y que no acudian con regularidad a clinicas publicas para
tratar la caries dental®. Por otro lado, en Lima, en un instituto médico se determiné
el grado de limpieza bucal en nifios de 1 a 4 afos, 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 % manifestd que la mala higiene bucal predominé
con un valor por encima del 50 %3%2. Por lo tanto, es de vital importancia realizar
investigaciones con productos naturales que sean alternativas terapéuticas frente

a esta infeccion que es de caracter mundial.

El recurso vegetal en investigacion es el orégano, el cual es originario del
Mediterraneo de Europa, asi mismo del sur y centro de Asia, desarrollado en las
zonas altoandinas de Peru; las Verbenaceae, Lamiaceae y Asteraceae son las
familias mas representativas por su importancia econémica®3. Algunas de las
particularidades naturales del orégano son: antimicrobiano, antioxidante
antigenotdxico, estrogénico®*. Con la ayuda de los concentrados fluidos y los
aceites fundamentales, algunas investigaciones han distinguido las partes de

Origanum Vulgare L., estas mezclas son: Acido ferulico, vainillinico, rosmarinico,



terpineno carvacrol, o-cumarico, r-cimenotimol, r-hidroxibenzoico, cafeico, B-

cariofileno, g-terpineno, Mirceno.

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 glucosa®. Esta
bacteria ha sido subclasificada en varios tipos segun sus propiedades
inmunoldégicas, organicas y hereditarias®’. Streptococcus mutans, presenta los
serotipos ¢, e, fy k; viven en el orificio bucal humano y se adhieren a la superficie
dental sélida y a las lesiones cariosas®.

Badekova Z, et al (2021), evalué la actividad antibacteriana en la formulacion de
gel en base a Origanum Vulgare en Asia. Obteniendo como resultado que el aceite
esencial del orégano reprimi6 el desarrollo de Streptococcus mutans en un 98 %.
Concluyendo que el gel que elaboraron puede estimarse como un gel anticaries por

su alta actividad antimicrobiana3?.

Ulusoy N, et al (2019), evaluaron el movimiento antibacteriano de los dentifricos
caseros en base de las hierbas contra Streptococcus mutans. Hallando como
resultados que luego de anadir el aceite esencial de Origanum dubium, las pastas
dentales evidenciaron efecto antibacteriano. Concluyendo que las pastas dentales
en base a dicha especie botanica indican un efecto antibacteriano

considerablemente mas alto frente a Streptococcus mutans.

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 inhibicion bacteriana; asi, 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 infusion superiores al 20 %, podria
usarse como enjuague bucal alternativo, pasta de dientes o demas adyuvantes de

la limpieza bucal para prevenir la frecuencia de las caries*!.

Vilca J, (2019), determiné el impacto antibacteriano del aceite esencial in vitro del
orégano de Otuzco de Streptococcus mutans ATCC 25175. Los resultados

sefalaron que el aceite al 10 % y 25 % de concentracién, indicaron un indice de
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inhibicion estandar de 12,15 mm y 16,38 mm respectivamente, a diferencia del 50
% que expreso 20,00 mm. Concluyendo que el aceite esencial del orégano con un
50 % dispone de un impacto antibacteriano in vitro mas prominente del

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

Vazquez J, (2019), evalud el desarrollo antibacteriano in vitro del concentrado fluido
del orégano de acuerdo a los Streptococcus mutans en tres Udnicas
concentraciones (10 %, 50%, 100%). Hallando como resultado que el extracto
liguido de Origanum Vulgare L en 10% y 50 % y 100 % evidencio una limitacion de
inhibicion estandar de 6,18, 7,81 y 8,63 mm respectivamente. Concluyendo que las
concentraciones empleadas, muestran actividad antibacteriana sobre

Streptococcus mutans*3,

Albines W, (2020), identificd 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 evidencio un indice de
inhibicion estandar de 20.09 mm + 1.87 mm, a diferencia del Origanum vulgare que
obtuvo el halo de inhibiciébn promedio de 14,74 mm + 0,41 mm. Concluyendo que
Syzygium aromaticum predomind con un indice promedio en desemejanza del

Origanum vulgare quien obtuvo un menor promedio**.

El presente estudio se justifica en el aspecto tedrico, ya que aporta informacion
actualizada sobre el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Origanum vulgare L. (orégano) sobre Streptococcus mutans ATCC
25175%,

En el &mbito practico los resultados de este estudio serviran para que en un futuro
se puedan elaborar farmacos naturales, que contengan compuestos quimicos
propios de esta planta para mitigar esta infeccion que afecta a nivel de la salud

publica’®.

El objetivo general de la investigacion sera determinar el efecto antibacteriano in
vitro, del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Origanum vulgare L. (orégano)
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.



La hipdtesis general de la investigacion fue:

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

efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.



ll. MATERIALES Y METODOS

II.1. Enfoquey disefio de lainvestigacion
Enfoque: Cuantitativa ya que los resultados se mostraron en datos numéricos?*’.

Experimental: Debido a que se manipuld la variable independiente para tener un
resultado sobre la variable dependiente®.

Explicativo: Se determind y especifico las relaciones existentes entre las diferentes

variables que influyen en un fenémeno*°.

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

adelante??.

Transversal: Puesto que la informacion se recolectdé en un momento y tiempo

determinado de la investigacion“®.
II.2. Poblacién, muestray muestreo
Poblacion:

Vegetal: Se consideré 10 kilos de hojas de Origanum vulgare (orégano),
procedente de la region de Candarave en el departamento de Tacna, altura
de 3415 m.s.n.m. y coordenadas de 17°16'15"S 70°15'06" 0.

= Biolbgica: 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).

= Bioldgica: Se consideraron a 10 placas Petri con medio de cultivo y cepa.



Criterios de inclusion:

» Hojas que tengan buen aspecto y sin lesiones.
Criterios exclusion:

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

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

y se considero criterios de inclusion y exclusion por parte de los investigadores.

[I.3. Variables de investigacion

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

(orégano).

Definicién _conceptual: Mezcla compleja compuesta por metabolitos primarios y

secundarios extraidos con etanol.

Definicidn operacional: Se realizé la prueba de solubilidad con solventes de

diferente polaridad y el andlisis fitoquimico respectivo.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Definicidn conceptual: Aplicacion terapéutica que posee una determinada sustancia

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

Definicidon operacional: La cepa de Streptococcus mutans, se procedié a sembrar

en placas Petri, junto con discos controles y experimentales a diversas
concentraciones (5 %, 25 %, 50% y 90 %) para luego realizar la medicion de

diametro inhibicion (mm).
Il.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

La técnica usada fue la observacién y aplicacion de procedimientos analiticos de
tipo fitoquimico y microbiol6gico denominado como método de difusion en agar en
disco o Kirby Bauer, en funcién a medicién de halos de inhibicién y catalogada

segun la escala de Duraffourd.



El instrumento fue la ficha de observacion de elaboracion propia para el registro del
analisis microbiologico del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Origanum

vulgare L. (orégano).
II.5. Plan metodolégico para larecoleccion de datos
Estuvo basado en el tipo de observacion no participativa.

La recoleccion de las hojas de orégano se realizO mediante técnica manual,
utilizando los criterios de inclusién y exclusion, luego se guardaron en soportes de
cartbn o madera para el transporte a la ciudad de Lima, posteriormente al
laboratorio de analisis bioldgico y microbiolégico Santa Rosa, asimismo se llevo

para la identificacion taxondmica correspondiente de la especie vegetal.

En las instalaciones del laboratorio de analisis bioldgico y microbiolégico Santa
Rosa, las hojas se seleccionaron y luego pasaron por un proceso de desinfeccion
con hipoclorito de sodio 10 ppm durante 10 minutos, después se secO a
temperatura ambiente, y fue llevada a estufa a temperatura de 40 °C para la

deshidratacion®°.

Posteriormente, las hojas se trituraron en un mortero hasta obtener un polvo
homogéneo, que fue llevado a un frasco ambar de vidrio para la maceracion,
utilizando etanol a 70 %, dicho proceso tuvo una duracion de 5 dias, después de la
maceracion, el extracto fluido fue filtrado para luego ser llevado nuevamente a la

estufa a 40 °C para la obtencién del extracto seco.

Por otro lado, en el ensayo de solubilidad se agrego 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 petroleo.

El estudio fitoquimico consistidé en una reaccion de coloracién y precipitacién segun
el método descrito por Lock (2016). Para esta prueba se utilizaron los siguientes
reactivos: Borntrager, para hallar quinonas; tricloruro de hierro, para compuestos
fendlicos; Shinoda, para flavonoides; Hidroxido de sodio al 10 %, para antocianinas;
gelatina sal, para taninos; Dragendorff, Wagner y Mayer, para alcaloides; Baljet,
para Lactonas a, 3 insaturadas, Liebermann - Burchard, para terpenos y esteroides;

y prueba de espuma para saponinas®!



La cepa que se utilizo fue Streptococcus Mutans ATCC 25175. La reaccion de la
cepa fue mediante el uso del pellet que contiene la cepa liofilizada, el cual fue
disuelto con el liquido que proporcioné el fabricante, al instante de esta accion se
utilizé un hisopo estéril para embeberlo en la solucién y homogenizarlo en Agar

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

e Sembrado de las Placas: La inoculacion de la cepa, se llevo 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.

e Preparacion 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 difusion:

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 ug
Grupo control: Dimetilsulféxido (DMSO)

Posteriormente se procedi6 a incubar todas las placas, en la incubadora a 37 °C de

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

Cada diametro obtenido de los halos de inhibicion fue clasificado segun la escala
de Duraffourd, la cual es utilizada para determinar cualitativamente el efecto

inhibitorio in vitro®2.

- Sensibilidad nula (-): para un diametro inferior a 8 mm.
- Sensibilidad (+): para un didmetro comprendido entre 8 a 14 mm.
- Muy sensible (++): para un didmetro entre 14y 20 mm.

- Sumamente sensible (+++): para un diametro superior a 20 mm.



[1.6. Procesamiento del analisis estadistico

La recoleccion de informacion se llevo a cabo en una ficha de observacion y luego
analizado en un paquete estadistico de tipo SPSS version 27, asimismo se aplico
estadistica descriptiva como medidas de tendencia central, como también

estadigrafos inferenciales como ANOVA y el test de Tukey®3.
II.7. Aspectos éticos

Se considerd los siguientes principios bioéticos: autonomia, beneficencia, no
maleficencia y justicia, asimismo con los aspectos éticos de originalidad de

informacioén e investigacion®4.
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. RESULTADOS

Los andlisis que se realizaron en la investigacion para evaluar el efecto
antibacteriano in vitro, del extracto hidroalcoholico de las hojas de Origanum,

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

I1I11. Prueba de solubilidad

Tabla 1. Ensayo de solubilidad

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
N°1 Eter de petrdleo -

N° 2 Diclorometano -

N° 3 Cloroformo -
N° 4 Butanol -
N° 5 Etanol 96 -
N° 6 Metanol +
N°7  Agua destilada +
N° 8  Dimetil sulfoxido +++

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

El extracto etandlico 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.
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[1l.2. Tamizaje fitoquimico

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico
TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
N° 1 Borntrager Antraquinonas +
N° 2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos +++
N° 3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides ++
N° 4 Dragendorff Alcaloides +++
N° 5 Mayer Alcaloides +
N° 6 Wagner Alcaloides ++
N° 7 Baljet Lactonas a,B-insaturadas ++
N° 8 Gelatina Taninos +
N° 9 Gelatina-sal Taninos +
N° 10 NaOH 10% Antocianinas +++
N° 11 Espuma Saponinas +
N° 12 Shinoda Flavonoides +

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

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

férrico, Dragendorff y NaOH 10% hallandose lo siguiente: compuestos fendlicos,

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

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

y lactonas a,B-insaturadas; minima presencia en las pruebas de, Borntrager, Mayer,

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

alcaloides, taninos, saponinas y flavonoides.
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[l 3. Ensayo microbioldgico

Tabla 3. Halos de inhibicion de ensayo microbiolégico en Streptococcus mutans

Diametros de inhibicién en mm

Microorganismo 90% 50% 25% 5% Amoxicilina DMSO
25 ug
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
Streptococcus 10.93 8.75 7.33 6 35.37 6
mutans 10.95 8.74 7.31 6 35.38 6
ATCC 25175 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

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

formacién halo de inhibicién

*Concentracion del inoculo: 1.5 x 108 UFC/mL

En la tabla 3 se evidencia los resultados del ensayo microbiologico in vitro. Esto
hace evidencia que el mayor halo de inhibicion medio lo obtuvo el grupo Amoxicilina
25 ug con 35,38 mm frente a Streptococcus mutans. Sin embargo, el grupo
experimental al 90 % evidencio un halo de inhibicion medio de 10,94 mm, seguido
de los extractos al 50, 25 y 5 % con halos de inhibicion medios de 8,76; 7,32y 6

mm respectivamente.
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Tabla 4. Estadisticos descriptivos de los resultados del ensayo microbiolégico

Descriptivos

Estadisticos

Media 12,3995
Mediana 8,0500
Moda 6,00
Desv. Desviacion 10,50624
Varianza 110,381
Streptococcus  Asimetria 1,728
mutans Error estandar de asimetria ,309
Curtosis 1,202
Error estandar de curtosis ,608
Rango 29,40

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

central (media, mediana) y medidas de dispersion (rango, desviacion estandar)

correspondientemente.

Tabla 5. Comparacion de medias por el ANOVA

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Streptococcus Entre 6512,471 5 1302,494 9315853,035 ,000
mutans grupos
Dentro de ,008 54 ,000
grupos
Total 6512,479 59
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Se ejecuto un estadistico inferencial para determinar diferencia de medias mediante

el andlisis de varianzas (ANOVA).

La tabla 5 muestra un valor de significancia asintotica bilateral menor al 0.05 para
los resultados del ensayo microbiolégico in vitro con la cepa bacteriana
Streptococcus mutans. Esto es evidencia de que existe diferencia estadisticamente
significativa entre los halos de inhibicion medio de todos los grupos en el ensayo

microbiolégico segun el estadistico ANOVA.

De igual importancia, para determinar si existen diferencias entre los halos de
inhibicibn medio entre los grupos mediante multiples comparaciones se utilizé el

estadistico de Tukey.

La tabla 6 muestra que los valores de significancia asintética 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 asintotica bilateral es mayor
al 0.05 en la comparacion entre el grupo experimental al 5 % y el grupo (DMSO) en
el ensayo microbioldgico con la cepa bacteriana Streptococcus.mutans. Esto es
evidencia de que no existe diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
al 5 % de experimentacion y el control, evidenciando de que no existe actividad en
el grupo al 5 %. Sin embargo, los valores de la significancia asintética bilateral son
menores al 0.05 entre los grupos experimentales al 25 %, 50 % y 90% en la
comparacion con el grupo (DMSO). Esto es evidencia de que si existen diferencias

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

HSD Tukey
. . Intervalo de confianza al
Diferencia
) Desv. ) 95%
() Grupo (J) Grupo de medias Sig. : :
Error Limite Limite
(1-9) L :
inferior superior
DMSO 29,38100° ,00529 ,000 29,3654 29,3966
5% 29,38100° ,00529 ,000 29,3654 29,3966
Amoxicilina 25 % 28,06000" ,00529 ,000 28,0444 28,0756
50% 26,62300° ,00529 ,000 26,6074 26,6386
Streptococcus 90% 24,44400° ,00529 ,000 24,4284 24,4596
mutans Amoxicilina  -29,38100" ,00529 ,000 -29,3966 -29,3654
5% ,00000 ,00529 1,000 -,0156 ,0156
DMSO 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. DISCUSION

En el presente estudio del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Origanum
vulgare, L. (orégano), el primer ensayo fue la prueba de solubilidad, los resultados
mostraron que el extracto hidroalcohélico de orégano fue muy soluble en
dimetilsulféxido, y poco soluble en metanol y agua destilada. Por ser de naturaleza
oleosa, el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Origanum vulgare, L. (orégano)
presentd mayor afinidad por el dimetilsulfoxido, el cual es un solvente muy
apropiado para esta clase de agentes insolubles en agua y que ademas presenta
propiedades bioldégicas aun no estudiadas que podrian colocarlo como un
disolvente adecuado para infiltrar farmacos que actuen directamente a nivel de la
matriz extracelular. De igual importancia el DMSO (dimetilsulféxido) es una
molécula anfipatica con un dominio altamente polar y dos grupos metilo apolares,

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

Por otro lado, respecto al ensayo del tamizaje fitoquimico fueron los compuestos
fendlicos, alcaloides y antocianinas, los de mayor presencia; empleando segun el

método Olga Lock, metabolitos responsables de las actividades bioldgicas.

Asimismo, el presente estudio coincide con la investigacion de Peralta Y. (2018)
quien realiz6 el tamizaje fitoquimico de extractos de Origanum vulgare L. (orégano),
mostrando resultados positivos para compuestos fendlicos, flavonoides, cumarinas,
quinonas, terpenos y esteroides®. Esto demuestra que a pesar de ser muestras de

diferentes lugares, tienen una composicion fitoquimica similar.

De igual importancia, también coincide con el estudio de Gavilanez S. (2020) quien
realizo el perfil fitoquimico del orégano, demostrando la presencia de flavonoides,
triterpenos, quinonas, saponinas, alcaloides, azUcares reductores, compuestos
fendlicos en mayor proporcion®®. Estos hallazgos son fundamentales para la
relacion de los metabolitos presentes en Origanum vulgare L. y sus aplicaciones

biologicas con fines medicinales en beneficio de la poblacion.

Por otro lado, respecto al ensayo microbiolégico para evaluar el impacto
antibacteriano in vitro, del extracto hidroalcohélico 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, evidencio que el extracto al 90 % genero
un halo de inhibicién medio de 10,94 mm, seguido de los extractos al 50 % y 25 %
con halos de inhibiciébn medios de 8,76 mm y 7,32 mm respectivamente. Ademas,
se evidenci6 que los 3 grupos experimentales presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) por las pruebas estadisticas de ANOVA 'y
Tukey, y segun la escala de Duraffourd esta cepa bacteriana es sensible soélo para
el extracto al 50 % y 90 %.

De igual importancia coincide con el estudio de Vazquez J, (2019), quien evalug el
desarrollo antibacteriano in vitro del extracto liquido de Origanum Vulgare L. frente
a Streptococcus mutans a concentraciones de 10 %, 50 % y 100%, hallando
actividad antibacteriana®®. Asimismo, coincide con la investigacion 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 demas adyuvantes de la

limpieza bucal para prevenir la frecuencia de las caries*!.

Finalmente coincide con el estudio de Badekova Z, et al (2021), quienes evaluaron
la actividad antibacteriana de una formulacion 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

periodontales®.

El orégano es una especie vegetal de facil alcance, economico 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 poblacion peruana

gue no son principalmente pacientes asiduos de las consultas odontolégicas.
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IV.1. Conclusiones

e El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Origanum vulgare, L. (orégano)
presenta actividad antibacteriana frente a cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

e Los metabolitos secundarios que se detectaron en la prueba de tamizaje
fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Origanum vulgare L.
(orégano) responsables de la actividad antibacteriana, fueron los

compuestos fendlicos, antocianinas y alcaloides.

e La concentracion que presenta efecto antibacteriano in vitro frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175 fue del 25 %, 50 % y 90 % del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Origanum vulgare L. (orégano).

e El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Origanum vulgare L. (orégano) al

5 %, 25 %, 50 % y 90 % no superan el efecto inhibidor de la Amoxicilina 25
Mg frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
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V.2.

Recomendaciones

Realizar estudios comparativos antimicrobianos del Origanum vulgare, L.
(orégano) de diferentes lugares de recoleccion del Peru, para evaluar el
mejor estudio.

Iniciar estudios antimicrobianos con las flores, raiz y tallo del Origanum
vulgare, L. (orégano).

Proponer diferentes técnicas microbiologicas 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 fitoquimica del extracto hidroalcohdlico

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos

Reactivos Resultado
secundarios
Quinonas Borntrager
Compuestos fendlicos FeCls
Flavonoides Shinoda
Antocianinas NaOH 10 %
Taninos Gelatina
Taninos Gelatina Sal
Alcaloides Dragendorff
Alcaloides Wagner
Alcaloides Mayer

Triterpenos y

Liebermann Burchard

Esteroides
Lactonas a, Baljet
insaturadas
Saponinas Espuma
Donde:
(-) Ausente
(+) Escaso
(++) Leve

(+++) Moderado

(++++) Abundante
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Tabla B: De recolecciéon de datos de la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohélico

CEPAS Streptococcus mutans ATCC 25175

Concentracién
del extracto
hidroalcohélico

Halos de inhibicién (mm)

N X
(%)

90

50

25

n: nimero de ensayos microbiolégicos
X: promedio
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ANEXO B: Matriz de consistencia

Efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Origanum vulgare L. (Orégano) sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175

PROBLEMA GENERAL

OBJETIVOS GENERAL

HIPOTESIS GENERAL

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

¢Cual es el efecto antibacteriano Determinar el efecto antibacteriano El _extracto .hldroalcohollco de V1. DIMENSION INDICADORES
in vitro del extracto | .~ - o hojas de Origanum vulgare L.
. L) . in vitro, del extracto hidroalcoholico P
hidroalcohdlico de las hojas de de las hoias de Origanum. vulaare (Orégano) presenta efecto
Origanum vulgare L. (Orégano) L. (Orég ajmo) sobreg Strer;toco%cué antibacteriano in vitro sobre
sobre Streptococcus mutans rﬁutans ATCC 25175 gérle%ococcus mutans ATCC Prueba de solubilidad
ATCC 251757 )
PROBLEMAS : HIPOTESIS Extracto Fit i Identificacié d
ESPECIFICOS OBJETIVOS ESPECIFICOS ESPECIFICAS hidroalcohdlico roquimico o |c§0|on ; ¢
de Origanum metabolitos secundarios
) vulaare L. Concentraciones al
P.E.1: ¢ Qué metabolitos | O-E.1: Detectar los metabolitos HE1 El ract (Orgégano) 5 %, 25 %, 50% y | Reacciones quimicas de
secundarios tiene el extracto | secundarios que tiene el extracto | =~~~ . extracto 100 % recipitacién
- P - . o i hidroalcohélico de las hojas de precipita y
hidroalcoholico de las hojas de | hidroalcohdlico de las hojas de : ; coloracién
. . ) 3 Origanum vulgare L. (Orégano) .
Origanum vulgare L. (Orégano)? | origanum vuloare L (Orégano) - : >
o~ 1y 9 g . 9 tiene metabolitos secundarios
P.E.2: ¢ Cudl es la concentracion H E.2°El extracto hidroalcohdli
del extracto hidroalcohdlico de . . L -E.<:El extracto hidroaicoholico
las hojas de Origanum vulgare L. O.E.2: Precisar la concentracion del | de las holas' de Origanum i}
(Orégano) que posee efecto extrac‘.to hidroalcohdlico de Ias, hojas vulgaret L. (orégano) presenta V2. DIMENSION INDICADORES
antibacteriano in vitro sobre | de Origanum vulgare L. (Orégano) g?g;gn gnctl'ct))r:jer'g#g .Eoseﬁg
Streptococcus mutans ATCC | que posee efecto antibacteriano in : ! n-vi
" ) sobre  Streptococcus mutans
251757 vitro sobre Streptococcus mutans | ATcc 25175
P.E3: ¢Cual es el efecto | oTcc 25175 . ) Efecto
. . ) . H.E.3: El extracto —_ . :
antibacteriano in  vitro del hidroalcohdlico de las hoias d antimicrobiano in Medicién del diametro de
extracto hidroalcohdlico de las . . laroalconolico de 1as o;as e vitro sobre Microbiologico. N
. ; O.E.3: Determinar el efecto | Origanum vulgare (orégano) inhibicién (halos de
hojas de Origanum vulgare L. . . L : , . : Streptococcus A
" b antibacteriano in vitro del extracto | tiene efecto antibacteriano in inhibicién).
(Orégano) en comparaciéon con hidroalcohdli de | hoi d . 2 mutans ATCC
amoxicilina 25 ug sobre igroaiconolico de 1as nhojas e | vitro _en ~ comparacion  con 25175
Origanum vulgare L. (Orégano) en | amoxicilina 25 pug sobre

Streptococcus mutans ATCC
251757

comparaciéon con amoxicilina 25 pg
sobre Streptococcus mutans ATCC
25175

Streptococcus mutans.
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ANEXO C.

Operacionalizacion de las variables

N° VALOR
Tipo de DEFINICION DEFINICION
VARIABLES variable CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES | ITEM FINAL CRITERIOS
VARIABLE Pruebas de 14 (-) Ausente | Rango de
INDEPENDIENTE solubilidad presencia o
Cualitativo  y | Mezcla compleja | Se realizara la prueba de (+) Escaso | gysencia
Extracto Longitudinal compuesta por | solubilidad con solventes _ o Identificacién de
hidroalcohdlico de metabolitos primarios | de diferente polaridad y el Fitoquimico metabolitos (++) Leve
las hojas de y secundarios | analisis fitoquimico secundarios (+44)
Origanum vulgare extraidos con etanol respectivo
(Orégano) _ Reacciones Moderado
g Concentraciones .
guimicas de
recipitacion (+++4)
precip i y Abundante
coloracion
VARIABLE Cuantitativo y | Aplicacion La cepa de Streptococcus Medicion de 10 6 mm: nulo | Evidenciade
DEPENDIENTES | Longitudinal terapéutica que mutans, se procedera a diametro inhibicion de
posee una sembrar en placas Petri, inhibicion (mm) al 8 - 1_4_ MM: | crecimiento
Efe.cto o determinada junto con discos controles 5 %, 25 %, 50 % ?ehs'b'“dad
a_nubacterlano n sustancia para y experimentales a y 90 % limite
vitro sobre causar lisis o detener | diversas concentraciones Microbiolégico 14— 20 mm:
streptococcus el crecimiento de un | (5 %, 25 %, 50% y 90 %) Medio
mutans agente bacteriano para luego realizar la
.meldi.ci.é'n de diametro <20 mm:
inhibicién (mm). Muy
sensible
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ANEXO D. Certificado Taxonémico

JOSE R. CAMPOS DE LA CRIZ
CONSELTOR FOTANICD
C.B.P. N° 3796
Lol “DERGRENTTD
Email: jocamdelgmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ BHOLOGCO COLEGIADO - CBP N° 37% — INSCRITO EN EL REGISTRO DE
FROFESIONALES QUE REALIZA™N CERTIFICACHIN DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE FSPECIMENES Y
FRODUCTOS BE FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL N° 031 1-1003- MINAGRI-DGFFS-DEEFFS,

CERTIFICA: ‘

Oue, MARTINEZ CAJAHUANCA., ROSARIO BEATRIZ Y CORDOVA
ZORRILLA, EDUARDO FRANCO)Y, tesistas en la Universidad Maria Auxiliadora,
Facultad de Ciencias de la Salud. Escuela Profesional de Farmacia v Bioguimica, con
fines de investigacion han solicitado la identificacion v certificacion botdnica de una
planta procedente del distrito y provincia de Candarave, del departamento de Tacna,
donde es cultivada v conoeida con el nombre vulgar de “orégane™, la muestra fértil
con flores v frutos ha sido estudiada e identificada con ¢l nombre cientifico de
Origanum vulgare L. Segin la base de Tropicos que sigue ¢l Sistema modemo de
clasificacién de las angiospermas (APG), publicado en 1998 por el Grupo para la
Filogenia de las Angiospermas, revisado por APG IT(2003), APG IIT (2009) v APG 1V
(2016), este Sistema de clasificacion considera a todas las plantas verdes en la
Clase FEquisetopsida (Chasse, MW y JL. Reavel. 2009), la muesira vegetal
estudiada se ubica en las siguientes categorias taxonomicas.

Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Equisctopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Asteranae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Origanum
Especie: Origanum vulgare L.

Nombre vulgar: “orégano™
Se expide la presente certificacion con fines de investigacion cientifica.

Lima, 06 de noviembre del 2021
i) s . Camgos Dela O
N ds

OLOGO
G.8.P. 3796

IR, SANCHEZ SILVA N° 156 pise 2. Urb, Santo Luzmile. Lima 07

£ r.'l:llll_f--.'rr'l'.'l||'J"|:.j.-.'h'r.l|'.|'|.'rrl; .'.'._!_J._||_-_|_rﬂ-_1__-_|_|_|_|_|f.:!'_-!'-_:.:_u



ANEXO E. Informe de andlisis de laboratorio

| Santa Rosarii.

LABORATORIO BIOLOGIO0 Y ANALISIS CLINICO

“Afiodel Fortalecimiento de la Soberania Nacional™

Informe de Resultados

Solwcitado por: MARTIMNEZ CAJTAHLUIANC A, ROSARID BEATRIZ
CORDOVA ZORRILLA, FRANOD EDUARDD
Mucstra; Exracto hidroalcohalico de las hojas de Chigan o vilgare (orézano
Cantidad: 10 gr
Fecha de ensayo: 29-01-2022

Didmetros d e inkdbicidn en mm
e 50% 25% 5% | Amoxicling | DMSO
10.95 5.75 7.30 & 3538 &
1092 8.77 7.33 & 3539 6
10.94 8.75 7.32 I3 3538 &
1095 .76 7.30 I3 35.40 5
Srepiocacce 1093 575 7.33 I3 3537 I3
mu bans
I 10.95 5.74 7.31 & 3538 I3
1091 5.76 7.30 & 3536 I3
1093 8.75 7.34 5 3538 6
1095 5.78 7.36 & 3539 &
10.94 5.76 7.32 & 3538 &

*Tamafio de discos; mm, por lo que al reportase 6 mm es mdicativo que no
existe formacion halo de mhibicion
*(Concentracion del inoeulo; 1.5 x 10f UFCimL

(VI

7 Lie. TM. Walter A_ Sl Rodr guer

LTHRP. 10808

Jr. Camercio N° 597 Fachacdmare Telfl 2311053 Caf. 0 708 196- W34460/3
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ANEXO F. Certificado de Agar Mueller Hinton

L
HEMEEEA Certified ; 190 HIB1=100E, 150 [MA5-301F and WHO GMEP

HiMedis Laboraiories Frivide Limiied
2}, Visthani Indusmal Estee, LLBS. Marg, Murmba) - 00088

Material Cods | MiT) Material Mame Lot Me OHZINET
Mugiier Hirton Agar

Report Ho.: o40mTTaesd Date of Report © 13 12507 Expiry Dade © Dec-2027

Appearance

Crasmin yellow  homagersois fres oeing poader . Dihaarvad ; Ligin yallow

Galling

Firm, somparshis with 1, 7% ager gel

Colour and Clarity of prepaned madium
Liga amber coloured  ings 10 Mg pakoant gel tome in Pein pleiss,

Raaction
Rawsiion of LE% wiy spmsous soluths af 25°C.

pH

pH Rengs (T 10740 Dbeerves : TAT

Cultural Responss
Culingrsd oharsslerinties obaresd afer Incubstos gl BI3E'C dor 18 Jd P foer bacterial cubturea, For isaling
E.pnusmoniss : The mediens was supplemenied with 5% Sheep dood and incubated @i 35°C for 1818 hairs &1 B% 007 For

iwgting Hinfiussazs | Yesst sviract & 7 vists A of Hsmophius Grosts Supplsment {FIF1T contening 15 mgh of Heematind
15 mph of NAD} srd |ncubabied @ 350 for 2024 hour & 5% C02

Antibiatic Sensitivity test

Varlous dizcs wers leated Tor slandard ATCC slralhe and Boie o inhibitdon weee masiuned sfter an mcuhafion 32-15°C for 18
houre, {Ax par B labaxt CLEL P I 8 & Simeciards ma par the current CLE| M100)

ThymineThymidine Content

¥ The zones for thess discs are indicative af the TeymineThysidine canlest of e medium.

Diivalamt Cation Content

* The rone for thass dizce are indicative of the Otvelem Cetion content of the medios

poie e e Koa o)

Y 3 k
18:24 mim ihmm
16-22 i 21w
- 29-35 il Fdaim
- LI mi . -
15-2F imin 2
- 2i-21 mm s
4 K-S 2o

PARGE 1M
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ANEXO G. Certificado de anélisis de Cepa Streptococcus mutans

0 il la— e
fion Date: 20228731
oasa Information:
Quality Control Technologist Mlecandm O Ouewv
Ruolasse Date: 202098

ﬁ)ldﬂ-um

icrorganism Name: Srepiocaccus mutans
Catalog Numbser: ﬂﬂﬁﬁ

Lot Musmibsr: 265.3

Rufere noo ‘Hl.l'rlh»r ATCOE 25175 ™

Pas sage from Raherenos: 3

Porformancs

Macroscopic Foatures: M diium:
Iﬂ%ﬁtﬁﬂﬁﬂm shapad, entire adge, while and the SEAP
Micmsoopic Foaturs: Maothod:

@i posilive caoci bo avasd ealis adtu &N ans and Gram Stan (1
HE&!I\E‘I*HP:'I chans o g, singly. 0. p "
1D Systom: MALDI-TOF [1) Oihar Featwres! Chall enges: Rosults
Seeattached 1D System resulis document. {1) Catalsse 3% Hydrogen Penadde): nagafve

Lpnnnt M

Aenanda Kupesus
Couslity Coniral Manager
AUTHD FIZED SIGMATURE

= Diecd v Tha b £l Mhhwm an a product b and pas slip e e aly @ packa wvant e, The B rumber dsplaad an this
il B MR el B N‘IL! » ey e d "

“l‘:“:!ﬁhﬂm‘im t_m-.t-. erege et of B i, ¢ oemierd wilh T b S | e sl D sod. may

1, Ml b & i i ety e,

el peceios B ard b ace abde 85 4

AEFERENCD AR EIAL FRDECER
CERT wniiag

ATCC Licensed )y
i, Dawativn J

) RANEL I BRSNS SN S ST ARS T

(1) e sl o aomedbed b BOEEC 1 WS

TEST INls CERD ®5005.01

0 2012 Micrabiobogics, Inc. Al Rights Resarved. 200 Cooper Awenue Nofh Sant Clioud, MN 58303 Page 1.af 1 DOC 286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results
BRORER

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
200 =300 [Ramd! geeen
1.70=158 ] yelow
000=1.69 ) e

Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Imterpratation

R PNl o PR %ﬁ%@f&.ﬁ:ﬁ”ﬁiﬂmﬁﬁﬁwﬁ“ o TS S R

e Apedies o gemus B denSical o fe besd madch, or (3] 8 noridenifica

N |- co vy umuﬁuqﬁ?ﬁ’“ TR LIRS, SR v

besd rmaich of (2) & nonesde nlifica

{Cl) Mo consistoncy : The requinemenis for high o low consistency ae nol mel
Run Cemalinn Dt Time: 2R 0-08-02T11:47:04.268 ad=
Appieed MEP Litrary{es): BOAL, Mycobactera Ly (bead methad), Filameniowus Fung LErary
Sample Mame Sample 1D Organism {best match) Score Value
B0 {4-+] ) 26832 Swepincaeous mutans
Cormments:

na




ANEXO H. Evidencias fotograficas

FIGURA 1.

Seleccién 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

Preparacion del macerado del extracto etandlico

FIGURA 6

Procedimiento de filtracion del macerado del extracto etandélico
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FIGURA 7

Obtencion del extracto seco

FIGURA 8

Preparacion de medio de cultivo

41



FIGURA 9

FIGURA 10

Activacién de la cepa

Inoculacion de las placas
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FIGURA 11

Preparacion de los discos de sensibilidad

FIGURA 12

Colocacioén de discos
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FIGURA 13

Incubacion

FIGURA 14

A
eﬂul.lﬂ-l.lﬂr]‘lﬂw"

Lectura de resultados
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