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Resumen

Objetivo: Demostrar la actividad antimicotica invitro del aceite esencial de la flor de

Origanum vulgare “Orégano” y Piper Aduncum “Matico” frente Candida albicans

Métodos: La metodologia empleada en la obtencion de los aceites esenciales de
la flor de Origanum vulgare “Orégano” y Piper Aduncum “Matico” fue mediante la
técnica de extraccion por arrastre con vapor, se prepararon concentraciones del
50%, 75% y 100%, el efecto antimicético de los aceites se realizO mediante el
Método de Kirby — Bauer empleado cepas de Candida albicans ATCC 10231 con

medicion posterior de los halos de inhibicion formados.

Resultado: Los halos de inhibiciébn promedios obtenidos para el aceite de orégano
fueron de 25.50mm + 0.10, 29.78mm + 0.08 y 32.53mm + 0.10 para las
concentraciones al 50%, 75% y 100% respectivamente, el aceite de matico al 50%
presentod halo de inhibicion de 6.87mm + 0.06, al 75% fue de 8.59mm + 0.09 y al
100% fue de 11.84mm + 0.06, el control negativo presentd 6.03mm + 0.06 y el

control positivo 23.00mm + 0.08.

Conclusiones: Se demostré efecto antimicético del aceite de orégano el cual fue
superior al control positivo de nistatina; el aceite de matico presento efecto

antimicético leve sobre Candida albicans.

Palabras claves: Origanum vulgare “Orégano”, Piper Aduncum “Matico”, Candida
albicans, nistatina.
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Abstract

Objective: To demonstrate the antifungal activity invitro of the essential oil of the
flower of Origanum vulgare "Oregano” and Piper Aduncum “"Matico” against

Candida albicans

Methods: The methodology used in obtaining the essential oils of the flower of
Origanum vulgare "Oregano” and Piper Aduncum "Matico" was by means of the
extraction technique by steam dragging, concentrations of 50%, 75% and 100%
were prepared , the antifungal effect of the oils was carried out by the Kirby-Bauer
method using strains of Candida albicans ATCC 10231 with subsequent

measurement of the inhibition halos formed.

Result: The average inhibition halos obtained for the oregano oil were 25.50mm +
0.10, 29.78mm + 0.08 and 32.53mm + 0.10 for the concentrations at 50%, 75% and
100% respectively, the matico oil at 50% presented an inhibition halo of 6.87mm +
0.06, at 75% it was 8.59mm + 0.09 and at 100% it was 11.84mm + 0.06, the negative

control presented 6.03mm + 0.06 and the positive control 23.00mm + 0.08.

Conclusions: The antifungal effect of oregano oil was demonstrated, which was
superior to the positive control of nystatin; Matico oil had a mild antifungal effect on

Candida albicans.

Keywords: Origanum vulgare "Oregano”, Piper Aduncum "Matico", Candida

albicans, nystatin.



INTRODUCCION

Las infecciones producidas por Candida albicas se le denomina candidiasis, esta
infeccion micotica pueden atacar diferentes partes del cuerpo aunque
generalmente se produce en la zona vaginal donde produce abundantes flujos,
picazén y enrojecimiento, lo cual es una caracteristica propia de este tipo de

infeccion?.

La candidiasis es una enfermedad que la padecen muchas personas,
especialmente las mujeres, este tipo de hongo puede ser encontrado en cualquier
parte del mundo y se dice que mas del 70% de los casos reportados de infeccién
por hongos tienen como agente causante a C. albicans serotipo B, a esto se

incrementa la resistencia que estos microorganismos estan logrando?.

La resistencia de estos microorganismos a medicamentos antifingicos ha
aumentado en estas Ultimas décadas, segun lo observado por Zurita (2018), esta
resistencia ha aumentado la tasa de mortalidad lo que se relaciona con infecciones
sistémicas generalmente por hongos de género Candida entre 20 — 50%, por
hongos del género Aspergillus entre 40 - 80%, siendo la tasa de mortalidad de este

tipo de infecciones aproximadamente el 90%?3.

A nivel mundial la candidiasis se ha visto incrementada y debido a la resistencia
gue se ha producido en las ultimas décadas ha logrado elevar las cifras de

mortalidad y elevar los costos de tratamiento a nivel nosocomial®.

Segun cifras publicadas en una revista europea, 3 de cada 4 mujeres sufren de
infecciones vaginales por lo menos 1 vez en el trascurso de su vida y que la

incidencia de padecerla al afio entre 2 y 4 veces le corresponde a la mitad de estas®.

Segun datos de European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases,
las infecciones causadas por hongos se ha estimado en 832 millones de afectados
correspondientes a estadisticas de catorce paises de Africa del Norte, Asia, Europa
y América de estos se estima que en cada pais entre el 1.8% al 3% son infectados
por hongos resistentes que causan alguna enfermedad crénica y puede llevarlos a

la muerte®.



En el Perd se observa que de las infecciones por hongos las candidiasis y
aspergilosis son las mas comunes y dificiles de tratar, se estima que existen

581,174 casos al afio®.

Las infecciones por hongos especialmente las producidas por C. albicans
representan un grupo importante de microorganismos que estan presentando
resistencia, esta generalmente se presenta por la exposicion a antifungicos, el
presente proyecto pretende demostrar el efecto antifingico comparado de dos
especies de plantas y potencial uso para el tratamiento de micosis producida por

C. albicans.

C. albicans tiene un conjunto especializado de proteinas (adhesinas) que median
la adherencia a otras células, microorganismos, superficies abibticas y a células
huésped. Posiblemente las adhesinas de C. albicans mejor estudiadas son las
proteinas de secuencia de tipo aglutinina (ELA) que forman una familia que consta

de ocho miembros (Als1-7 y Als9)’.

Origanum vulgare “Orégano” es una planta que ha demostrado efecto
antimicrobiano, es una especie de la familia Lamiaceae, que forma parte de aquella
nutrida relacion de plantas que cuentan con un lugar destacado en la cocina. Llega

a medir entre 30cm a 45cm.8

Esta planta presenta propiedades aroméaticas por eso tiene una amplia aplicacion
en el arte culinario pero también sus aceites esenciales presentan propiedades
farmacéuticas usadas antimicrobianas, fungicidas, antioxidantes, para prevenir
resfriados, tratar gastroenteritis aguda, dolor abdominal, menstruacion irregular,

prurito y otras enfermedades, asi como también propiedades antioxidantes®.

Asi mismo, Piper aduncum “Matico”, tiene un uso similar a la pimienta, en Europa
se usa como aromatico suave, estimulante, astringente, con su aplicacién externa
local retraen los tejidos y pueden producir una accion cicatrizante, antiinflamatoria

y antihemorragica.(10,11)

El aceite esencial en las hojas contiene asarona y coneol. Puede usarse como
insecticida y molusquicida. También contiene safrol, que se ha utilizado con éxito
en la fabricacion de poderosos insecticidas, fragancias, jabones y productos


https://es.wikipedia.org/wiki/Familia
https://es.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae

detergentes. La madera blanquecina es de dureza media, quebradiza y aunque es

pequefia, puede usarse para construccion basica, combustible, estacas y cercas.'!

Por otro lado, estudios como el de Ochoa R. (2019), determinaron el efecto
antibacteriano del aceite de hojas de Origanum vulgare sobre Haemophilus
influenzae comparado con amoxicilina/acido clavulanico, se realiz6 mediante la
técnica de difusion en agar, los resultados encontrados en estudio llevaron a la
conclusion de que el aceite esencial de hojas de Origanum vulgare tienen efecto
antibacteriano sobre Haemophilus influenzae, pero en menor grado que la

amoxicilina/ac.Clavulanicol?

Colpa M. (2015) compar6 el efecto inhibitorio del aceite de Mentha piperita,
Origanum vulgare y el medicamento antimicotico nistatina, frente a cultivos de
Candida albicans, obteniendo halos de inhibicion con respecto al Origanum vulgare,
a las 24h de 45,73mm y a las 48 horas 46,35mm comparados con la nistatina que
presentd halos de 17,83mm y 18,20mm respectivamente; por otro lado la Mentha
piperita presentd halos de inhibicion de 18.85mm para 24 horas y 19.88mm para
las 48 horas comparado con 19.60mm y 20.30mm que presenté la nistatina

respectivamente’s,

Reategui I. (2015) mediante su estudio sobre el efecto antifingico de los aceites de
Piper aduncum Linneo (Cordoncillo blanco) y Piper peltatum (Santa maria) frente a
Trichophyton sp. encontré grandes cantidades de taninos, asi mismo, comprobdé

que la concentraciéon con mayor poder antifingico es al 70% a las dos semanas'*.

Monzote L. et al (2017) determinaron los componentes fitoquimicos y realizaron un
analisis microbiolégico de Piper aduncum, empleando el método de difusion en
disco y cromatografia de gases acoplado de espectrometria de masas, los
resultados mostraron que esta planta contiene efecto citotoxico contra ceélulas

humana, asi como antibacteriano, antifingico y antiparasitario®®.

Chamba L. (2016) investigo el efecto antifungico de los aceites esenciales de
Origanum vulgare y Cymbopogon citratus sobre Candida albicans obtenidos
mediante el método de arrastre a vapor a diferentes concentraciones, 25%, 50%,
75% y 100% demostrando efecto antifingico proporcional a la concentraciones de

las plantas?®.



Scalvenzi L. (2016) evalud el efecto antifungico del aceite esencial extraido por
arrastre de vapor de Piper aduncum sobre Moniliophthora roreri, Cladosporium
cladosporioides, Phytophthora sp, Fusarium solani, Rhyzopus
stolonifer, y Aspergillus oryzae observando que Piper aduncum posee mayores
porcentajes de inhibicién a concentraciones mayores al 90% en la mayoria de los

hongos tratados?’.

Teniendo en consideracion lo antes expresado, es necesario de encontrar
soluciones que ayuden a mejorar los tratamientos de las infecciones producidas por
Candida albicans, siendo este tipo de hongo uno de los microorganismos infectivos
mMAas comunes en el ser humano que atacan a las zonas genitales, cavidad oral, piel
entre otras y que presentan dificil tratamiento debido a la alta resistencia a los

antifangicos.

Por tal razén, la presente investigacion busca encontrar una solucion eficaz,
econOmica y natural para combatir las micosis producidas por Candida albicans,
mediante un estudio experimental in vitro tomando como fuente de estudio dos
plantas las cuales han mostrado propiedades medicinales contra otros tipos de

infecciones.

Los resultados del estudio permitiran implementar un tratamiento alternativo a las
micosis producidas por Candida albicans mediante el empleo de estas plantas,
reducir costos de tratamiento y riesgos de resistencia microbiana por uso
indiscriminado de farmacos, accesibilidad a la poblacién con menos recursos y falta
de medicamentos, asi mismo, mostrara nueva informacion sobre el conocimiento y

aplicacion de estas especies vegetales.

En ese sentido, el desarrollo de esta investigacion se ha planteado el siguiente
objetivo, demostrar la actividad antimicética invitro del aceite esencial de la flor de
Origanum vulgare “Orégano” y Piper Aduncum “Matico” frente Candida albicans;

planteandonos los siguientes objetivos especificos:

e Determinar el efecto invitro del aceite esencial de la flor de Origanum vulgare
‘orégano” frente Candida albicans.
e Determinar el efecto invitro del aceite esencial de la flor de Piper Aduncum

“matico” frente Candida albicans.



e Determinar el efecto invitro del aceite esencial de la flor de Origanum vulgare
‘orégano” y Piper Aduncum “matico” comparado con nistatina frente Candida

albicans.

El planteamiento de la hipétesis alterna es: El aceite esencial de la flor de Origanum
vulgare “orégano” y Piper Aduncum L. “matico” tienen actividad antimicética invitro
frente Candida albicans, de la cual nos hemos planteado las siguientes hipotesis

especificas:

e El aceite esencial de flor Origanum vulgare “orégano” tiene efecto antifungico
invitro frente Candida albicans.

e El aceite esencial de flor Piper Aduncum L. “matico” tienen efecto antifungico
invitro frente Candida albicans

e El aceite esencial de la flor de Origanum vulgare “orégano” y Piper Aduncum
“matico” tienen mayor efecto antifiingico invitro que nistatina frente Candida

albicans



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Enfoque y disefio de investigacion
El enfoque de la investigacion corresponde al tipo cuantitativo con disefio
experimental por ser las variables en estudio manipuladas o alteradas en sus

condiciones naturales por el investigador®19,

Analitico: Permite determinar la relacion de causalidad entre las variables en

estudio.

Prospectivo: La recoleccion de los datos de la investigacion se realizara posterior

al desarrollo del estudio.

El modelo del disefio experimental es el siguiente:

G X1 O]
G2 X2 O2
Gs (-) Os
Ga (+) O4

G1, G2, G3 y Ga: Cepas microbioldgicas
X1y X2: Tratamientos experimentales
(-) / (+): Tratamientos - Controles

01, 02, O3 y O4: Efecto observado

2.2 Poblacion, muestra y muestreo

Las especies vegetales de Origanum vulgare “orégano” y Piper Aduncum L.
“matico” fueron recolectadas en la Hacienda Llaugueda ubicada a 7.90° de longitud
Sury 78.57° de latitud Oeste en el centro poblado Llaugueda, del distrito y provincia

de Otuzco, del departamento de La Libertad.

Se obtuvo una muestra correspondiente a 40 kilogramos de cada especie mediante

un muestreo no probabilistico por conveniencia.



2.3 Variables de investigacion

VARIABLE INDEPENDIENTE DIMENSIONES TIPO ESCALA

¢ Aceite esencial de flor Origanum
vulgare “orégano Concentracion Cuantitativo |  ~ginal
¢ Aceite esencial de flor Piper

Aduncum L. “matico”

VARIABLE DEPENDIENTE DIMENSIONES TIPO ESCALA
Diametro de
Efecto antifungico halos de Cuantitativo Ordinal
inhibicion

Variable independiente: Aceite esencial de flor Origanum vulgare “orégano” y

Aceite esencial de flor Piper Aduncum L. “matico”

Definicién conceptual: Aceite esencial de la flor de Origanum vulgare “orégano” y

Aceite esencial de flor Piper Aduncum L. “matico” a concentraciones del 50%, 75%
y 100%.

Definicion _operacional: Aceite esencial obtenido por el método de arrastre con

vapor de agua.
Variable dependiente: Efecto antifungico frente a Candida albicans

Definicién _conceptual: Efecto inhibitorio sobre hongos mediante la accién sobre

cultivos de Candida albicans.

Definicién operacional: El efecto antimicético se midié mediante el halo de inhibicién

formado alrededor de los discos embebidos con la sustancia.



2.4 Técnica e instrumento de recoleccion de datos

» Destilacion por arrastre con vapor
Técnica mediante la cual se obtiene aceite esencial de las plantas medicinales
aprovechando el paso del vapor de agua por la matriz de la muestra, esto
permite arrastrar los aceites esenciales contenidos en la muestra.?

» Escala de Mc Farland.
Esta técnica nos permite determinar la concentracion bacteriana en una
suspension empleando patrones cuya densidad optima se relaciona a la
cantidad de microorganismos presentes en la solucién??,

» Método Kirby-Bauer
También llamado método de difusidon en agar, se emplea para determinar la
actividad antimicrobiana de una sustancia mediante la aplicacion en discos de
esta en un cultivo microbiano, esto produce halos de inhibicion que son
caracterizados mediante el tamafio del halo.?
El instrumento que se empled para la recoleccion de los datos fue el vernier

digital o pie de rey.
2.5 Proceso de recoleccion de datos
2.5.1. Autorizacién y coordinaciones previas para la recolecciéon de datos

Se realiz6 las coordinaciones previas con el propietario del terreno de cultivo donde
se encontraban las especies vegetales para los accesos y recoleccion respectiva,
se coordiné con la profesional botanica para la identificacion de la planta, asi como
también se adquirié la cepa de Candida albicans ATCC y mediante un laboratorio

de microbiologia.
2.5.2. Recoleccién y preparacion de la muestra vegetal

2.5.3. Recoleccion y preparacion de la muestra vegetal de flor Origanum vulgare

‘orégano” y Piper Aduncum L. “matico”:

Las especies vegetales fueron recolectadas de la zona de Otuzco en el
departamento de la Libertad de manera directa, seleccionandolas de acuerdo a su

estado y aspecto, descartando las muestras contaminadas, en mal estado o secas.



La muestra recolectada de cada especie fue de 40 kilos, las cuales luego de la

recoleccion fueron colocadas en papel Kraft para su traslado.

Las muestras fueron lavadas con agua corriente, extendidas sobre papel y puestas
a secar a corriente de aire directa frente a una ventana por 24 horas, posteriormente

se retir0 las flores y pes6 hasta obtener 4 kilogramos.
2.5.4. Extraccion de aceite esencial:

Se instal6 el equipo de arrastre a vapor colocando una cantidad de 10 litros de agua
y posteriormente 500g de la muestra vegetal, se cerrd6 herméticamente y acoplé el
refrigerante colocandolo a las lineas de agua y desagtie, a la salida del equipo se
instal6 una pera de decantacion para recolectar el destilado y separd el aceite

mediante decantacion.
2.5.5. Reactivacién de la cepa de Candida albicans ATCC:

La cepa ATCC fue reactivada siguiendo los protocolos proporcionados por el
proveedor, para lo cual, se dej6 reposar la cepa ATCC durante 2 horas a
temperatura ambiente, luego de este tiempo se abri6 el sachet y rompié la ampolla
con el solvente y mezclo con el liofilizado de la cepa, se agitd para homogeneizar

la muestra.

Una vez disuelta la cepa en el solvente se recolecté con un hisopo estéril y aplico
mediante estrias en el agar nutritivo y llevara a incubacion por 24 horas a una

temperatura de 35°C.
2.5.6. Preparacion del inoculo:

Se tomo con un hisopo una muestra de las colonias de Candida albicans formadas
en la placa y se realiz6é diluciones seriadas 1/10 de agua estéril, se compar6 a
trasluz con el estandar de 0.5 de la Escala de Mc Farland, de no presentar la misma
turbidez se procedié a realizar diluciones sucesivas tomando 1mL de la solucion
anterior y agregando 9mL de agua destilada, este procedimiento se realizd hasta

obtener la turbidez similar al 0.5 de Mc Farland.



Una vez obtenida la concentracion deseada se usé un hisopo estéril humedeciendo
con la cepa, y eliminando el exceso se procediod a realizar la siembra en superficie

de manera uniforme hasta obtener una superficie homogénea.

2.5.7. Prueba de sensibilidad:

A partir del aceite esencial obtenido (100%) se prepararon las concentraciones al
75% y 50% empleando dimetilsulfoxido (DMS).

Se prepar6 discos de papel de filtro Whatman Nro. 1 con un diametro de 6mm en
los cuales se aplicaron las diferentes concentraciones de los aceites esenciales,
colocando en cada placa las tres concentraciones y los controles negativo (DMS) y

positivos (Nistatina).
Luego se llevo a incubacion a 35°C + 1 por 24 horas.
2.5.8. Determinacion del efecto antimicotico:

Luego se retird las placas de la incubadora e inmediatamente se procedi6 a

visualizar a trasluz la formaciéon de los halos de inhibicion.

Una vez confirmada la formacién de los halos de inhibicion se realizaron las
medidas del diametro de los halos formados con la ayuda de un vernier digital,

trasladando los datos obtenidos para cada muestra en la tabla de registro de datos.

2.6. Métodos de andlisis estadisticos

Se obtuvo la estadistico descriptivo de cada grupos de datos, se realizaron las
pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas, asi mismo, se realizé un
analisis de la varianza o ANOVA vy posteriormente la prueba de Tukey para

comparacion entre los grupos de estudio, con un alfa de 0,05.2324

2.7 Aspectos éticos

En consideracion al tipo de investigacion se tomo en cuenta el aspecto bioético de
no maleficencia, este principio manifiesta la obligacion de no producir dafio o
disminuirlo bajo cualquier circunstancia, en tal sentido todo material bio-

contaminado fue previamente esterilizado como norma de bioseguridad.?>2¢
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Ill. RESULTADOS

Tabla 1. Pardmetros estadisticos para los tratamientos con aceite esencial de flor

Origanum vulgare “orégano” sobre Candida albicans:

95%
Confidence
Interval for
Mean
Std. Std. | Lower | Upper
Diametro del halo de inhibicion N | Mean | Deviation | Error | Bound | Bound | Minimum | Maximum
Aceite esencial de flor de 15| 25,50 0,34| 0,10 25,28 25,72 24,80 26,30
Orégano (50%)
Aceite esencial de flor de 15| 29,78 0,31| 0,08| 29,61| 29,95 29,30 30,50
Orégano (75%)
Aceite esencial de flor de 151 32,53 0,32| 0,08 32,36| 32,71 32,10 33,30
Orégano (100%)

Fuente: Elaborado mediante SPSS ver. 26

La tabla 1 muestra los valores de la media, desviacion estandar, error estandar, los
intervalos de confianza inferior y superior, los valores maximo y minimo
encontrados en el grupo de datos con un nivel de confianza del 95%. La media del
tratamiento con aceite esencial de flor de orégano al 50% fue de 25.50mm, para la
concentracion del 75% fue de 29.78mm y para la concentracién del 100% fue de
32.53mm.

Tabla 2. Pardmetros estadisticos para el tratamiento con Aceite esencial de Piper

Aduncum L. “matico” sobre Candida albicans:

95% Confidence
Interval for
Mean
Std. Std. | Lower | Upper
Diametro del halo de inhibicibn N | Mean | Deviation | Error | Bound | Bound | Minimum | Maximum
Aceite esencial de matico (50%) 15| 6,87 0,29 | 0,06 6,75 6,99 6,40 7,30
Aceite esencial de matico (75%) 15| 8,59 0,33| 0,09 8,40 8,79 7,60 9,00
Aceite esencial de matico 15| 11,84 0,28 | 0,06 11,70 11,98 11,30 12,10
(100%)

Fuente: Elaborado mediante SPSS ver. 26
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La tabla 2 muestra los valores de la media, desviacion estandar, error estandar, los
intervalos de confianza inferior y superior, los valores maximo y minimo
encontrados en el grupo de datos con un nivel de confianza del 95%. La media del
tratamiento con aceite esencial matico al 50% fue de 6.87mm, para la concentracion

del 75% fue de 8.59mm y para la concentracion del 100% fue de 11.84mm.

Tabla 3. Pardmetros estadisticos para el tratamiento con los grupos control sobre
Candida albicans:

95% Confidence

Interval for
Mean
Std. Std. | Lower | Upper
Diametro del halo de inhibicibn N | Mean | Deviation | Error | Bound | Bound | Minimum | Maximum
Control Negativo (DMS) 15| 6,03 0,06| 0,02 5,99 6,06 6,00 6,20
Control Positivo (Nistatina) 15| 23,00 0,30 0,08| 22,83| 23,17 22,40 23,40

Fuente: Elaborado mediante SPSS ver. 26

La tabla 3 muestra los valores de la media, desviacion estandar, error estandar, los
intervalos de confianza inferior y superior, los valores maximo y minimo
encontrados en el grupo de datos con un nivel de confianza del 95%. La media del
tratamiento con el control negativo fue de 6.03mm y para el control positivo fue de
23.00mm.

Tabla 4. Analisis de la distribucion normal de los grupos de datos

Shapiro-Wilk
Grupos de trabajo Statistic  df  p-valor
Aceite esencial de flor de Orégano (50%) 0,97 15,00 0,80
Aceite esencial de flor de Orégano (75%) 0,95 15,00 0,57
Aceite esencial de flor de Orégano (100%) 0,94 15,00 0,34
Diametro del halo  Aceite esencial de matico (50%) 0,97 15,00 0,89
de inhibiciéon Aceite esencial de matico (75%) 0,84 15,00 0,11
Aceite esencial de matico (100%) 0,88 15,00 0,15
Control Negativo (DMS) 0,53 15,00 0,00
Control Positivo (Nistatina) 0,95 15,00 0,55
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La tabla 4 muestra el analisis de la distribucion normal de cada grupo de datos
mediante la prueba de Shapiro-Wilk, los valores de p-valor para todos los grupos
de datos excepto el control negativo (DMS) son superiores al nivel de significancia
alfa = 0.05, por lo tanto, la prueba nos demuestra que estos datos tienen una

distribucién normal.

Tabla 5. Prueba de homogeneidad de varianzas

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic  dfl  df2  p-valor
Diametro del halo de Based on Mean 2673 7 112 0,14
inhibicion Based on Median 2,365 7 112 0,27
Based on Median and with adjusted df 2,365 7 84,88 0,29
Based on trimmed mean 2,713 7 112 0,12

La tabla 5, muestra el andlisis de la homogeneidad de las varianzas de los grupos
de datos excepto el control negativo, mediante la prueba de Levene. El p-valor
basado en la media fue de 0.14 superior al nivel de significancia, por lo tanto, se

demuestra que los datos presentan una distribucion homogénea en sus varianzas.

Tabla 6. Analisis de la varianza (ANOVA)

ANOVA
Diametro del halo de inhibicion
Sum of Squares df Mean Square F p-valor.
Between Groups 12374,648 7 1767,807 20655,971 0,000
Within Groups 9,585 112 0,086
Total 12384,233 119

La tabla 6 muestra el andlisis de la varianza (ANOVA) de los grupos de
tratamientos, se excluyo el grupo del control negativo para este analisis. El p-valor
obtenido en la prueba ANOVA es inferior al nivel de significancia, por lo tanto, existe

diferencia significativa al menos en uno de los grupos de datos analizados.
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Tabla 7. Analisis por Subgrupos homogéneos

Grupos de trabajo N 1 2 3 4 5 6 7
Aceite esencial de matico 15 6.8667

(50%)

Aceite esencial de matico 15 8,5933

(75%)

Aceite esencial de matico 15 11,8400

(100%)

Control Positivo (Nistatina) 15 23,0000

Aceite esencial de flor de 15 25,5000

Orégano (50%)

Aceite esencial de flor de 15 29,7800

Orégano (75%)

Aceite esencial de flor de 15 32,5333
Orégano (100%)

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

La tabla 7 muestra el andlisis de los grupos de datos mediante la prueba de Tukey
por subgrupos homogéneos, no se considera en este analisis el control negativo.
La prueba nos permite determinar si existe diferencia significativa entre las medias
de los grupos de datos, no se observa datos agrupados en la misma columna, por
lo tanto, existe diferencia significativa entre todos los grupos de datos.
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Figura 1. Gréfico de medias de los grupos de datos paramétricos

La figura 1 muestra de manera grafica el comportamiento del promedio de los

diametros obtenidos en cada tratamiento, se observa incremento del diametro halo

de inhibicibn a mayores concentraciones de los aceites, el aceite que muestra

mayor diametro de inhibicion es el aceite de la flor de orégano, incluso superior al

control positivo.
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IV. DISCUSION

4.1. Discusion

Los aceites esenciales pueden ser obtenidos de diferentes partes de las plantas
mediante diferentes métodos, de estos el que presenta mejores resultados es el de
prensado en frio y arrastre por vapor debido a que se obtiene un aceite puro sin la
adicién de otros solventes, pero el inconveniente principal de este ultimo es la
temperatura elevada que se emplea para la obtencion del aceite ya que puede
deteriorar algunos componentes termolébiles presentes en la planta durante el

proceso®3,

El aceite de orégano segin mencionan algunos autores esta conformado por cis-
B-Terpineol, y-terpineno, carvacrol, timol, borneol, cimeno a-terpineno, p-cimeno,
etc; de estos el timol y carvacrol son los que le infieren principalmente las
propiedades antibacterianas®*?°. Por otro lado, el aceite de matico presenta
monoterpenos, sesquiterpenos, flavona, dihidroflavonas, dihidrochalconas,
lignoides, arilopropanoides, amidas, entre otros, pero los estudios refieren que las

propiedades antimicrobianas se deben principalmente al dilapiliol presente3+3,

El presente estudio se realizé con dos tipos de aceites esenciales obtenidos de las
flores de Origanum vulgare “orégano” y Piper Aduncum L. “matico” para determiné
su efecto antimicotico sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231, se utilizaron
los aceites a las concentraciones de 50%, 75% y 100% mediante la técnica de

difusion en disco o Kirby Bauer.

En la tabla 1 podemos apreciar los valores estadisticos descriptivos con respecto a
la media, desviacion estandar, error estandar, intervalos de confianza y valores
maximo y minimo obtenidos del andlisis de los diametros de los halos de inhibicion
obtenidos de los tratamientos sobre Candida albicans del aceite esencial de la flor
de orégano a diferentes concentraciones, los valores promedio de los halos de
inhibicion obtenidos para el 50%, 75% y 100% fueron de 25.50mm + 0.10, 29.78mm
+0.08 y 32.53mm + 0.10 respectivamente.
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Los resultados del estudio se relacionan con los obtenidos por Ochoa R. (2019)
quien determiné el poder antibacteriano del aceite de orégano sobre Haemophilus
influenzae mediante el método de difusion en agar, emple6é concentraciones del
100%, 75%, 50% y 25% donde se obtuvo halos de inhibicién del 17.10mm, 12mm,

1.9mm y 0,0mm respectivamente, demostrando el efecto antibacteriano del aceite.

Asi mismo, el estudio de Colpa M. (2015) sobre el efecto inhibitorio del aceite de
Mentha piperita, Origanum vulgare y nistatina sobre Candida albicans obtuvo halos
de inhibicion de 45.73mm a las 24h y 46.35mm a las 48h para el aceite de orégano,
del mismo modo, que nuestro estudio presento mayor efecto inhibitorio que su
control positivo de nistatina que presentd halos de inhibicion de 19.60mm vy
20.30mm para las 24h y 48 horas respectivamente. Aunque el tamafo de los halos
de inhibicion fue mayor que en nuestro estudio, se evidencia del mismo modo en

ambos estudios el elevado poder antimicético del aceite de orégano.

Del mismo modo la tabla 2 nos muestran el didmetro de los halos de inhibicion
promedio obtenidos de las 15 muestras tomadas para cada tratamiento con el
aceite esencial de matico al 50%, asi mismo, nos presenta la estadistica descriptiva
de cada grupo de tratamiento, el valor medio obtenido para el aceite esencial de
matico al 50% fue de 6.87mm + 0.06, para el aceite al 75% fue de 8.59mm + 0.09
y para el 100% fue de 11.84mm + 0.06.

El estudio realizado por Reategui I. (2015) sobre el poder antimicético del extracto
etandlico al 40% y 70% de las hojas de Piper aduncum Linneo (Cordoncillo blanco)
y Piper peltatum (Santa maria) sobre Trichophyton sp. en un estudio en cuyes,
donde demostrd que existe poder inhibitorio antimicotico sobre el crecimiento de
este hongo en cuyes infectados, en tal sentido, el mayor efecto antimicotico se
presentd en la concentracion al 70% por parte de ambas variedades. Estos
resultados también son congruentes con los nuestros demostrando que esta planta
presenta compuestos con efecto antimicético tanto en el extracto etanolico como
en el aceite esencial, aunque la efectividad puede variar debido al método de

extraccion, entre otros factores inherentes a la planta.

Por otro lado, el estudio realizado por Scalvenzi L. (2016), evalu6 el efecto

antifangico del aceite esencial extraido por arrastre de vapor de Piper aduncum
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sobre diferentes hongos, estos resultados confirman el potencial poder antimicético
del Piper aduncum pero a concentraciones superiores al 90%, aunque puede variar
segun el tipo de hongo empleado. Hay que considerar en ese sentido que la

efectividad del matico varia de un hongo a otro.

Los valores estadisticos de los controles positivo (nistatina) y negativo
(dimetilsulfoxido) o DMS se muestran en la tabla 3, se puede apreciar que el control
positivo presentd un halo de inhibiciébn promedio de 23.00mm + 0.08 y el control

negativo fue de 6.03mm + 0.06.

La tabla 4 nos muestra el analisis de la distribucibn normal de los grupos de
tratamiento empleados en el estudio, tanto para los grupos experimentales como
los grupos control realizado mediante Shapiro-Wilk para analisis de grupos con
menos de 50 datos, dicha prueba obtuvo p-valor superior al nivel de significancia
alfa de 0.05 en todos los tratamientos excepto en el grupo control, por lo tanto, se
demuestra la normalidad de la distribucién de los grupos de datos analizados en

cada tratamiento excepto en el grupo control negativo.

Asi mismo, la tabla 5 nos muestra la prueba de homogeneidad realizada a cada
grupo de tratamientos, excepto el grupo control negativo por carecer de normalidad
mediante la prueba de Levene, esta prueba determiné que existe homogeneidad o

distribucion homogénea en las varianzas de todos los grupos de datos analizados.

Las pruebas anteriormente mencionadas nos permiten demostrar el mismo
comportamiento en la recoleccion de los datos de los analisis realizados y asi
mismo, nos permiten determinar el tipo de prueba inferencial a aplicar para

comprobar la prueba de hipotesis planteada.

En tal sentido, en la tabla 6 se plantea la prueba inferencial de ANOVA que nos
permite demostrar si existe diferencia significativa en al menos uno de los grupos
de tratamientos estudiados, la prueba ANOVA obtuvo un p-valor superior al nivel
de significancia, por lo tanto, nos demuestra que existe diferencia significativa al

menos en uno de los grupos de datos analizados.

Para demostrar cual de los grupos de tratamientos difieren entre si se aplicé la
prueba inferencial de Tukey por sub grupos homogéneos, esta prueba nos permite

encontrar cual de los tratamiento difiere significativamente entre si, en ese sentido,
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la prueba planteada encontré que todos los tratamientos estudiados difieren entre
si, por lo tanto, se demuestra que la eficacia antimicética sobre Candida albicans
de cada tratamiento son diferentes significativamente y existe mayor eficacia
antimicotica en relacion a la concentracion del aceite esencial, del mismo modo, se
observa que el aceite de la flor de orégano presenta mayor eficacia antimicética

gue el aceite de la flor de matico.

Por ultimo, la figura 1 de los resultados nos permite diferenciar claramente el efecto
antimicotico de los aceites y grupos control sobre Candida albicans, nétese que el
aceite de la flor de orégano presenta mayor efecto antimicotico incluso que el
control positivo de nistatina y que el aceite de la flor de matico, sin embargo, este

altimo presenta un efecto antimicotico inferior al control positivo.
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4.2. Conclusiones

1. Se determind el efecto antimicético in vitro aceite esencial de la flor de
Origanum vulgare “orégano” frente Candida albicans con halos de inhibicion
promedio para las concentraciones del 50%, 75% y 100% de 25.50mm +
0.10, 29.78mm + 0.08 y 32.53mm respectivamente.

2. Se determino el efecto antimicético in vitro aceite esencial de la flor de Piper
Aduncum “matico” frente Candida albicans con halos de inhibicion promedio
para el 50% de 6.87mm + 0.06, para el aceite al 75% fue de 8.59mm + 0.09
y para el 100% fue de 11.84mm + 0.06.

3. El aceite esencial de la flor de Origanum vulgare “orégano” presentdé mayor
poder antimicético frente a Candida albicans que la nistatina, por otro lado,
el efecto antimicotico del aceite esencial de la flor de Piper Aduncum “matico”

fue menor que el control positivo (nistatina).

4.3 Recomendaciones

1. Existe un potencial efecto antimicrobiano en el aceite esencial de flor de
Origanum vulgare “orégano” demostrado en numerosos estudios y
corroborado con el nuestro, por lo que se recomienda a futuros
investigadores realizar estudios con formulaciones tépicas que permitan
ampliar el campo de aplicacion del aceite.

2. Con respecto al aceite esencial de la flor de Piper aduncum “matico” se
requiere investigar las propiedades antimicrobianas y quimicas que presenta
esta planta, debido a que se observa que su efecto antimicrobiano varia
segun la especie microbiolégica empleada y el medio del cultivo.

3. Asi mismo, se sugiere a la poblacion e instituciones de salud, el empleo de
estos aceites para contrarrestar algunas enfermedades micoticas o como
tratamiento complementario al farmacoldgico, lo que puede llevar a disminuir

los indices de resistencia microbiana.
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ANEXOS
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Anexo A: Operacionalizacion de las variables

UNIDAD DE
VARIABLE
DIMENSIONES TIPO ESCALA | INDICADORES | MEDIDA/PUNTO
INDEPENDIENTE
DE CORTE
Aceite esencial 100%
de la flor de Piper Concentracion
A(ﬂuncym”L. Cuantitativo | ©Ordinal 75% Porcentaje
matico
50%
Aceite esencial Cuantitativo 100%
de flor Origanum Concentracion Ordinal 75% Porcentaje
vulgare “orégano 50%
UNIDAD DE
VARIABLE
DIMENSIONES TIPO ESCALA | INDICADORES | MEDIDA/PUNTO
DEPENDIENTE
DE CORTE
Efecto
antimicotico frente | Halo de ] Halo de
; i Cuantitativ Ordinal b mm
a Candida inhibicion uantitativo inhibicion
albicans
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Anexo B: Instrumentos de recoleccion de datos

Diametro de los halos de inhibicion

Aceite esencial de flor Aceite esencial de la flor de Piper
Origanum vulgare “orégano” Aduncum L. “matico™
Placa Control 50% 75% 100% Placa Control 50% 75% 100%
(mm) | (mm) | (mm) | (mm) (mm) | (mm) | (mm) | (mm)
1 1
2 2
3 3
4 4
5 5
6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
11 11
12 12
13 13
14 14
15 15
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Anexo C. Clasificacion Taxonémica de las plantas

"Ano de la Universalizacion de la Salud"

CONSTANCIA DE
IDENTIFICACION TAXONOMICA

La Biéloga Flor Milagros Silva Romero con colegiatura del Colegio de Biologos del Pera
Nro. 6238 deja constancia que:

La muestra botdnica recibida de los bachilleres Julio César Sanchez Chonate y Ynelda
Pérez Estela, quienes realizan una investigacion en la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Maria Auxiliadora — San Juan de Lurigancho; ha sido estudiada ¢
identificada como: Origanum vulgare L. (Orégano) y tiene la siguiente posicion
taxonomica segun el sistema de clasificacion APG III (Angioperm Phylogeny Group).

Clase: Equisetopsida
Orden: Lamiales Bromhead
Familia: Lamiaccae Martinov
Género: Origanum L.
Especie: Origanum vulgare L.

Nombre vulgar: “Orégano”

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que
considere pertinente.

Lambayeque, 10 de octubre del 2020
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"Afo de la Universalizacion de la Salud"

CONSTANCIA DE
IDENTIFICACION TAXONOMICA

La Biologa Flor Milagros Silva Romero con colegiatura del Colegio de Bidlogos del Pera
Nro. 6238 deja constancia que:

La muestra boténica recibida de los bachilleres Julio César Sinchez Chonate y Ynelda
Pérez Estela, quienes realizan una investigacion en la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Maria Auxiliadora — San Juan de Lurigancho; ha sido estudiada e
identificada como: Piper aduncum L. (Matico) y tiene la siguiente posicion taxonémica
segun el sistema de clasificacion APG 111 (Angioperm Phylogeny Group).

Clase: Equisetopsida
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae Giseke

Género: Piper L.
Especie: Piper aduncum L.

Nombre vulgar: “Matico”

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que
considere pertinente. ‘

Lambayeque, 10 de octubre del 2020

e ~
PensuTea i dqrpeansases. o

Siva
C.B.P 6238
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Anexo D. Certificado de analisis de la cepa Candida albicans ATCC 10231

¢ MICI’DbIdDgICS”

and Perfiormance Upon Release

Speci -
IJ izsm Mame: Candida albicans

E:!:ralmn Diate: 202172028
Wﬁl . Information:
Catalog Number: 0443 Guality Control Technologist: Aleandra O Stensvad
Lot Humber: £443-1003"" Release Date: 20197218
Reference Number: ATCC® 10231 ™"
Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Macroscopic Features:

Medium:
Small to medium, white, cincular, conves, dull colonies. Mutrent
Microscopic Featuras: Mehoed:
Gram positive, owoidal, budding yeast cells. Gram Stain (1)
1D System: MALDETOF (1)

Other Features! Challenges: Results
(1) Germ Tube Test: positve
(1) Chlamydospore production: positive

See attached 1D Systemn results document.

*|| ,
(1"-'{ liﬂ;i_ﬂ_ut\—ﬂp,éﬁ)-&-\_h

Amanda Kuperus

Cueality Control Manager
AUTHORIZED SIGHATURE
Disclaimer: The last dgihs) of the: lof numiber appearing on e product label and packing slip are merely a packaging =veni number. The ot umber dsplayed on Sis
certticale iz the achesl bosse: |0f numiber,

Boly for Vish: JSQugts s ieisg pens) smag ey soepertygt louiy, {1 usisss svirormment of ihe s, somtaned wth ihe chort incutietion pesiod. mey

£ Ffer fo the snolocsd product incert for Inctructions, intsnded uvce and harardicafety Information

.

"
pr arn

bée £ & reoognizsd cuthors colisotion

REFCELUOE MATTRIAL PRODUCCE
TENT #2855, 07

ATCC Licansad 1 et of ATEC. RACPICogcs, i f IETiet i S it Moty Sl 0 S5 Rt S Hom ATCED

(11 Thess iesis ane acmedied o EBOWEC 1 FIES 0S5

TESTIMG CERT @bhsn, L

& 2012 Microbiclogies, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue Morth Saint Cloud, MM 55303 Page 1of 1 DOC. 2aa
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results -Eﬁg“

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbals [ Color
20 - 3,00 {++) £reen
L7 - 1499 {+} vellow
0.0 = 1.68 =} Ted

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Categaory Interpretation
High conslstemey: The best mantch is a high-confidence idendification. The secopsd-best match is (1) a
{A) high-confidence idenfification in whicl the species is idenrical to ihe best madch, (2) a low-confidence
ideitification in which the species or genns is identical o tbe best match, or (3) 6 noo-identification.
Low consistemcy: The requirements for high consistency are not met. The hest muatch i= a high- or loow-
(B] confidence identificntion. The second-best match is (17 o high- or low-confidencs idenhificatson m
which the genns is ientical bo the best match or (21 a non-identificarion
() No comslstency': The requirensenis Toe hagh or kew comsisiency are not mel
Sample Mame: Candida albicans
Sample Description: D423
Sampie 10 4431006

Sample Creation DateMme:  2012-03-06T14:55:06.305 ADS
Appiled MSP Ubranyiles):  BOAL, Mycobacteria Ubrary {baad method), Fiamentous Fungl Library, Listerta

Sampie Name | Sampia 1D | Organism [beat match) Scors Value
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Anexo E. Evidencias fotogréaficas del trabajo de campo

Figura 2. Zonas de cultivo de especie vegetal
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Figura 3. Flores de Origanum vulgare (orégano)
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Figura 5. Campana de flujo laminar
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Figura 6. Activacion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231

Figura 7. Preparacion del inoculo de trabajo
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Figura 8. Preparacion de densidad bacteriana al 0.5 de Mc Farland

Figura 9. Nefelémetro de Mc Farland
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SW-CJ-1D faminar flow cabine!
‘ alr supply)

Figura 11. Preparacion de los aceites a diferentes concentraciones
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Figura 12. Preparacion de los discos de trabajo

Figura 13. Incubacion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231

38



Figura 14.

Lectura de los halos de inhibiciéon
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