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RESUMEN

El propdsito de esta investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro de
aceites esenciales de origanum vulgare (orégano) frente a staphylococcus aureus. Fue
un estudio in vitro, aplicado y de enfoque cuantitativo. Para el estudio se considero 24
placas con cultivo de staphylococcus aureus ATCC 25923 que fueron divididas en 4
grupos : Grupo control negativo 6 placas, grupo farmacolégico (Amoxicilina 20 mg/
Acido Clavulanico 10 mg) 6 placas, grupo experimental 1 (Origanum vulgare 60%) 6
placas, grupo experimental 2 (Origanum vulgare 80%) 6 placas, se determing el efecto
antibacteriano con la medicion de los halos de crecimiento bacteriano en las placas de
cultivo con Agar Miiller Hilton, después de 24 horas de incubacion a una temperatura
de 37° C. Obteniéndose como resultado el promedio de los halos del grupo control
negativo (6.0£0.0 mm), grupo estandar farmacoldgico (30.73 = 0.54 mm), Grupo
experimental 01 (24.75 £ 0.79 mm) y grupo experimental 02 (32.50 + 0.81 mm),
obteniéndose un valor p <0.05 por la prueba ANOVA. Se concluye que los aceites
esenciales de Origanum vulgare (orégano) tienen efecto antibacteriano sobre cultivos
de Staphylococcus aureus, siendo el efecto inhibitorio del aceite esencial de Origanum

vulgare (orégano) mayor en comparacion con amoxicilina mas acido clavulanico.

Palabras clave: Aceite esencial, efecto antibacteriano, origanum vulgare, planta,

staphylococcus aureus.
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ABSTRACT
The purpose of this research was to evaluate the in vitro antibacterial effect of essential oils
of origanum vulgare (oregano) against staphylococcus aureus. It was an in vitro study,
applied and with a quantitative approach. For the study, 24 plates with staphylococcus
aureus ATCC 25923 culture were considered, which were divided into 4 groups: Negative
control group 6 plates, pharmacological group (Amoxicillin 20 mg/ Clavulanic Acid 10
mg) 6 plates, experimental group 1 (Origanum vulgare 60% ) 6 plates, experimental group
2 (Origanum vulgare 80%) 6 plates, the antibacterial effect was determined by measuring
the halos of bacterial growth in the culture plates with Muller Hilton Agar, after 24 hours of
incubation at a temperature of 37° C. Obtaining as a result the average of the halos of the
negative control group (6.0 £ 0.0 mm), standard pharmacological group (30.73 £ 0.54 mm),
Experimental group 01 (24.75 + 0.79 mm) and Experimental group 02 (32.50 + 0.81 mm),
obtaining a value p <0.05 by the ANOVA test. It is concluded that the essential oils of
Origanum vulgare (oregano) have an antibacterial effect on cultures of Staphylococcus
aureus, the inhibitory effect of the essential oil of Origanum vulgare (oregano) being

greater compared to amoxicillin plus clavulanic acid.

Keywords: Essential oil, antibacterial effect, origanum vulgare, plant, staphylococcus

aureus.
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l. INTRODUCCION:

La diversidad bioldgica es muy extensa en el mundo, muchos profesionales quieren saber
los beneficiosos de esta diversidad bioldgica, las industrias hacen uso de estos beneficios
para el bienestar y comodidad de la humanidad. Tenemos a nuestro alcance algunas
investigaciones, pero aun nos falta mucho por investigar, cada cierto tiempo se hace
publico el hallazgo de nuevas especies herbarias, y mayormente se encuentran en la selva
peruana. @

El Pert contempla a una gran variedad bioldgica, esta se hace conocida lentamente con el
intercambio de informacidn entre pobladores que aun practican el trueque en las zonas alto
andinas, con fines medicinales, ya que ellos tienen informacion de sus antepasados, de
como usar las plantas y que plantas se deben de consumir como preventivo de las
enfermedades. Por eso el Per contempla una gran variedad bioldgica hace de si misma una
zona especial para realizar estudios, botanicos, bidlogos, quimicos, zo6logos e entre otros.
1@

Staphylococcus aureus es un colonizador bacteriano comdn de humanos y una variedad de
especies animales; muchas cepas tienen potencial zoonético y se mueven entre humanos y
animales, incluido el ganado, las mascotas y la vida silvestre. La evidencia acumulada ha
demostrado que los mecanismos de resistencia de S. aureus son muy complejos,
especialmente para MRSA, que es resistente a muchos tipos de antibiéticos. Por lo tanto,
comprender la resistencia a los medicamentos de MRSA de manera oportuna y dilucidar su
mecanismo de resistencia a los medicamentos a nivel molecular es de gran importancia

para el tratamiento de la infeccion por S. aureus @



La resistencia a los antibioticos es causada por la no adherencia al tratamiento ya que el
agente esta expuesto a medicamento y este desarrolla una defensa como método de
sobrevivencia. Los microrganismos se hacen mas resistentes a los antibiéticos dia a dia, se
esta dando por que la misma poblacién incumple con los tratamientos, se reportd que el
95% de los aislamientos hospitalarios se debia a Staphylococcus aureus, presentan
resistencia a las penicilinas. ¢

Desde las ultimas dos décadas, tras el aumento de la resistencia antibacteriana como una
amenaza para la salud mundial, el interés de los cientificos se ha centrado en los estudios
antimicrobianos. Segun la literatura, alrededor de dos tercios de las terapias clinicamente
antibacterianas estan disefiadas sobre la base de productos naturales, diferentes estudios
demuestran que los aceites esenciales son compuestos antibacterianos seguros para
combatir infecciones. Los constituyentes de aceites esenciales que pueden inhibir el
crecimiento de bacterias, levaduras y mohos y la resistencia a ellos podrian ser mas dificil
que a una sola molécula de antibiotico.”®

Las plantas medicinales y aromaticas se han utilizado en la medicina tradicional durante
siglos. Actualmente, se utilizan alrededor de cuatrocientos compuestos derivados de plantas
en formulaciones de medicamentos. Contienen sustancias quimicas bioldgicamente activas
en forma de metabolitos secundarios. Los metabolitos secundarios generalmente son
producidos por el metabolismo secundario de la planta y pertenecen a varias clases
quimicas, como alcaloides, flavonoides, saponinas, esteroides y terpenoides. Estos
metabolitos secundarios se consideran los principales constituyentes que imparten

propiedades medicinales a las plantas. Ademas, los aceites volatiles obtenidos de plantas

aromaticas y medicinales estdn compuestos por una mezcla compleja de metabolitos



secundarios y se pueden utilizar en diversas aplicaciones, como aromaterapia, perfumeria,
productos farmacéuticos, alimentos, detergentes y cosméticos.!*

Los miembros del género Origanum comprenden las plantas medicinales herbaceas y
aromaticas mas importantes de la familia Lamiaceae que se distribuye en zonas calidas y
montafiosas; O. vulgare L. (conocido como “orégano”) como la especie mas diversa del
género se distribuye en la region mediterranea y en la region de Eurasia occidental y
suroccidental. Hasta la fecha, se han reconocido més de 100 ingredientes volatiles y no
volatiles en el aceite y varios extractos de O. vulgare; seglin las caracteristicas hidrofilicas e
hidrofobicas, existen dos grupos principales de fitoquimicos en O. vulgare, que incluyen
aceites esenciales (AE) y compuestos fenolicos (flavonoides y acidos fendlicos). Otros
compuestos biologicos activos consisten en terpenoides, taninos y esteroles.”

Varias especies de O. vulgare se encuentran entre las plantas mas estudiadas debido a los
posibles efectos antibacterianos que difieren segin las especies de microorganismos
(silvestres, de referencia, sensibles a los medicamentos o resistentes) y el tipo de extraccion
de la planta (AE o varios extractos), y debe tenerse en cuenta en este sentido siempre que se
explore el potencial de las plantas para desarrollar nuevos farmacos antimicrobianos (10)
Las bioactividades estan en estrecha relacion con el perfil fitoquimico del aceite esencial y
también dependen de las caracteristicas taxonomicas, climaticas y geograficas del material
vegetal. Los efectos beneficiosos antibacterianos, antifingicos, antiparasitarios,
antioxidantes, antiinflamatorios, antitumorales, desérdenes de la piel, ademas de las
actividades antihiperglucémica y anti-Alzheimer se informaron y confirmaron en multiples

estudios .



Esta investigacion busco realizar la evaluacion comparativa del efecto antibacteriano del
aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) frente al efecto antibacteriano con un
medicamento de referencia (amoxicilina/Ac. Clavulanico), Ademas este trabajo buscod
brindar informacion alternativa futuras para el tratamiento de infecciones producidas por S.
aureus, ademas de aportar conocimiento nuevo sobre los efectos de Origanum vulgare
(orégano) y de esta manera ayudar a la poblacidn a revalorar el uso de plantas medicinales
en el tratamiento de las infecciones causadas por Staphylococcus aureus con aceite de

Origanum vulgare.

Dicha investigacion permitird al lector a tratar de una manera alternativa las infecciones
causadas por Staphylococcus aureus, ayudando a la poblacion de bajos recursos
econdmicos y que carecen de servicios sociales en salud, mejorando la calidad de vida

directamente a personas que se encuentran con infecciones staphylococicas.

Por todo la antes expuesto la presente investigacion formula la siguiente pregunta de
investigacion: ;Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Origanum

vulgare (orégano) frente a cultivos de Staphylococcus aureus?

Objetivo general:
e Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de aceites esenciales de origanum vulgare

(orégano) frente a staphylococcus aureus.



Obijetivos especificos:

e Estimar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Origanum vulgare

(orégano) a concentraciones de 60% y 80 % frente a cultivos de Staphylococcus aureu.

e Comparar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) a concentraciones de 60% y 80 % usando un farmaco de referencia

(amoxicilina/acido clavulanico) frente a cultivos de Staphylococcus aureus.

Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Antecedentes

Ozkan et al., en el afio 2017, en Turquia; desarrollaron la investigacion sobre la
“composicién quimica y actividad antimicrobiana del Aceite esencial de orégano vy
ajedrea”. Los aceites esenciales de las plantas de orégano (Origanum vulgare ssp. hirtum) y
ajedrea (Satureja thymbra) se obtuvieron mediante el método de destilacion al vapor; las
composiciones quimicas de sus aceites esenciales se analizaron mediante la técnica GC-
MS. Ademaés, se estudid la actividad antimicrobiana mediante el método de la
concentracion inhibitoria minima (CIM). La composicién quimica del aceite esencial de
orégano fue de carvacrol (63,97%), p-cimeno (12,63%) y linalol (3,67%). Como resultado,
se puede decir que el aceite esencial de orégano y ajedrea puede ser Util en la aplicacién

medicinal y en la industria alimentaria como conservante contra microorganismos dafiinos

(11)



Mehdizadeh et al., en el 2018, Iran; analizaron la “Composicién Quimica y Actividad
Antimicrobiana de Origanum vulgare subsp. Aceites esenciales de viride cultivados en dos
regiones diferentes de Iran”. Los analisis de GC y GC-MS revelaron que los aceites
esenciales de las muestras de Mashhad y Yazd contienen predominantemente timol (20,97-
21,6 %), 4-terpineol (16,27-15,85 %), y-terpineno (7,62-5,46 %), trans -sabinene hidrato
(6,11-791 %) y p-cimeno (4,27-5,69 %). Las variaciones observadas entre las
composiciones de aceites esenciales fueron en su mayoria cuantitativas, pero también
cualitativas. Los efectos inhibidores de los aceites esenciales se probaron contra 10
microorganismos fitopatogenos, incluidos Xanthomonas citri, Ralstonia solanacearum,
Erwinia amylovora, Pectobacterium carotovorum, bacterias Xanthomonas oryzae y hongos
Bipolaris sorokiniana, Fusarium oxysporum , Drechslera oryzae , Alternaria alternata y
Stemphylium sarciniforne . Los resultados de las pruebas antimicrobianas indicaron que los
aceites esenciales tenian actividades antibacterianas contra todos los microorganismos
probados. De acuerdo al ancho de la zona de inhibicion X. citri fue la bacteria mas sensible

a los aceites esenciales con CIM (3.5 ugmL -1 ) y CMB (5 pgmL-1) en ambas muestras 12)

Oniga et al., Rumania, 2018; analizaron la “Composicion Quimica y Estudios Bioldgicos
de Origanum vulgare ssp. Vulgare”, Los polifenoles se analizaron mediante técnicas
cromatograficas y espectrofotométricas; La actividad antimicrobiana del extracto de
orégano se evalué mediante ensayo de difusién en pozo de agar. Estos datos evidenciaron
un perfil fenolico especifico, con grandes cantidades de acidos rosmarinico y clorogénico.

El extracto de orégano mostré una actividad antioxidante muy fuerte en buen acuerdo con



el contenido fendlico. La actividad antimicrobiana fue buena, especialmente contra
Salmonella enteritidis y Aspergillus niger *3.

Khan M. et al., Arabia Saudita, 2018 presenta el trabajo de investigacion acerca de la
composicion del aceite esencial y el destilado acuoso de Origanum vulgare L. que crece en
Arabia Saudita y la evaluacion de su actividad antibacteriana, aislaron diversos metabolitos
secundarios a partir del aceite esencial, entre estas moléculas sobresalieron: Timol,
carvacrol, linalol, cariofileno, b-citronelol, espatulenol g-terpineno; de estos el carvacrol
fue el compuesto maés efectivo e inhibié completamente el crecimiento de bacterias Gram(-)

como E . coli; y como S aeruginosa. (151 pg/mL y 200 pg/mL respectivamente).®?

Bahmani M. et al., India, 2019, presentan el estudio sobre perfiles fitoquimicos y
actividades antibacterianas de extractos hidroalcohdlicos de Origanum vulgare e
Hypericum perforatum y carvacrol e hipericina como prometedores anti- Staphylococcus
aureus. Tuvo como objetivo investigar los perfiles fitoquimicos y los efectos
antibacterianos de los extractos hidroalcohdlicos de Origanum vulgare (familia Lamiaceae)
y Hypericum perforatum (familia Closiaceae) y sus compuestos activos sobre S. aureus
(ATCC 12600) in vitro. De las 42 combinaciones de O. vulgare, carvacrol (48%) y de las
38 combinaciones de H. perforatum, la hipericina (46,2%) fueron las mas abundantes. La
MIC, MBC y DAD de O. vulgare y H. perforatum, carvacrol, hipericina y meticilina fueron
625, 625, 312,5, 78,12 y 384 ug/mL, 10000, 10000, 2500, 2500 y 384 ug/mL, y 15,66 +

4,49, 12,66 + 0,47 y 22 + 0,81 mm, respectivamente.®®

Ochoa R. en Per(, 2019. Presentan el estudio sobre efecto antibacteriano del aceite esencial



Origanum vulgare “Orégano” sobre Haemophilus influenzae ATCC 10211 comparado con
amoxicilina-acido clavulanico, estudio in vitro. Tuvo como objetivo determinan el efecto
antibacteriano sobre cepas de haemophilus influenzae (ATCC 10211) comparado con
amoxicilina — &cido clavulanico a 20 pg en un estudio in vitro. Se realizaron 4 diluciones
(100%, 75%, 50% y 25%) comparandose con amoxicilina — acido clavulanico 20 pg/10 pg
y un control neutro con DMSO. La extraccion de los aceites esenciales de Origanum
vulgare fue hidrodestilacion a vapor de agua. En los resultados se evidencio que si tiene
efecto antibacteriano el aceite esencial de Origanum vulgare, pero sin embargo no supero el
halo de inhibicion en relacion a amoxicilina — &cido clavulanico de 22.50 mm. DE: 0.85 *
2.69 IC 95% [21.89 — 23.11]. se concluyo que el aceite esencial de las hojas de Origanum
vulgare “orégano” si tiene efecto antibacteriano pero menor que la amoxicilina — acido
clavulanico, pudiendo utilizarse como un medicamento coadyuvante en el tratamiento de

Haemophilus influenzae ATCC 10211.®©

Simirgiotis et al., Chile. 2020; realizaron el estudio acerca de las capacidades antioxidantes
y antibacterianas del Aceite Esencial de Origanum vulgare L. de la regién arida andina de
Chile y su caracterizacion quimica por GC-MS. Este trabajo identificd cincuenta
metabolitos por cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)—hidrocarburos
monoterpenos, monoterpenos oxigenados, monoterpenos fendlicos, hidrocarburos
sesquiterpénicos y sesquiterpenos oxigenados—presentes en el aceite esencial de orégano
recolectado en el desierto de Atacama. Los principales componentes del aceite esencial de
orégano fueron timol (15,9%), hidrato de Z -sabineno (13,4%), y-terpineno (10,6%), p-

cimeno (8,6 %), acetato de linalilo (7,2 %), sabineno (6,5 %) y éter metilico de carvacrol



(5,6 %). Las pruebas antibacterianas mostraron que las bacterias patdgenas Staphylococcus
aureus y Salmonella enterica y las bacterias fitopatdgenas Erwinia rhapontici y
Xanthomonas campestris fueron las mas susceptibles al aceite de orégano, con las

concentraciones mas bajas de aceite necesarias para inhibir su crecimiento bacteriano.™”

Moghrovyan et al., Armenia, 2021; realizaron una investigacién para determinar las
peculiaridades de la composicion quimica del aceite esencial (AE) y el extracto etanolico
(EE) de orégano de flora armenia y caracterizar in vitro principalmente las propiedades
antioxidantes y antibacterianas. EI EO de las partes aéreas de las plantas se extrajo por el
método de hidrodestilacion y la composicion se analizé por cromatografia de gases (GC); el
EE se prepard utilizando etanol como disolvente. Los terpenos resultaron ser la mayor parte
del AE de orégano (epoxido de B-cariofileno - 13,3 %; B-cariofileno -8,2 %; -cimeno - 5,2
%). El contenido de flavonoides de EE fue de 3,9+0,7 mg g-1 de equivalentes de catequina.
Las actividades antirradicales de EO y EE expresadas con concentraciones inhibitorias
medias maximas fueron 1057 ug mL-1 y 19.97 pg mL-1. Tanto EO como EE de orégano
pudieron suprimir el crecimiento de los microorganismos de prueba, incluidos los aislados
de patogenos clinicos, pero tienen una actividad antimicrobiana moderada. La actividad
antibacteriana del EO contra Escherichia coli resistente a la ampicilina fue similar a la
actividad contra la cepa no resistente. EE no fue activo contra E. coli resistente a ampicilina

en contraste con uno no resistente ®.



2.2.Marco tedrico

Fitoterapia
Es la ciencia dedicada al estudio de la utilizacion de productos de origen vegetal con el
propésito de prevenir, tratar o curar estado patologico. O hacer uso de las plantas

medicinales con la finalidad terapéutica. *®

Moléculas Antibacterianas

La mayoria de los antibioticos que se utilizan en la actualidad proceden de Actinomycetales,
en su mayoria Streptomyces , y se aislaron durante la “edad de oro” del descubrimiento de
antibioticos, el periodo comprendido entre los afos cuarenta y setenta. Los productos
naturales han demostrado ser altamente eficaces para el tratamiento de infecciones
bacterianas y, como es légico, la variedad de farmacos a base de productos naturales es
enorme. Existen fAirmacos de amplio y estrecho espectro para administracion oral, topica o
parenteral y con actividad frente a casi todos los patogenos conocidos. La mayoria de los
candidatos basados en productos naturales actualmente en desarrollo son versiones nuevas
y mejoradas de medicamentos antiguos, ejemplificados por el glicopéptido telavancina
recientemente aprobado por la FDA."”

La mayoria de los antibidticos usados tradicionalmente matan las bacterias al interferir con
los procesos celulares esenciales. Una alternativa a este enfoque es desarmar a los
patdgenos, lo que facilita que el sistema inmunitario innato del huésped pueda limpiar la

infeccion. La virulencia se define como la capacidad de un patéogeno para causar una

enfermedad. Algunos de los principales objetivos de la investigacion antivirulencia son las

10



toxinas, la deteccion de quorum, la produccion de biopeliculas, la secrecion de tipo 111 y la

adhesion.?”

Las toxinas son producidas por numerosas bacterias patdgenas y, en muchos casos, la
defensa inmunitaria puede controlar bien la infeccion si las toxinas se eliminan de la
ecuacion. Un gran nimero de bacterias Gram-negativas liberan sus toxinas por secrecion de
tipo III, lo que convierte a la maquinaria utilizada en este proceso en otro objetivo
potencial. La secrecion de tipo III implica la formacion de una estructura similar a una

aguja que libera toxinas y otras moléculas efectoras directamente en las células huésped.(l9)

Planta medicinal
Se define a cualquier especie vegetal que contiene principios activos. Sustancias que
ejercen acciones farmacoldgicas o aprovecharlo como precursores para desarrollar nuevos

farmacos.

Origanum vulgare

Es una hierba aromatica perenne de tamafno mediano del género Origanum, esta especie se
considera una de las plantas aromaticas mas utilizadas dentro de la familia Lamiaceae. Sus
aceites volatiles contienen mono y sesquiterpenoides como principales clases quimicas de
metabolitos secundarios.

Origanum vulgare L. es una planta aromatica muy utilizada, especialmente por su

contenido en aceite esencial, principalmente rico en carvacrol y timol. Los usos

11



etnofarmacolodgicos de Origanum vulgare. El uso del aceite esencial comprende trastornos

digestivos, respiratorios o dermatolégicos @0)

Taxonomia 2

Nombre cientifico: Origanum vulgare

Categoria: Especie

Clasificacion superior: origanum

Altura: hasta 60 cm

Botanicamente, O. vulgare es una planta perenne con una base lefiosa y tallos herbaceos,
que crece hasta una altura de 20 a 80 cm. Sus hojas son opuestas, en forma de huevo, de 1 a
4 cm de largo y de 0,5 a 2,5 cm de ancho; el margen de la hoja es liso y la punta varia de
redondeada a puntiaguda. Las flores son relativamente pequefias, agrupadas en
inflorescencias paniculadas terminales y laterales. Su corola consta de 5 pétalos unidos, de
0,4 a 0,8 cm de largo, de color blanco a purpura. Los sépalos también estan reunidos; la
parte interna de la flor contiene cuatro estambres y el pistilo esta constituido por dos
carpelos fusionados. Los frutos son pequefios frutos secos .

Componentes activos:

los aceites volatiles se liberan al romperse la cuticula. A excepcion de estos pelos peltados,
también se encuentran pelos capitados mucho més pequefios en ambos lados de las hojas y
en la epidermis del kalyx. Tienen una cabeza de 1-2 células y parecen estar involucradas en
la sintesis de otros metabolitos mas hidrofilicos como compuestos fenolicos y polisacaridos
En la mayoria de los aceites esenciales de O. vulgare L., los monoterpenoides fendlicos

constituyen hasta el 70% del aceite total; estos monoterpenoides comprenden
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principalmente compuestos fenolicos polares como el timol y el carvacrol. Ademas, se han

detectado cantidades apreciables de y -terpineno y p —cimeno.?"

Descripcion boténica de la planta

El Origanum vulgare o conocido también como orégano, es una planta que pertenece a la
familia de las labiadas, mide unos 80cm. Es de tallos pilosos y erectos ademas de ser
aromaticos, cuenta con unas hojas pecioladas, ovales, dentadas o enteras. Flores rosadas,
blancas o violaceas de hasta 7mm. Reunidas en inflorescencias redondeadas terminales, se
adapta a todo tipo de suelo, pero se encuentran mas en zonas altas entre 2850 a 3400
m.s.n.m.®

Las regiones que se dedican a sembrar el orégano son: Tacna, Arequipa, Moquegua, Junin,
Apurimac, Ayacucho, Puno, La Libertad. EI Origanum vulgare, es una planta
extremadamente polimorfa (muchas formas), sus variaciones son influidas por el medio
donde se desarrollan y la época del afio, lo que ha generado un amplio numero de
variedades. Es considerado un cultivo marginal, porque se puede desarrollar en suelos
pobres. Es una planta resistente al frio, las temperaturas menores de 5 °C afectan al cultivo,

en su crecimiento y algunas veces el borde de sus hojas quemadas.®
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Los aceites esenciales, los constituyentes mas relevantes para el valor medicinal de O.
vulgare, se sintetizan en tricomas glandulares peltados, que se encuentran en la superficie
de tallos, hojas y flores (sépalos, pétalos). Estos tricomas tienen una cabeza secretora

agrandada, formada por 12 a 16 células glandulosas cubiertas por una cuticula comdn

Manejo de cultivo

Se realiza en el verano, es el tiempo donde se cultiva con mayor cantidad y se logra
exportar o distribuir a los mercados de la zona, el riego se realiza con agua de rio, se logro
conversar con un poblador de Julcan y manifestdé que incluso lo regaba con agua de
desperdicio, el orégano se considera una de las plantas de facil adaptacion a climas, por ello
los pobladores los cultivan en sus jardines o en sus huertas, antes de darle uso previamente
este es desecado y molido para que se pueda usar en sus sopas como la mayoria lo hace en

.2
la zona andina.®®

Cosecha

El uso que se le da al orégano es ornamental, aromatico, industrial, alimenticio, etc. Las
partes mas usadas son las hojas y los tallos, la muestra se extrajo con hoz se cort6 de unos 5
a 8 cm de altura desde el suelo, las ramas que contenian abundate hoja para después retirar
solo las hojas, para la extraccion del aceite.®

Usos tradicionales del aceite esencial de O. vulgare

Se informa que los aceites volatiles de O. vulgare L. muestran actividad antiinflamatoria,
antiespasmadica, antibacteriana, diaforética, antioxidante, antifungica, analgésica y

carminativa,®¥
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Los usos del orégano en la etnomedicina se han relacionado con las propiedades
estomacales, carminativas, expectorantes y emenagogas. Se ha indicado como tinturas o
infusiones en trastornos respiratorios y digestivos, pero también como unglientos para tratar
heridas. Sus usos tradicionales incluyen indigestiones, diarrea, tos y bronquitis. También se

ha utilizado como remedio contra el prurito, los dolores de cabeza y la depresion 2.

Staphylococcus aureus (S. aureus)

Sthaphylococcus aureus se le llamo asi por la forma de la bacteria que al desarrollarse toma
la forma de un racimo de uva, en griego Staphyle, so esporuladas, no moviles no poseen
capsulas, pero algunas cepas tienden a desarrollar capsulas de limo, pero son anaerobias
facultativas, sus diametros son de 0.5 a 1.5 um. y estan agrupados formando racimos de uva

o en pares, tétradas formando cadenas cortas.®

Staphylococcus en la actualidad ya incluyen las 32 especies como también 8§ subespecies
aerobias y anaerobias facultativas, excluyendo a S. aureus entre otros, que son
estrictamente anaerobias, normalmente 12 se encuentran colonizando en el huésped
humano, teniendo como principal al S. aureus sin duda, tienden a desarrollarse en medios
de cultivo habituales, tienen la capacidad de desarrollarse en ambientes que presentan altas
concentraciones de NaCl. Y muestran B-hemolisis medios de cultivo que contengan

24,25
sangre.** >

Es uno de los principales patdgenos en las infecciones hospitalarias y comunitarias y puede

causar muchas enfermedades infecciosas, como infecciones leves de la piel y los tejidos
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blandos, endocarditis infecciosa, osteomielitis, bacteriemia y neumonia mortal.
Staphylococcus aureus fue descubierto por primera vez en 1880 en Aberdeen, Escocia, por
el cirujano Alexander Ogston en pacientes con llagas ulceradas. Staphylococcus aureus
pertenece al género Staphylococcus, Firmicutes; es positivo para la tincion de Gram, ~0.8
um de didmetro, dispuesto en una "ramita de uvas" bajo un microscopio, un aerobio o

anaerobio; y crece de manera 6ptima a 37 °C y a pH 7,4.%°)

Resistencia intrinseca a los antibioticos
Las tasas de resistencia de la infeccion por S. aureus y de cepas multirresistentes estan
aumentando, lo que dificulta el tratamiento clinico antiinfeccioso. EI mecanismo de

resistencia enddgena incluye principalmente tres aspectos.®”

Permeabilidad de la membrana externa

Cuando se reduce la permeabilidad de la membrana celular, el metabolismo energético de
las bacterias se ve afectado y, por lo tanto, se reduce la absorcion de farmacos, lo que lleva
a la resistencia a los farmacos. Por ejemplo, la resistencia de S. aureus a los
aminoglucosidos es causada por una disminucién de la permeabilidad de la membrana y

finalmente resulta en una disminucion de la ingesta del farmaco.®

Sistemas de eflujo
El sistema de eflujo activo de bacterias fue descubierto en 1980 por Ball y McMurry al
estudiar la resistencia de Escherichia coli a la tetraciclina; posteriormente, los académicos

realizaron muchos experimentos sobre el sistema de salida activa, que confirmaron que el
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sistema de salida activa es una estructura fisiologica normal de las bacterias y existe en

cepas sensibles.®”

Produccion excesiva de p-lactamasa

La B-lactamasa es una enzima que cataliza la hidrélisis de varios antibioticos B-lactamicos
(incluidos antibidticos como los carbapenémicos de amplio espectro), esta codificada por
genes cromosomicos bacterianos y es transferible. En la actualidad, la investigacion
muestra que los antibioticos B-lactdmicos tienen un efecto letal sobre las bacterias
principalmente a través de dos mecanismos: primero, al unirse a la proteina de union a la
penicilina (PBP, es decir, mucina sintasa de la pared celular), que reprime la sintesis de
mucina de la pared celular, interrumpe la pared celular y conduce a la expansion y lisis
bacteriana; en segundo lugar, al activar la actividad enzimatica autolitica de la bacteria, lo
que resultd en autolisis y muerte. La secrecion excesiva de B-lactamasa por MRSA reduce
principalmente el efecto de los antibidticos a través de dos mecanismos, que conducen a la

resistencia a MRSA. %%

Mecanismo de accion de amoxicilina mas acido clavulanico

La amoxicilina es un antibidtico betalactamico (penicilina semisintetica) que va a
interrumpir el funcionamiento de una o mas enzimas (proteinas fijadoras de penicilinas,
PBP) en la fase biosintetica de peptidoglicanos bacterianos que constituyen la pared celular
de las bacterias, que al interrumpir algin funcionamiento de la pared celular, esta provoca
lisis celular y seguidamente la muerte bacteriana. EI mecanismo de defensa bacteriana ante

la amoxicilina es activar o aumentar la produccién de betalactamasas que estas van a
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producir la degradacion de la amoxicilina y reduciendo el espectro bacteriano. Pero si se
une una amoxicilina con acido clavulanico esta dafiara a las bacterias resistente a la
amoxicilina, porque es un agente betalactamico que inactivaran las enzimas betalactamasas
previniendo asi la inactivacion de la amoxicilina, se debe tener en claro que el &cido
clavulanico no tiene ningun efecto antibacteriano, sino que esta va a facilitar que la

amoxicilina cumpla su efecto bacteriano inactivando las enzimas betalactamasas.®”

I1l.  Hipotesis
3.1.  Hipotesis alternativa (H1)
H1: El aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) tiene efecto antibacteriano in vitro
frente a cultivos de Staphylococcus aureus.
3.2.  Hipétesis nula (H0)
HO: EIl aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) no tiene efecto antibacteriano in

vitro frente a cultivos de Staphylococcus aureus.

IV. METODOLOGIA

4.1.  Disefio de la investigacién

El presente trabajo tuvo un disefio experimental, cuantitativo y de corte transversal.
Control negativo: Dimetilsulfoxido (DMSO). Se empled para la disolucion de aceite

esencial de origanum vulgare.
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a) Grupo Control Negativo

Se encuentra formado por 6 placas petri conteniendo Agar Miiller Hinton (25 ml) y el
sembrado de bacteria S. aureus (1X108 UFC por ml) el cual se realizé utilizando el tubo de
0.5 de la turbidez de Mc. Farland, en ellas se colocaron discos hechos con papel Whatman
grado 41 con un diametro de 6 mm, sobre estos discos se colocara un solvente (25 ul de
solucion suero fisioldgico).

(1x10® UFC por ml)

b) Grupo Estandar Farmacolégico

Se encuentra formado por 6 placas petri conteniendo Agar Miiller Hinton (25 ml) y el
sembrado de bacteria S. aureus (1X108 UFC por ml) el cual se realizé utilizando el tubo de
0.5 de la turbidez de Mc. Farland, en ellas se colocaron discos hechos con papel Whatman
grado 41 con un diametro de 6 mm, sobre estos discos se colocé una solucién de

amoxicilina / &cido clavulénico (25ul).

C) Grupo Experimental I:

Se encuentra formado por 6 placas petri conteniendo Agar Miiller Hinton (25 ml) y el
sembrado de bacteria S. aureus (1X108 UFC por ml) el cual se realizé utilizando el tubo de
0.5 de la turbidez de Mc. Farland, en ellas se colocaron discos hechos con papel Whatman
grado 41 con un didmetro de 6 mm, sobre estos discos se coloco el extracto de Origanun

vulgare al 60%.

19



d) Grupo Experimental II:

Se encuentra formado por 6 placas petri conteniendo Agar Miiller Hinton (25 ml) y el
sembrado de bacteria S. aureus (1x108 UFC por ml) el cual se realizo utilizando el tubo de
0.5 de la turbidez de Mc. Farland, en ellas se colocaron discos hechos con papel Whatman
grado 41 con un didmetro de 6 mm, sobre estos discos se coloco el extracto de Origanun
vulgare al 80%.

4.2.  Poblacién y muestra:

Poblacién vegetal
Se trabajo con las hojas de Origanum vulgare (orégano), procedente del centro poblado
Union Quinual, provincia de Julcan, Departamento de La Libertad. De las cuales se extrajo

el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) para realizar este trabajo.

Muestra vegetal
Se utiliz6 800 g de hojas de Origanum vulgare (orégano). Procedente del centro poblado

Union Quinual, provincia de Julcan, Departamento de La Libertad.

Criterios de inclusion:

Constan de hojas de Origanum vulgare (orégano) previamente secadas, verdes, no muy
jovenes y de buenas caracteristicas organolépticas. Las hojas jovenes, sanas, frescas,
completas recién recolectadas en horas de la mafiana de un dia caluroso después del rocio
en canastos limpios. Las cuales se secaron bajo la luz solar y se trituran en un molino a

mano.
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Criterios de exclusion:

Se rechazaron aquellas hojas demasiado jévenes (pequefias) o envejecidas, secas O
enmohecidas. Asi mismo se evitd recoger flores o tallos u otros partes de la planta que
presenten algin dafio, deformadas, parasitadas. Evitando la manipulacion excesiva de la
muestra.

Material bioldgico:

El material biologico estara constituido por cultivos de la bacteria Staphylococcus aureus.
La cual fue expuesta a diferentes concentraciones de aceites esenciales de Origanun

vulgare.

Criterios de inclusion:
o Bacteria morfologicamente igual.

o Se utilizaron bacterias jovenes.

Criterios de exclusion:
o No se utiliz6 bacterias que no sean morfolégicamente iguales.

. No se utilizé cepas que presenten contaminantes.
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4.3.Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Definicion Escala de
Variable Definicidon conceptual Indicadores
operacional medicion
Fracciones  liquidas  volatiles,
generalmente destilables por arrastre Se utiliz6 dos 60 % grupo 1 Nominal
Aceite esencial de
a vapor de agua, conteniendo los concentraciones 80 % grupo 2
Origanum vulgare
metabolitos importantes para esta de aceites
vulgare (orégano)
investigacion 2. esenciales
Capacidad que presenta un farmaco Se determind a Diametro del Cuantitativa
0 un recurso natural que presenta un través de halos halo de de razén
Efecto
efecto sobre una bacteria ya sea de inhibicion inhibicién en
antibacteriano
matandola o haciendo mas lento su milimetros
crecimiento.
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4.4.Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos:

Técnica: observacional
Recoleccién de hojas de Origanun vulgare:
Las Hojas de Origanun vulgare, seran recolectadas de las plantaciones del centro poblado

chasca union Quinual distrito de Julcan, departamento de La Libertad teniendo.

Técnicas de extraccion de aceites esenciales Origanum vulgare:

Los AE. Se extraen mediante métodos usando el calor comunmente, destilacion, hidrolisis,
hidrodestilacion, etc. La obtencion del AE. Se facilita por la destilacion de ambos liquidos
inmiscibles (agua y aceite esencial) estos liquidos al tener altas temperaturas se evaporan,
pero al estar en dentro de un tuvo refrigerante este vapor se condensa y se deja en reposo
para que se separe el aceite con el agua, que por densidad el agua va abajo y el aceite queda

en la parte superior.®®

Los AE. Se obtuvieron usando el método de hidrodestilacion, usando solo las hojas
desecadas Origanum vulgare incluye todas las hojas que estén uniformemente iguales y de

excluir cualquier hoja que presente caracteristicas contrarias, apariencia, tamafio, etc.

Activacion de cultivos de Staphylococcus aureus
Para la activacion se procedié a la esterilizacion del ambiente, se empez6 abriendo el vial
de plastico que le servia como proteccion, el cual contenia a la bacteria ATCC®25923, un

fluido de hidratacion y un hisopo estéril. Se procedié a romper el fluido de hidratacion,
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luego se hizo la homogeneizacion de la bacteria silvestre ATCC®25923 con el fluido para
poder activarlas.®®

Una vez activada la cepa de Staphylococcus aureus ATCC®25923, se realizo el sembrado
en placas petri en cultivo agar tripacasa soya que fue indicado dentro del manual de
activacion de cepas bacterianas del INS, el sembrado se realizé con asa estéril, colocamos
las placas petri en la incubadora por 24 horas a una temperatura de 35°C a 37°C logrando el

crecimiento bacteriano.?”

Lectura de halos de inhibicion:
Para la lectura de los halos de inhibicion de las diferentes concentraciones se utilizd el
vernier que abarco el diametro del halo en milimetros. Y se procedio a recolectar datos en

una tabla los cuales posteriormente se procesé estadisticamente.®”

4.5. Plan de anélisis:

Para los estudios y evaluacion de los resultados obtenidos se realizo el analisis estadistico
en las muestras de Origanum vulgare (orégano), con accién antibacteriana sobre
Staphylococcus aureus, habiéndose medido el halo de inhibicién del crecimiento
bacteriano. Los resultados son presentados en tablas y gréaficos, utilizando el programa
Excel Microsoft y el programa estadistico ANOVA. Para el analisis estadistico se uso el
programa informatico SPSS v 22.0, para comparar los promedios se utilizé la prueba

estadistica T-Student con un nivel de significancia p<0.05
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4.6..Matriz de consistencia:

Titulo de la Formulaci Tipo de Definicion Indiacdores y Plan de
investigacion 6n del Objetivos Hipétesis investigacié Variables . escala de e
= operacional S analisis
problema n y disefio medicion
Objetivos especificos: Hipotesis Variable
Alternativa (H1). independie Los aceites
Comprobar el efecto nte esenciales de las
antibacteriano in vitro de aceites E| aceite esencial hojas de
esenciales de origanum vulgare de Origanum Extracto de Origanum vulgare
EVALUACION ¢ Evaluar el (orégano) frente a staphylococcus g los aceites (orégano)
efecto aureus. vulgare (orégano)  Tipo: esenciales Fracciones liquidas
INVITRO antibacteriano Objetivos especificos: tiene efecto F Ibp_rese?ute (ée_ VOIatIIG;S’ t oo traci
: : : . . . rabajo fue riganum generalmente concentracione
t . . .
DEL EFECTO  In VIO de o antibacteriano in experimenta  vulgare. destilables por s p/v. nominal
aceites Evaluar la efectividad . . :
ANTIBACTER i . S ; vitro frente a I, in vitro, arrastre con vapor
esenciales de antibacteriano in vitro del aceite - de enfoaus de  aqua Ue
IANO DE origanum esencial de Origanum vulgare cultivos de cuantitati?/o contiengn : qlas
ACEITES vulgare (oroegano) 2 concentraciones ‘de staphylococcus Variable sustancias Prueba
5 60% y 80 % frente a cultivos de dependient responsables  del estadistica
ESENCIALES  (0régano) Staphylococcus aureus. aureus. P P d I ANOVA
. frente a Hipotesis Nula (HO). € aroma (25) ¢ as o
DE Origanum plantas **. Didmetro  del
staphylococcu f hal q
vulgare S aureus? c | efecto antibacteri El aceite esencial Efecto nen ¢
: Comparar €l erecto antibacteriano _ antibacteria inhibicién del
(OREGANO) |Cr)1_V|tro del Iacelte (esepual)de de Origanum no in vitro  Efecto crecimiento
riganum ‘vulgare (oregano) a ; de los  antibacteriano Cuantitativa de
; vulgare (orégano . . .
FRENTE A concentraciones de 60% y 80 % 9 ) (orégano) aceites Capacidad que  razon.
Staphylococcus usando un farmaco de referencia no tiene efecto esenciales presenta un
(amoxicilina/acido f:lavulanlco) antibacteriano in de las hojas fArmaco o recurso
aureus frente a cultivos de . de natural sobre una
vitro frente a : :
Staphylococcus aureus. : Origanum bacteria  ya  se
cultivos de vulgare matandola 0
Staphylococcus (orégano). haciendo mas lento

aureus.

su crecimiento
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4.7.  Principios éticos

Los principios éticos fueron considerados de acuerdo al codigo de ética v004 de la

Universidad Cat6lica los Angeles de Chimbote (ULADECH):

Proteccion a las plantas: Las plantas necesitan la proteccion de nosotros, por lo tanto
es necesario que todos los investigadores que utilizan las plantas, deben tener en cuenta
las precauciones y garantizar su cuidado al momento del desarrollo de la investigacion,

y de esta manera se estara contribuyendo a la mejora del medio ambiente.

Beneficencia y no maleficencia: Se debe asegurar el bienestar de las plantas que se
utilizan en las investigaciones. Donde, la conducta del investigador debe seguir reglas

generales: no causar dafio, disminuir los efectos adversos y maximizar los beneficios.
Justicia: El investigador debe ejercer un juicio razonable y tomar las precauciones

necesarias para asegurarse de que sus sesgos Y, las limitaciones de sus capacidades y

conocimiento, no den lugar o toleren practicas injustas ©°.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados
Tabla 1: Evaluacion del efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Origanum

vulgare (orégano) frente a cultivos de Staphylococcus aureus.

GRUPOS Zona de Significancia
Inhibicion (en
mm.) P
X £DS
Blanc o (Soluc. DMSO 2%) 6.0+0.0

Estandar (Amox+Ac Clavulanico

20/10mg/disco) 30.73+0.54 0.000*
A.E. Origanum vulgare al 60% 24.75+£0.79

A.E. Origanum vulgare al 80% 32.50+0.81

*ANOVA (P<0.05).

Leyenda:

X: promedio

D.S.: desviacion estandar
A.E.: Aceite Esencial
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Tabla 2: Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de

Origanum vulgare (orégano) frente a cultivos de Staphylococcus aureus.

Grupos Tamafio de la zona de inhibicién en mm.  Significancia
de los 2 grupos comparados
(\Valor P)
X + DS

A.E. Origanum vulgare al 60% vs  24.75%0.79 32.50+£0.81 0.000*
A.E. Origanum vulgare al 80%
Estandar (Amoxicilina + Acido 30.73+£0.54 24.75+0.79 0.000*
Clavulanico 20/10mg/disco) vs
A.E. Origanum vulgare al 60%
Estandar (Amoxicilina + Acido 30.73£0.54 32.50+0.81 0.000*

Clavul&nico 20/10mg/disco) vs
A.E. Origanum vulgare al 80%

Prueba T para comparacion de medias (*p<0.05)

Leyenda:

X: promedio

D.S.: desviacion estandar
A.E.: Aceite Esencial
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5.2.  ANALISIS DE RESULTADOS

En la Tabla 01 se muestran los promedios y la desviacion estandar por grupo de estudio,
y las significancias de los grupos, la prueba estadistica utilizada fue ANOVA el valor P
fue de 0.000 (menor a 0.05) demostrando que existe diferencia estadisticamente
significativa entre la zona de inhibicion de los grupos basados en el aceite esencial de al
60%, 80% y amoxicilina+ &acido clavulanico, esto confirma la hipdtesis alternativa
Origanum vulgare (orégano) es decir el aceite esencial si presento efecto antibacteriano
frente a S. aureus.

En el grupo blanco se utilizd el solvente de dilucidn del aceite esencial, que fue DMSO
al 2% se puede ver que el crecimiento bacteriano no fue inhibido por el solvente de
dilucidn, entonces la medida de los halos fue de 6 mm (didmetro del disco) este grupo
funciona como control de calidad microbioldgico del agar, de los materiales y del
solvente de dilucion. Las caracteristicas quimicas del dimetilsulféxido no interfieren con
la incubacion de las colonias bacterianas de S. aureus. "

Respecto al grupo Estandar farmacolédgico (amoxicilina + acido clavulanico) los halos
tuvieron un diametro de inhibicion de 30.73 £ 0.54 mm. Este valor se encuentra dentro
de lo esperado segun el reporte del Instituto Nacional de Salud que sefiala que
Amoxicilina + &cido clavulanico frente a S. aureus debe tener halos de inhibicién entre
28 mmy 32 mm. 2

Amoxicilina + &cido clavulanico es un antibidtico betalactdmico que se usa en el
tratamiento de infecciones bacterianas causadas por organismos susceptibles,

generalmente grampositivos. La ampicilina tiene actividad in vitro contra bacterias
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aerobias y anaerobias grampositivas y gramnegativas, la actividad bactericida de la
ampicilina resulta de la inhibicion de la sintesis de la pared celular y esta mediada por la
uniéon de ampicilina a proteinas de union a penicilina (PBP). Es estable frente a la
hidrélisis por una variedad de betalactamasas, incluidas penicilinasas, cefalosporinasas y
betalactamasas de espectro extendido. ¢

Al unirse a proteinas de union a penicilina (PBP) especificas ubicadas dentro de la pared
celular bacteriana, la amoxicilina inhibe la tercera y ultima etapa de la sintesis de la
pared celular bacteriana; entonces, la lisis celular esta mediada por enzimas autoliticas
de la pared celular bacteriana, como las autolisinas; es posible que la ampicilina
interfiera con un inhibidor de autolisina.

En la Tabla 02 se muestran los promedios comparados Yy la respectiva significancia para
cada grupo utilizando la prueba T-Student donde los valores en todos los casos
mostraron una significancia P<0.05, es decir en todas las comparaciones realizadas
existen diferencias estadisticamente significativas, En las comparaciones del farmaco
estdndar Amoxicilina + acido clavulanico con el aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) al 60% y 80% el aceite esencial mostré significativamente una mayor

actividad antibacteriana que el farmaco de referencia.

El aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al 80% mostré la zona de inhibicion
mas grande entre los grupos experimentales que la otra concentracién (60%), como lo
describen Olascuaga et al. estos valores se deberian a la presencia de compuestos
fenolicos, saponinas y flavonoides asi como lactonas sesquiterpénicas, esteroides y

glucésidos que pueden contribuir a la inhibicién antimicrobiana. 34
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Los terpenos son generalmente antioxidantes fuertes y antimicrobianos, su alta
concentracion puede haber contribuido a la inhibicion significativa del crecimiento
bacteriano ademas del efecto sinérgico combinado de los antioxidantes presentes en esta
planta.

Como reporta Maldonado et al, los metabolitos secundarios que serian responsables del
efecto antibacteriano de esta planta son los alcaloides, terpenos y esteroles, porque estos
metabolitos son los mas abundantes y los mismos presentan una amplia actividad

antibacteriana conocida. ¢®

VI. CONCLUSIONES
e El aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) presenta efecto antibacteriano in
vitro frente a staphylococcus aureus, siendo la concentracion al 80% la de mayor

efecto.

e El efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) a
concentraciones de 60% fue de 24.75 + 0.79 mm de didmetro en el halo de inhibicion
mientras que al 80 % fue de 32.50 + 0.81 mm de didmetro en el halo de inhibicién

frente a cultivos de Staphylococcus aureus.

e El efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) al
80% fue significativamente superior que el farmaco de referencia (amoxicilina/acido

clavulanico) (32.50 £ 0.81 mm y 30.73 £ 0.54 mm de diametro en el halo de

31



inhibicién respectivamente p=0.000) mientras que el aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) al 60% fue menor que el farmaco de referencia (24.75 + 0.79 mm
y 32.50 + 0.81 mm de diametro en el halo de inhibicion respectivamente p=0.000).
De igual manera, el A.E. de Origanum vulgare (orégano) al 80% resulté ser mejor
como antibacteriano que el A.E al 60% (32.50 £ 0.81 mm y 24.75 = 0.79 mm de

didmetro en el halo de inhibicion respectivamente p=0.000)
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ANEXQOS
CENTRO POBLADO CHASCA PERTENECIENTE A UNION QUINUAL

PROVINCIA DE JULCAN — LA LIBERTAD.

FUENTE: FOTOS OTORGADAS OR EL ALUMNO TESISTA.

ANEXO: EQUIPO SOXHLET MINUTOS ANTES DE REALIZAR LA EXTRACCION

DE ACEITES ESENCIALES DE ORIGANUM VULGARE (OREGANO)

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR EL ALUMNO TESISTA.
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ANEXO: EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE ORIGANUM VULGARE

(OREGANO).

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR EL ALUMNO TESISTA.
ANEXO SEMBRADO DE LA BACTIRIA STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR EL ALUMNO TESISTA.
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ANEXO REALIZANDO LA MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION

BACTERIANA

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR EL ALUMNO TESISTA.
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