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ii. Titulo
Actividad antifungica del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. “romero” y

Eucalyptus globulus L. “eucalipto”.



RESUMEN:

Este estudio de investigacion se realizd con la finalidad de demostrar que el
aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. “romero” y Eucalyptus globulus
L. “eucalipto” tienen actividad antifingica; se siguié un disefio de
investigacion experimental in vitro, se utiliz6 la metodologia de difusion de
discos en agar. El efecto de ambos aceites esenciales se compar6 con el
Fluconazol como sustancia patron, observando directamente el crecimiento
de las levaduras en las placas con medios de cultivo. Los resultados fueron
procesados con las pruebas estadistica de Fisher y de Tukey, encontrando
un nivel de significancia <0.05, demostrandose que existe actividad
antifungica significativa entre ambos aceites esenciales. Los resultados
fueron que el aceite esencial de romero al 50% fue de (11.8 mm), mientras
que para las concentraciones del 75% (31.8 mm), al 100% (34 mm) presenta
sensibilidad. De igual manera Candida Albicans es resistente al aceite
esencial de eucalipto a la concentracion del 50% (16.6mm), a diferencia de
las concentraciones del 75% (34.8 mm), 100% (39.4 mm) a las cuales si es
sensible. Finalmente se puede afirmar que el efecto de los aceites esenciales

de romero y eucalipto es dosis dependiente.

Palabras clave: Antifangicos, Farmacognosia, Candida Albicans.



iv.

ABSTRACT:

This research study was carried out in order to demonstrate that the
essential oil of Rosmarinus officinalis L. "rosemary" and Eucalyptus
globulus L. "eucalyptus™ have antifungal activity; An in vitro experimental
research design was followed, the agar disc diffusion methodology was
used. The effect of both essential oils was compared with Fluconazole as
a standard substance, directly observing the growth of the yeasts in the
plates with culture media. The results were processed with the Fisher and
Tukey statistical tests, finding a level of significance <0.05, showing that
there is significant antifungal activity between both essential oils. The
results were that 50% rosemary essential oil was (11.8 mm), while for
concentrations of 75% (31.8 mm), 100% (34 mm) presents sensitivity.
Similarly, Candida Albicans is resistant to eucalyptus essential oil at a
concentration of 50% (16.6mm), unlike concentrations of 75% (34.8 mm),
100% (39.4 mm) to which it is sensitive. Finally, it can be stated that the

effect of the essential oils of rosemary and eucalyptus is dose dependent.

Keywords: Antifungals, Pharmacognosy, Candida Albicans.



INDICE

Pag.

I, INTRODUCCION: ..ttt e e e e e e 1
1.1  ANTECEDENTES Y FUNDAMENTACION CIENTIFICA.........ccoviieiiiieen 1
111 ANTECEDENTES. ... ..ottt 1
1.1.2 FUNDAMENTACION CIENTIFICA. ..ot 6

1.2 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION.......coovriirinirieneieseeisnieneens 11
L3 PROBLEMA ... 12
14 CONCEPTUACION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES......... 13
1.5 HIPOTESIS oottt 14
1.6 OBJIETIVOS ...t e e e e e e e nneees 14
1.6.1 ODJETIVO GENETAL ......oiiiiiiiieeiie e 14
1.6.2 ODbjetivos €SPECITICOS: ....viiviiiiiiieii e 14

Il METODOLOGIA ... ettt et e e enraeeanes 15
2. 1 Tipo y Disefio de iNVESTIGAaCION ..........ccoviiiiiiie et 15
2.1.1. Tip0o de iNVESLIGACION ....c.vveeiiiee et ree e 15
2.1.2. Disefio de 1a iINVESIGAaCION..........ccoiiuiiiiiee et 15

2.2 PODBIACION = IMIUEBSTI@ ...t 16
2.3 Técnicas e instrumentos de iNVestigacion.............cccccevvie i, 17
2.3.1 Preparacion del medio de CUItIVO: ........ccoeiiiiiiiiie e 17
2.3.2 Prueba de susceptibilidad (Prueba de Disco difusion en agar)....................... 17

HHL RESULTADOS ...t 20
IV. ANALISIS Y DISCUSION: .....oiiiiiiieie et 28
V. CONCLUSIONES........ooiiiieiie e 32
VI. RECOMENDACIONES ...ttt 32
VII.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 33
V.- AGRADECIMIENTOS ... 40
Xm0 ANEXOS ..t 41

Vi



INTRODUCCION:

1.1.1 ANTECEDENTES Y FUNDAMENTACION CIENTIFICA:

1.1.2 ANTECEDENTES

Actualmente, el estudio sobre propiedades antimicrobianas de los
fitocontituyentes de muchas plantas, esta adquiriendo mas valor y teniendo la
importancia debida. En la actualidad existen muchos estudios en diversas plantas
que demuestran su actividad antimicrobiana, algunos de los cuales se muestran

a continuacion:
Antecedentes internacionales

Shebi, Geetha y Thangavelu (2019) analizaron las propiedades antimicoticas del
aceite de romero y sus componentes principales mediante el método de difusion
en disco. Al evaluar la actividad antifungica del aceite esencial de romero frente
a muestras de 25ul, 50ul y 100ul observaron que todas ellas inhibieron las
especies de hongos con un grado variable de sensibilidad, con la zona maxima
de inhibicion de 38 mm para la muestra de 100pl. por lo que recomendaron que
el aceite esencial de romero podria ser tomado en cuenta para un posible uso

terapéutico.

Saeidi, Forgani, Javadian F y Javadian E (2019) investigaron los efectos del
extracto de Rosmarinus officinalis en Candida albicans en condiciones de
laboratorio. En este estudio experimental, se prepararon extractos metandlicos
de Rosmarinus officinalis a concentraciones de 0.1, 0.01, 0.001, 0.0004, 0.0002
y 0.0001 g/mL. Los resultados mostraron que el extracto de Rosmarinus
officinalis en concentraciéon de 100 g/ml tuvo efecto inhibitorio sobre Candida
albicans, con un didmetro de inhibicién alto (18.3 + 0.9 mm). Entonces
concluyeron que el extracto de romero inhibe el crecimiento de Candida

albicans y que podria usarse para tratar infecciones por esta levadura.



Oulkheir et al (2019) determinaron la efectividad de los aceites de Cinnamomum
verum, Eucalyptus globulus, Lavandula angustifolia contra Candida albicans y
algunas bacterias patogenas utilizando el método de difusién en disco y MFC
usando un ensayo de macrodilucién. Se prepard un intervalo de concentraciones
(50 a 0,2 mg/ml). Los resultados obtenidos mostraron que Candida albicans
mostr6 la zona de inhibicion de 6 mm al aceite esencial de eucalipto,
concluyendo que Candida albicans es resistente al aceite esencial de eucalipto.

Kulaksiz, Sevda, Ustiindag y Saltan (2018) examinaron las actividades
antimicrobianas de los aceites especificos de plantas utilizadas tradicionalmente
en Turquia, entre ellas romero. Los aceites esenciales se obtuvieron mediante
destilacion de arrastre con vapor de agua. Las capacidades antimicrobianas se
evaluaron con el método Kirby-Bauer. Encontraron que las zonas de inhibicion
estuvieron en el rango entre 7 y 59 mm. Obteniendo como conclusién que el
aceite esencial de romero presenta mayor efecto antifingica contra Candida

albicans.

Nidhi et al (2018) investigaron propiedades antimicrobianas (antifingicas y
antibacterianas) de los aceites esenciales de las hojas de Eucalyptus globulus,
Thuja occidentalis, Rosmarinus officinalis y Lavandula officinalis. Emplearon la
hidrodestilacién para obtener los aceites esenciales y evaluaron la actividad
antimicrobiana con el método de disco difusidn contra cepas bacterianas y cepas
de Candida albicans ATCC90028 y MTCC277. El aceite esencial de Eucalyptus
globulus mostré una zona de inhibicion de 21 + 1.02 mm mientras que el de
Rosmarinus officinalis formé 14.5 + 0.5 mm contra Candida albicans. Estos
datos confirman que estos aceites esenciales son antifangicos efectivos y podrian

usarse como antimicrobianos contra patdgenos fungicos.

Prajapati et al (2017) llevaron a cabo un trabajo de investigacion cuyo objetivo
fue evaluar la efectividad antifingica de los extractos de Eucalyptus globulus y
6 plantas medicinales mas, contra el crecimiento de Candida albicans, utilizando
el método de difusion en agar. En la investigacion el control positivo fué el

Ketoconazol. De los siete extractos probados, Eucalyptus globulus mostré una



zona de inhibicién de 13.2+1.30 mm de didmetro, pero el extracto con mayor
eficacia fue Syzygium jambolanum con 27.0+3.81mm. Concluyeron que este
trabajo de investigacion sugiere el rol inhibidor de los medicamentos
homeopaéticos contra Candida albicans.

Echevarria (2017) evalu¢ la actividad antifiingica “in vitro” de aceite esencial y
extracto alcohdlico de la planta aromatica Eucalyptus globulus L. “eucalipto”,
relacionando el efecto inhibidor a diferentes concentraciones, 12.500 ppm,

10.500 ppm, 8.500 ppm,6.500 ppm, 4,500 ppm y 2,500 ppm, sobre Candida
albicans cepa ATCC10231. Para dicho fin utilizé el método de difusion de disco
en agar con las soluciones experimentales, usando al Fluconazol como control
positivo. Observo que el aceite esencial Eucalyptus globulus L. tiene mayor
efectividad inhibitoria sobre C. albicans con un promedio de halo de inhibicion
de 11,6 mmen 2,500 ppmy 17 mm en 12,500 ppm, y el extracto alcohdlico no
present0 actividad inhibitoria. Se concluyd que el aceite esencial Eucalyptus
globulus L. presenta actividad inhibitoria sobre el hongo Candida albicans, de

modo que puede ser una alternativa en el control de esta candidiasis.
Antecedentes Nacionales

Yanquey Mulluni (2019) identificaron la actividad antimicotica del aceite
esencial de Origanum majorana L. “orégano” y Rosmarinus officinalis L.
“romero” frente a Candida albicans ATCC 10231, mediante el método Kirby-
Bauer y macrodilucion para la concentracion inhibitoria minima. Los resultados
para la prueba de susceptibilidad de difusion en agar contra Candida albicans,
observaron que para el aceite esencial de romero se formaron halos de inhibicion
de 9.98mm a la concentracion de 100%, por lo que concluyen que las cepas de
Candida albicans ATCC 10231 presentan resistencia, para todas estas

concentraciones evaluadas.

Vallejos (2017) hizo una investigacion con la finalidad de evaluar la actividad
antifangica in vitro del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis contra Candida

albicans, através del método de difusion en pozo de agar. En su estudio



experimental, emplearon 6 muestras de concentraciones 40, 20, 10, 5, 2.5y 1.25
mg/mL del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis y dos cepas de Candida
albicans. Obtuvieron halos promedios de 21.12mm, 16.08mm, 9.22mm,
7.12mm para las concentraciones de 40, 20, 10,5mg/mL, respectivamente.
Concluyeron que el extracto crudo acuoso de hojas de Rosmarinus officinalis

presenta actividad antifingica contra Candida albicans.

Cahuana y Condori (2017) establecieron la actividad inhibitoria del extracto
etandlico del Eucalyptus globulus al 25%, 50%,75% y 100% contra Candida
albicans y Streptococcus mutans, mediante la técnica combinada de difusion con
pocillos y disco de papel filtro, modificado del método de Kirby-Bauer.
Encontraron que la efectividad antifingica del extracto etanolico de Eucalyptus
globulus L. sobre Candida albicans se expresd6 mediante la formacion de halos
de inhibicion de 9.34 mm a la concentracion del 25 %, 10.41mm al 50

%,11.39mm al 75 % y 12.45mm al 100 %, llegando a la conclusion que el efecto
inhibitorio es mayor a medida que se aumenta la concentracion del extracto del
Eucalyptus globulus, por ello, podria emplearse como agente antifungico contra

Candida albicans.
Antecedentes locales

Moreno (2019) comparé la actividad antifungica entre los extractos
hidroetanolicos de Rosmarinus officinalis “romero”, propo6leo y la combinacién
de éstos, contra la levadura Candida albicans ATCC 10231, empleando el
método de difusion en agar de Kirby-Bauer. Obtuvo como resultado la formacion
de zonas de inhibicién de 14.8mm para el extracto de romero, 13.3 mm para el
propdleo y 16.8 mm para la combinacion de los dos extractos. Compard las zonas
de inhibicion mediante la prueba de Kruskal Wallis, observando que existe
diferencia significativa (p=0.000). Concluy6 que la combinacion de los extractos
de Rosmarinus officinalis y propdleo al 75 % tuvomas actividad antiflngica que

por si solos, contra Candida albicans.



Dionicio (2019) desarrollé un trabajo experimental in vitro cuyo objetivo fue
establecer el efecto antifungico del aceite esencial de Eucalyptus globulus contra
Céndida albicans ATCC 10231, respecto al fluconazol. Prepard el aceite
esencial a cuatro concentraciones (100 %, 75 %, 50 % y 25 %) y evaluo mediante
el método de difusion en agar de Kirby-Bauer. Evidencié la formacién de halos
inhibitorios de 18+1.41mm a la concentracion de 100%. Concluye que Candida
albicans es sensible al aceite esencial de Eucalyptus globulus a la concentracion
de 100 %, por esto se le considera eficaz como antiflingico, en comparacion con

el Fluconazol.

Macedo y Mejia (2019) efectuaron una investigacion para determinar la eficacia
antifangica del extracto etandlico de Eucalyptus globulus contra Candida
albicans en estudio in vitro. En su estudio experimental se evalu6 al extracto de
eucalipto a las concentraciones de 5 %, 25 %, 50 %, 75 % y 100 %, a traves de
la técnica de difusion con discos de Kirby-Bauer. Se obtuvieron resultados que
indican que al 100% formo una zona de inhibicion de 17.4 mm de didmetro, en
promedio. Concluyeron que, de manera general, el extracto etandlico de
Eucalyptus globulus es eficaz contra Candida albicans y el efecto antifungico se

incrementa a medida que aumenta la concentracion del extracto.

Solano (2018) evalu6 la actividad antifungica del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis L. “romero” contra Candida albicans ATCC10231, a mediante el
método de difusion con discos en agar. Los principios activos antifungicos del
aceite esencial la evaluaron a cuatro concentraciones diferentes, 100 %, 75 %,
50 % y 25 %, en 10 repeticiones por cada grupo de trabajo. Observaron que el
aceite esencial de romero al 100% gener6 zonas de inhibicién de 14.7 mm (DS
+ 1.3 IC 95% 16-19). Concluy6 que, al aumentar la concentracion del aceite
esencial de romero, se incrementa el didmetro de la zona de inhibicion, pero fue
menor que el Fluconazol, por lo que se considera que no es eficaz como

antifangico.

Rodriguez y Santa Maria (2016) realizaron un estudio cuyo objetivo fue

determinar el efecto que producen los extractos etandlicos de Uncaria tomentosa



(ufia de gato) y Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre Candida sp, para ello,
utilizaron la prueba de difusion con disco en agar. Observaron la creacion de
zonas de inhibicion del crecimiento en los discos con eucalipto de 16 mm de
didmetro, mientras que para la ufia de gato formdé 9.5 mm. Llegaron a la
conclusion que el extracto etandlico de Uncaria tomentosa (ufia de gato) y
Eucalyptus globulus (eucalipto) presentan actividad antifungica, sobre Candida
albicans.

1.1.2 FUNDAMENTACION CIENTIFICA

Candida albicans es un hongo comensal que esta ubicado en la cavidad oral, el
tracto gastrointestinal y el tracto genitourinario; puede causar infecciones graves
y recurrentes de la mucosa, como la candidiasis oral y vaginal, también en
infecciones invasivas y mortales en personas inmunocomprometidos e
inmunocompetentes. El desequilibrio de la microbiota normal, la interrupcion de
las barreras epiteliales y la disfuncion del sistema inmune, favorecen la
transicion de hongo comensal a patégeno (Madigan, M. et al., 2019; Cruz, S. et
al., 2017).

Las células huésped reconocen la condicidn patogénica cuando aumenta la carga
fangica y las levaduras se convierten en formas hifales que activan la respuesta
inmune de la primera linea de defensa, las celulas epiteliales. EI proceso
involucrado en la infeccion se inicia por la contribucién de otros factores de
virulencia, como la expresion de adhesinas que median la adherencia a las
células huésped y las superficies abidticas, la hidrofobicidad relacionada con la
adherencia a las superficies abioticas, la secrecién de enzimas hidroliticas
(proteinasas y fosfolipasas) adherencia y destruccion del tejido del huésped, y

formacidn de biopeliculas. (Borges, A. et al., 2015)

Candida albicans tiene numerosos elementos y mecanismos que le permiten
existir en el organismo humano; estas caracteristicas explican el hecho de que la

mayoria de los humanos sanos estan colonizados por este organismo. Sin



embargo, sus propiedades metabdlicas, morfogenéticas e inmunomoduladoras
significan que también es un patdgeno pernicioso y comin en casi cualquier
entorno en el que el vigor inmune se vea comprometido o la integridad de la piel
del humano se vea afectada. Como organismo comensal, Candida albicans ha
adquirido rasgos y propiedades que también le permiten florecer como patgeno.
Las células comensales también deben evitar ser eliminadas al superar los
mecanismos de vigilancia inmunoldgica que acttan para proteger la mucosa. (Da
Silva, A. et al., 2017; Bennett, J. et al., 2016).

Los factores de riesgo méas importantes para las infecciones por Candida
albicans son la terapia con antibioticos por acceso venoso central,
procedimientos quirdrgicos, neutropenia, nutricion parenteral, catéter urinario,
asi como algunas enfermedades como neoplasia hematoldgica, cancer solido,
prematuridad, enfermedad cardiaca, trauma, enfermedad neuroldgica,
enfermedad gastrointestinal, trasplante de O6rganos, enfermedad pulmonar,
enfermedad vascular, VIH, enfermedad genética/malformacion congénita,
enfermedad renal, diabetes mellitus, enfermedad hepéatica y enfermedad
pancreatica. (Dadar, M. et al., 2018).

En individuos gravemente inmunocomprometidos, Candida albicans induce una
infeccion sistémica y puede pasar de infecciones locales oportunistas o
comensales de la boca, la garganta y el aparato reproductor a una candidiasis
invasiva sistémica que afecta el sistema circulatorio, los huesos y el cerebro. En
individuos atopicos Yy alérgicos, la exposicion cronica a Candida albicans actla
como un factor agravante en la dermatitis atopica y conduce a la produccién de
IgE especifica para antigenos de Candida albicans. (Engelkirk, P. y Duben, J.,
2015)

Las infecciones por Candida albicans son mas frecuentes en los ultimos afios.
La gravedad de las candidiasis varia de moderada a fatal y depende del sitio de
infeccidn, la virulencia de la cepa infectante y el estado inmunitario del huésped.
(Deorukhkar, S. y Roushani, S., et al, 2018)



La candidiasis cutanea es comun y puede ocurrir en individuos sanos, es facil de
tratar con higiene basica y tratamiento local. La candidiasis mucocutanea e
invasiva a menudo es oportunista y se manifiesta en pacientes con afecciones
inmunodeprimidas adquiridas o inducidas. Las infecciones invasivas por
Candida albicans son las causas mas resaltantes de morbilidad y mortalidad en

pacientes inmunocomprometidos y criticos. (Hall, R., 2015).

Muchos estudios recientes de varias partes del mundo han documentado un
cambio de especies en las candidiasis; y las infecciones por otras especies de
Candida se han incrementado notablemente y ha pasado de ser una infeccion de
Candida albicans "ubicuas” a especies de Candida no albicans (NAC)
"cripticas”. Las especies de NAC causan manifestaciones clinicas similares, pero
difieren con respecto a la epidemiologia, a los factores de virulencia y, lo mas
importante, al patron de susceptibilidad a los medicamentos antimicoéticos.
(Noble, S., et al 2017; Pineda, J., et al 2017; Koutserimpas, C., et al., 2019).

Las infecciones ocasionadas por especies de Candida se han incrementado
progresivamente en las Ultimas décadas, y este fendmeno se asocia
principalmente con la tasa creciente de procedimientos invasivos, el uso extenso
de antimicrobianos de amplio espectro y el estado inmunocomprometido mas

frecuente de pacientes criticos. (Cortegiani, A., et al., 2018).

Los agentes antifingicos méas utilizados tenemos, los azoles son los farmacos
preferidos y con mayor uso para el tratamiento de las infecciones por Candida.
Dependiendo del tipo de infeccion, el sitio anatémico en el que ocurre y el perfil
de sensibilidad de las especies, también se pueden usar otros antifungicos. Entre
estos, hay polienos, equinocandinas, andlogos de nucledsidos y alilaminas. El
fluconazol (FLZ), un tipo de azol, inhibe la 14a-esterol desmetilasa, codificada
por el gen ERG11, que es una enzima implicada en la biosintesis del ergoesterol
de membrana especifico de hongos ergosterol. Sin embargo, hay muchos
informes en la literatura sobre el desarrollo de resistencia entre las especies de
Candida, especialmente en relacion con los azoles. (De Oliveira, G., et al., 2018;
Whaley, S., et al., 2017).



A pesar de las nuevas opciones terapéuticas, como los inhibidores de la sintesis
de B-glucano y los triazoles de tercera generacién Posaconazol y Voriconazol,
los medicamentos antimicoticos tienen un impacto modesto en la reduccién de
la alta tasa de mortalidad, en parte debido al retraso en el diagndstico. Problemas
no resueltos como toxicidad, interacciones farmacoldgicas, rutas restringidas de
administracion, espectro estrecho, biodisponibilidad reducida en los tejidos
objetivo y resistencia emergente, subrayan la necesidad de desarrollar nuevas
moléculas para superar estas dificultades. (Gonzalez, M., et al., 2017)

Aungue Candida albicans sigue siendo el principal agente de infeccion micética
adquirida en el hospital, varias especies de Candida no albicans, como, C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis y C. kruseise suman a la creciente
incidencia de infecciones invasivas con altas tasas de fracaso terapéutico,
principalmente relacionado con la resistencia a equino candinas y azoles. El
incremento actual de la resistencia a las medicinas antimicoticas no solo esta
relacionado con el mecanismo adquirido después de la administracion de agentes
antifangicos, sino que también se ha registrado resistencia intrinseca a varias
clases de antimicrobianos entre diferentes especies no albicans. (Cortegiani, A.,
et al., 2018)

El advenimiento de la aparicion original y la reaparicion de enfermedades
fangicas clasicas se han producido como consecuencia del desarrollo del
fendbmeno de resistencia a los antimicoticos. El disefio de medicamentos
originales de medicinas tradicionales ofrece nuevas promesas en la clinica
moderna. La necesidad urgente incluye el desarrollo de medicamentos
alternativos que sean mas eficientes y tolerantes que los tradicionales que ya
estdn en uso. La identificacion de nuevas sustancias con potencial efecto
antifangico a bajas concentraciones 0 en combinacion también es una
posibilidad. (De Oliveira, G., et al., 2018)

Varias especies de plantas han mostrado actividad efectiva contra Candida
albicans, algunas de ellas tienen una concentracion inhibitoria minima (CIM)

prometedora, como la menta (0.08 pg/mL), Thymus villosus (0.64 pug/mL),



Eucalipto (0.05 pg/mL), aceite de hierba de limén (0.06 ug/mL), Cinnamomum
zeylanicum (0,01 ug/ml), aceite de hierba de jengibre (0,08 pug/ml), cilantro (0,2
ug/ml), entre otros, sin embargo, nunca se han estudiado a fondo como
medicamentos contra la Candida para el mercado. Los mecanismos de accion
anti-Céandida iniciados por los productos naturales de la planta pueden implicar
la inhibicion de la germinacion y la formacion de biopeliculas, el metabolismo
celular, la integridad de la pared celular, la plasticidad de la membrana celular o
pueden implicar la induccién de apoptosis. (Soliman, S., et al., 2017; Murtaza,
G., et al., 2015).

Las plantas medicinales se han utilizado durante mucho tiempo para tratar
diferentes enfermedades en paises desarrollados y en desarrollo. En esta Gltima
década, las plantas medicinales han atraido mucha atencion porque sus usos han
tenido muchos beneficios, como la disminucion de los gastos y menos efectos
secundarios. El uso de productos a base de plantas para combatir infecciones
fungicas, bacterianas y parasitarias también se ha considerado como un enfoque
eficaz (Rivas, C., et al., 2016). Ademas, se pueden tomar ciertas medidas para
producir medicamentos identificando los compuestos activos de las plantas. Ya
se han demostrado los efectos antifungicos de algunas plantas, como el jengibre,
Narcissus tazetta, Myrtus communis, eneldo, cilantro, ajo, cebolla, henna, roble,
frijol negro, tomillo, sobre las infecciones por hongos. Los flavonoides,
alcaloides, taninos, citronelol, geraniol, timoquinona y compuestos fendlicos son
algunos de los compuestos antimicoticos u otros compuestos microbianos

activos que se encuentran en estas plantas. (Sepahvand, A., et al., 2018).

La actividad antimicrobiana que muestran los aceites esenciales se debe
principalmente a una serie de compuestos fendlicos y terpenoides, que tienen
actividad antibacteriana o antifangica. Los fitoquimicos de los aceites esenciales
acttan de manera distinta a los antifungicos sintéticos, contra Candida albicans,
sin embargo, los agentes antifungicos azolicos y sus derivados continGan

dominando como medicamentos de primera eleccidn para tratar las infecciones
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por Candida albicans, como aplicaciones topicas o medicamentos orales.
(Agarwal, V., et al., 2010).

Los aceites esenciales son mezclas de metabolitos secundarios naturales volatiles
producidos por las plantas aromaticas. Cada aceite esencial es una mezcla
compleja de terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos y sus derivados
oxigenados, como alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres, cetonas, fenoles y
Oxidos), y también compuestos fendlicos y fenilpropanoides derivados del &cido
acetatomevalonico y vias del acido shikimico, respectivamente (Basak, S. y
Guha, P.). La composicidn quimica de los aceites esenciales de plantas difiere
entre especies; se ve afectado por factores que incluyen la ubicacion geogréfica,
el medio ambiente, la etapa de madurez y el metodo de extraccion. Los aceites
esenciales representan uno de los productos naturales mas prometedores para la
inhibicion de hongos. De hecho, muchos tipos de aceites esenciales obtenidos de
diferentes plantas o hierbas exhiben propiedades antifungicas bien definidas.
(Nazzaro, F., et al., 2017)

1.2 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

El motivo del estudio se debe a la creciente resistencia que tienen los hongos a
los agentes antifungicos convencionales por ello es importante buscar otra
alternativa en el tratamiento de la Candida albicans utilizando los aceites
esenciales de Eucalyptus globulus L. “eucalipto” y de Rosmarinus officinalis L.

€« 2
romero .

El proposito de este estudio es demostrar la eficacia que tienen estos aceites
esenciales en el tratamiento de la Candida albicans y los resultados que se
obtengan serviran como una ventana abierta y como base cientifica para seguir
investigando los beneficios que tienen los aceites esenciales de las plantas ya que
en nuestro medio le dan muy poca importancia; donde los mas beneficiadosseran

las personas que padecen esta patologia donde podran tener varias
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alternativas como medio de tratamiento, ya que en nuestro medio es muy

frecuente.

1.3 PROBLEMA:

¢ Tienen actividad antifungica los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis L.

“romero” y Eucalyptus globulus L. “eucalipto” sobre Candida albicans?
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1.4 CONCEPTUACION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES:

VARIABLES

Definicién conceptual

Definicién operacional

Dimensién

Indicador

VI-1
Aceite esencial
de Rosmarinus

officinalis L.

VI-2

Aceite esencial
de Eucaliptus
globulus L.

VD
Actividad

antifungica

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. es una mezcla
compleja, oleosa, incoloro a amarillo claro, insoluble en agua y
con un aroma caracteristico de alcanfor, conformada por cientos
de compuestos volatiles en proporciones que varian segun la
etapa vegetativa y las condiciones bioclimaticas. (Andrade, J., et
al., 2018)

El aceite esencial de Eucalyptus globulus L. es una mezcla de
compuestos organicos volatiles que incluyen hidrocarburos,
alcoholes, aldehidos, cetonas, acidos, éteres y ésteres, obtenidos
de las hojas, ramas desnudas, capullos o frutos maduros,

mediante una técnica de destilacion. (Hayat, U., et al., 2015)

Capacidad que presenta una sustancia quimica natural o sintética
(agente antiflngico) para ocasionar en los hongos un estado de
inhibicion (fungistatico o fungicida) del crecimiento y desarrollo.
(Nett, J. y Andes, D., 2015).

Se obtiene por arrastre con vapor de
aguay se prepararan 3 muestras a
concentraciones diferentes, mediante
diluciones con Dimetilsulfoxido
(DMSO0).

Se obtiene por arrastre con vapor de
aguay se prepararan 3 muestras a
concentraciones diferentes, mediante
diluciones con Dimetilsulféxido
(DMSO).

El efecto antifingico de los aceites
esenciales se evidenciara por la
formacién de un halo de inhibicion en
la placa Petri con el cultivo, al cual se

le determina la longitud del didmetro

Concentracion en porcentaje
VIV

Concentracion en porcentaje
VIV

El grado de susceptibilidad, se
obtiene segun el estdndar M60
del CLSI. (CLSI, 2017)

Sensible:  >17 mm
Intermedio: 14 a 16 mm
Resistente: <13 mm

Aceite esencial de
Romero al
100%

75%

50%

Aceite esencial de
Eucalipto al
100%

75%

50%

Eficaz
>17 mm

No eficaz
<17mm

CLSI: Clinical and Laboratory Standars Institute
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
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1.5 HIPOTESIS:
Los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis L. “romero” y Eucalyptus

1.6

globulus L. ” eucalipto” tienen actividad antifungica sobre Candida albicans.

OBJETIVOS:

1.6.1 Objetivo general:

Evaluar la actividad antifungica de los aceites esenciales de Rosmarinus
officinalis L. “romero” y Eucalyptus globulus L. “cucalipto” sobre

Candida albicans in vitro.

1.6.2 Objetivos especificos:

1.

Determinar la actividad antifungica del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis L. “romero” al 100%, 75% y 50% sobre Candida albicans.
Determinar la actividad antifingica del aceite esencial de Eucalyptus
globulus L. “eucalipto” 100%, 75% y 50% sobre Candida albicans.
Determinar la actividad antifingica del Fluconazol (medicamento
patrén), sobre Candida albicans.

Comparar la actividad antifungica entre los aceites esenciales de
Rosmarinus officinalis L. “romero” y de Eucalyptus globulus L.
“eucalipto” sobre Candida albicans.

Comparar la actividad antifungica entre el aceite esencial de
Rosmarinus officinalis L. y el Fluconazol (medicamento patrén), sobre
Candida albicans.

Comparar la actividad antifungica entre el aceite esencial de Eucalyptus
globulus L. y el Fluconazol (medicamento patrén), sobre Candida

albicans.
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METODOLOGIA:

2. 1 Tipo y Disefio de investigacion
2.1.1. Tipo de investigacion:
La presente investigacion es del tipo basica, cuantitativa y experimental.
La informacién se obtuvo mediante el método empirico-analitico para
generar nuevos conocimientos con fundamento hipotético-deductivo.
(Cabezas, et al., 2018)

2.1.2. Disefio de la investigacion:
Para el desarrollo de nuestra investigacion se realizaron repeticiones
multiples, con post prueba, considerando un control positivo y un control

negativo. (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2014)

RG1 X1 01
RG2 X2 02
RG3 X3 O3
RG4 X4  0O4
RG5 X5 05
RG6 X6 06
RG7 X7 O7
RG8 X8 08
RG9 X9 09
RG10 X10 010
RG11 X11 O11
RG12 X12 012
RG513 X13 013
RG14 X114 014
RG15 X15 015
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2.2

En donde:

RG1-5 : Son los Grupos en Examen (Candida albicans)

X1 . Aceite esencial al 100% (de romero o eucalipto)

X2 . Aceite esencial al 75% (de romero o eucalipto)

X3 . Aceite esencial al 50% (de romero o eucalipto)

X4 : Fluconazol “FLZ” (Control positivo)

X5 : DimetilSulfoxido “DMSO” (Control negativo)

01-5 : Tamafio del halo de inhibicion (Actividad antifingica)

Poblacion — Muestra

Poblacion: Por ser una investigacion experimental en la cual se trabajo
con la cepa de Candida albicans pura, cepa ATCC 10231, no es
necesario consignar una poblacion.

Muestra: Estuvo constituida por todos los cultivos de Candida
albicans derivados de la cepa ATCC 10231.

Las Cepas ATCC son herramientas indispensables para el control de
calidad en los laboratorios microbiolégicos, son microorganismos
certificados utilizados en diferentes disciplinas, para el control de
calidad en microbiologia.

Criterios de inclusion: Todos los cultivos de Candida albicans,
sembrados con 20 horas de anticipacion y provenientes de la cepa
ATCC 10231.

Criterios de exclusion: Aquellos cultivos de Candida albicans, que

resulten contaminados después de la siembra.
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2.3 Técnicas e instrumentos de investigacion:

2.3.1 Preparacion del medio de cultivo:

Se us6 Agar Sabouraud Dextrosa (SDA) como medio de cultivo;
se empled el medio de cultivo con la finalidad del crecimiento
de las levaduras segun indicaciones del laboratorio Merck (659
por cada 1000 ml de agua destilada). Para el presente estudio se
prepar6 500 ml de medio de cultivo, por lo que se afiadi6 32.5 ¢
de SDA deshidratado a medio litro de agua destilada. Se disolvio
y se calentd en una cocina eléctrica hasta hervir por 1 minuto.
Despueés, se esterilizo en autoclave a 121°C por 15 minutos. (Ver
anexo 4).

2.3.2 Determinacion de sensibilidad antimicrobiana por difusion

Utilizando el método de Kirby-Bauer de difusion de discos en
agar se evaluo la sensibilidad de Candida albicans. Para esto, se
considerd los criterios del Clinical and Laboratory Standards
Institute - CLSI de Estados Unidos de América. Se tuvo en cuenta
los estandares M44-A2 (Sensible: > 17 mm; Intermedio: 14 a 16

mm y Resistente: < 13 mm) y M60.
2.3.2.1. Preparacion del inéculo de Candida albicans:

Para la preparacion del in6culo se coloco de 3-4 ml de
suero fisioldgico en un tubo de ensayo estéril, al cual se
le adiciond alicuotas del microorganismo Candida
albicans cultivado desde 24 horas antes, hasta que se
observé una turbidez equivalente al estandar N.° 0.5 de
la escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/ml).
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2.3.2.2 Siembra en placa por estriado de Candida albicans:
Se sembré el microorganismo Candida albicans,
embebiendo un hisopo estéril en el indculo y se deslizo
sobre toda la superficie del medio de cultivo en las
Placas Petri; de esta manera el microorganismo quedo

como una capa en toda la superficie.

2.3.2.3 Preparacion de las concentraciones del Aceites
Esenciales
Utilizando los aceites esenciales, se prepararon 3
concentraciones (100%, 75% y 50%) tanto para el
romero como para el eucalipto respectivamente, se
empled como solvente Dimetil Sulfoxido (DMSO); para
esto, se rotularon 3 tubos de ensayo de 13x100mm
estériles con las 3 concentraciones y se coloco 500 pL de
aceite esencial y 500 pL de DMSO al tubo de 50%, 750
pL de aceite esencial y 250 pL. de DMSO al tubo de75%

y 100 pL del aceite esencial puro.

2.3.2.4 Preparacion de los discos de sensibilidad con los
aceites esenciales:

Para la preparacion de los discos con los aceites
esenciales se utilizé papel filtro Whatman N° 1 de 6 mm
de diametro, esterilizados con anticipacion. Para cada
una de las concentraciones, se colocé 10 pL en cada
disco. Este procedimiento se repitid por 15 veces para

cada concentracion.
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2.3.2.5 Prueba de sensibilidad con los aceites esenciales:

Se utilizé una pinza metélica estéril, se colocaron los
discos de sensibilidad preparados, uno de cada
concentracion con el aceite esencial, y se colocaronen la
superficie del agar sembrado con el microorganismo
Céandida Albicans, de esta manera quedaron los discos
(uno de cada concentracion) a un cm del borde de la
Placa Petri y de forma equidistante, en forma de cruz.
Por altimo, se colocd el disco con Fluconazol 10 pg
(control positivo). Se tuvieron en reposo por 15 min y
después las placas se incubaron de forma invertida en la
estufa a 35 — 37 °C por 48 horas.

2.3.2.5. Lectura final de cada uno de los cultivos:

Una vez culminado el procesado de incubacion se
procede a medir los halos de inhibicidn respectivamente,
se usa una regla y se mide el radio del halo de inhibicion
partiendo desde donde el centro del disco hasta donde se
inhibié el crecimiento. La interpretacion fue como
sensible o resistente, segin lo indicado en el Estandar
M60 del CLSI.
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I1l.  RESULTADOS:

Tabla 1

Valores promedio de los halos de inhibicion al evaluar la actividad antifungica de
los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis L. “romero”, Eucalyptus globulus
L. y Fluconazol sobre Candida albicans, en estudio in vitro

Concentracion Aceite esencial Aceite esencial Farmaco Patron
Romero Eucalipto Fluconazol
50% 11.80 16.60
75% 31.80 34.80
100% 34.00 39.40
FLUCONAZOL 32.60
Not_atl: Tamafio de los halos de inhibicion de los aceites esenciales segin  la concentracion de ambos
aceites.

Interpretacion.
En la Tabla 1 se obtuvieron los resultados promedio de la actividad antifingica

de las sustancias en evaluacion. Cada uno de estos valores es el promedio de 5
repeticiones para cada concentracion de cada uno de los aceites esenciales en
ensayo; y también para el Fluconazol, que es el farmaco patrén en cinco
repeticiones, siendo su didmetro promedio de la zona de inhibicién de 32.60
mm, estableciendo, para esta investigacion, que el Fluconazol tiene actividad

antifungica (Sensible: > 17 mm) sobre Candida albicans, en estudio in vitro.
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B Fluconazol

Figura 1. Valores promedio de los halos de inhibicion al evaluar la actividad antifngica de

los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis L. “romero”, Eucalyptus globulus L. y

Fluconazol sobre Candida albicans, en estudio in vitro.
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Tabla 2
Evaluacion de la actividad antifungica de los aceites esenciales de Rosmarinus
officinalis L. y Eucalyptus globulus L. sobre Candida albicans, en estudio in vitro.

ANOVA
Rosmarinus officinalis L. “romero” vs Eucalyptus globulus L. vs Fluconazol
Fuente de Sumade gl Media S
variacion cuadrados cuadrética g
Entre grupos 3183.143 6 530.524 322.928 0.000
Dentro de grupos 46.00 28 1.643
Total 322.143 34
POST ANOVA
HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
Grupo N 1 5 3 4 5
Romero 50% 5 11.8
Eucalipto 50% 5 16.6
Romero 75% 5 31.80
FLUCONAZOL 5 32.60 32.60
Romero 100% 5 34.00 34.00
Eucalipto 75% 5 34.80
Eucalipto 100% 5 39.40

Sig. 1.000 1.000 0.132 1.000 1.000

Fuente: Salida SPSS 25.0

Interpretacion.

En la Tabla 2 se muestra que el valor calculado de la prueba estadistica F-
Fisher es F = 322,928 con nivel de significancia del analisis de varianza
(ANOVA) de sig. = 0,000 la cual es menor al 5% (p < 0.05), quedando
demostrado que existe actividad antifingica significativa de los aceites
esenciales de Rosmarinus officinalis L. y Eucalyptus globulus L. sobre
Candida albicans, en estudio in vitro. También se evidencia que la prueba de
Tukey (POST ANOVA) agrupa los aceites esenciales en cinco grupos
distintos, siendo cada uno de ellos heterogéneos y dentro de ello homogéneos,
en el que el eucalipto de 100% tiene mayor efecto (es mas efectivo) en la

actividad antifungica sobre Candida albicans, en estudio in vitro.
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Tabla 3
Determinacion de la actividad antifungica del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis L. al 100%, 75% y 50% sobre Candida albicans, en estudio in vitro.

ANOVA

Rosmarinus officinalis L.
Fuente de Suma de gl Media F si
variacion cuadrados cuadratica 9
Entre grupos  1496.133 2 748.067 510.045 0.000
Dentro de 17.600 12 1.467
grupos
Total 1513.733 14

POST ANOVA
HSD Tukey
Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3
Romero 50 % 5 11.8
Romero 75% 5 31.8
E/%omero 100 5 34.00
0

Sig 1.000 1.000 1.000

Fuente: Salida SPPS 25.0

Interpretacion.

En la Tabla 3 se muestra que el valor calculado de la prueba estadistica F-
Fisher es F = 510,045 con nivel de significancia del analisis de varianza
(ANOVA) de sig. = 0,000 la cual es menor al 5% (p < 0.05), quedando
demostrado que existe actividad antifingica significativa de los aceites
esenciales de Rosmarinus officinalis L. sobre Candida albicans, en estudio in
vitro. También se muestra que la prueba de Tukey (POST ANOVA) agrupa las
concentraciones de los aceites esenciales en tres grupos distintos, siendo cada
uno de ellos heterogéneos y dentro de ello homogéneos, en el que el aceite de
romero al 100% tiene mayor efecto (es mas efectivo) en la actividad
antifngica sobre Candida albicans, respecto a los aceites de romero del 75%

y del 50%, en estudio in vitro.
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Tabla 4

Determinacion de la actividad antifungica del aceite esencial de Eucalyptus
globulus L. 100%, 75% y 50% sobre Candida albicans, en estudio in vitro.

ANOVA
Eucalyptus globulus L.

Fuente de Suma de Media F si
Variacion cuadrados g cuadrética g
Entre grupos  1453.733 2 726.867 375.966 0.000

Dentro de
grupos 23.200 12 1.933
Total 1476.933 14
POST ANOVA
HDS Tukey
Grupo N . Subconjuntg para alfa = 0.005 ;
Eucalipto 5 16.6
50%
Eucglfpto 5 348
75%
Eucal{pto 5 39.40
1004° 1.000 1.000 1.000

Fuente: Salida SPSS 25.0

Interpretacion.

En la Tabla 4 se muestra que el valor calculado de la prueba estadistica F-

Fisher es F = 375,966 con nivel de significancia del andlisis de varianza
(ANOVA) de sig. = 0,000 la cual es menor al 5% (p < 0.05), quedando

demostrado que existe de Eucalyptus globulus L. sobre Candida albicans, en

estudio in vitro. También se observa que la prueba de Tukey (POST ANOVA)

agrupa las concentraciones de los aceites esenciales en tres grupos distintos,

siendo cada uno de ellos heterogéneos y dentro de ello homogéneos, en el que

el aceite de eucalipto al 100% tiene mayor efecto (es mas efectivo) en la

actividad antifangica sobre Candida albicans, respecto a los aceites de

eucalipto del 75% y del 50%, en estudio in vitro.
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Tabla 5
Comparacion de la actividad antiflngica entre los aceites esenciales de
Rosmarinus officinalis L. y de Eucalyptus globulus L. sobre Candida albicans.

ANOVA

Rosmarinus officinalis L. y de Eucalyptus globulus L. sobre Candida albicans.

Fuente de Suma se gl Media F Si
variacion cuadrados cuadratica 9
Entre grupos 3095.067 5 619.013 364 0.000
Dentro de 40.800 24 1.700
grupos
Total 3135.867 29
POST ANOVA
HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.005
Grupo N 1 > 3 4 5
Romero 50 % 5 11.80
Eucalipto 50% 5 16.60
Romero 75 % 5 31.80
Romero 100% 5 34.00
Eucalipto 75% 5 34.00
Eucalipto
100% 5 34.80 39.40
Sig 1.000 1.000 0.119 0.923 1.000

Fuente : Salida SPSS 25.0

Interpretacion.

En la Tabla 5 se observa que el valor calculado de la prueba estadistica F-Fisher
es F = 364,125 con nivel de significancia del andlisis de varianza (ANOVA) de
sig. = 0,000 la cual es menor al 5% (p < 0.05), quedando demostrado que existe
actividad antifungica significativa de los aceites esenciales de Rosmarinus
officinalis L. y Eucalyptus globulus L. sobre Candida albicans, enestudio in
vitro. También se observa que la prueba de Tukey (POST ANOVA),agrupa las
concentraciones de los aceites esenciales en cinco grupos distintos,siendo cada
uno de ellos heterogéneos y dentro de ello homogéneos, donde el aceite de
eucalipto al 100% tiene mayor efecto (es mas efectivo) en la actividad
antifangica sobre Candida albicans, a diferencia de las otras concentraciones

de aceites de eucalipto y de romero, en estudio in vitro.
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Tabla 6

Comparacion de la actividad antifungica entre el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis L. y el medicamento patrén “Fluconazol” sobre Candida albicans, en
estudio in vitro.

ANOVA
Rosmarinus officinalis L. vs Fluconazol
Fuente de Suma de gl Media F Sig
Variacion cuadrados cuadratica
Entre grupos 1666.150 3 555.383 389.743 0.000
Dentro de 22.800 16 1.425
grupos
Total 1688.950 19
POST ANOVA
HDS Tukey
Grupo N . Subconjunto pgra alfa=0.005 ;
Romero 50 % 5 11.80
Romero 75 % 5 31.80
Fluconazol 32.60 32.60
Romero 100 5 34.00
%
Sig 1.000 0.718 0.286

Fuente: Salida SPSS 25.0

Interpretacion.

En la Tabla 6 se muestra que el valor calculado de la prueba estadistica F-
Fisher es F = 389,743 con un nivel de significancia del analisis de varianza
(ANOVA) de sig. = 0,000 la cual es menor al 5% (p < 0.05), quedando
demostrado que existe actividad antifingica significativa de los aceites
esenciales de Rosmarinus officinalis L. y el Fluconazol sobre Candida
albicans, en estudio in vitro. También se observa que la prueba de Tukey
(POST ANOVA), agrupa las concentraciones de los aceites esenciales en tres
grupos distintos, siendo cada uno de ellos heterogéneos y dentro de ello
homogéneos, donde el aceite de romero al 100% tiene mayor efecto (es mas
efectivo) en la actividad antifingica sobre Candida albicans, a diferencia de
las otras concentraciones de aceites de romero (75% Yy 50%) y el Fluconazol,

en estudio in vitro.
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Tabla 7

Comparacién de la actividad antifungica entre el aceite esencial de Eucalyptus
globulus L. y el medicamento patron “Fluconazol” sobre Candida albicans, en
estudio in vitro

ANOVA
Eucalyptus globulus L. vs Fluconazol
Fuente de Suma de gl Media Sig
Variacion cuadrados cuadratica
Entre grupos 1474.150 3 491.1383 276.836 0.000
Dentrode 58 400 16 1.775
grupos
Total 1502.550 19
POST ANOVA
HDS Tukey
Grupo N . Subconjunto pa2ra alfa=0.005 .
Eucalipto 50 % 5 16.60
Fluconazol 5 32.60
Eucalipto 75 % 34.80
5ucallpto 100 5 39.40
0
Sig. 1.000 0.080 1.000

Fuente: Salida SPSS 25.0

Interpretacion.

En la Tabla 7 se muestra que el valor calculado de la prueba estadistica F-
Fisher es F = 276,836 con nivel de significancia del analisis de varianza
(ANOVA) de sig. = 0,000 la cual es menor al 5% (p < 0.05), quedando
demostrado que existe actividad antifangica significativa de los aceites
esenciales de Eucalyptus globulus L. y el fluconazol sobre Candida albicans,
en estudio in vitro. También se observa que la prueba de Tukey (POST
ANOVA), agrupa las concentraciones de los aceites esenciales en tres grupos
distintos, siendo cada uno de ellos heterogéneos y dentro de ello homogéneos,
donde el aceite de eucalipto al 100% tiene mayor efecto (es mas efectivo) en la
actividad antifungica sobre Candida albicans, a diferencia de las otras

concentraciones de aceites de eucalipto (75% y 50%) y el Fluconazol.
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V.

ANALISIS Y DISCUSION:

En este trabajo de investigacion se determin6 el didmetro promedio del
halo de inhibicion del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L.
“romero” a la concentracion del 50% es de 11.80 mm. Al comparar este
valor con CLSI (Clinical and Laboratory Estandar Institute, 2017) que
considera resistente la formacion de halos de inhibicion < 13mm
demostrd que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. “romero” a
la concentracion del 50% no tiene accidn antifingica sobre la cepa de
Candida albicans ATCC 10231.

En el presente trabajo de investigacion se determind el diametro
promedio del halo de inhibicion del aceite esencial de Eucalyptus
globulus L. “eucalipto” a la concentracion del 50% es de 16.60 mm. Al
comparar este valor con CLSI (Clinical and Laboratory Estandar
Institute, 2017) que considera como Intermedio la formacion de halos de
inhibicion dentro del rango de 14 a 16 mm se confirmoé que el promedio
es 16.60 mm, no alcanza para considerar que el aceite esencial de
Eucalyptus globulus L. “eucalipto” a la concentracion del 50% tiene

accion antifungica sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231.

En el presente trabajo de investigacion se determind que el diametro
promedio del halo de inhibicién del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis L. “romero” y del Eucalyptus globulus L. “eucalipto” a
concentraciones del 75% y 100% son de 31.80 mm y 34.80 mm
respectivamente; y para concentraciones de 100% son de 34.00 mm y
39.40 mm respectivamente. Al comparar todos estos valores con CLSI
(Clinical and Laboratory Estandar Institute, 2017) que considera sensible
la formacion de halos de inhibicidon > 17mm, entonces tenemos que el
aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. “romero” y del Eucalyptus
globulus L. “eucalipto” claramente tienen accion antifungica sobre la
cepa de Candida albicans ATCC 10231.
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En la Tabla 1, se observd que tanto el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis L. “romero” como el aceite esencial de Eucalyptus globulus L.
“eucalipto”, a concentraciones del 75% vy del 100%, tienen una
efectividad similar (31.80 mm para el aceite esencial de romero al 75%
frente al 32.60 mm del Fluconazol) o mejor (34.8 mmy 39.4 mm para el
aceite esencial de eucalipto al 75% y 100% respectivamente; y 34.00 mm
para el aceite esencial de romero al 100%, todos comparados con los
32.60 mm del Fluconazol). Finalmente, todo esto demuestra que ambos
aceites esenciales tienen una efectividad similar al Fluconazol sobre
Candida albicans, de acuerdo con CLSI (Clinical and Laboratory
Estandar Institute, 2017) que considera que el microorganismo es
sensible si el halo de inhibicion es > 17mm.

Asi mismo, segun los datos consignados en la Tabla 1 se puede deducir
que la actividad antifingica sobre la cepa de Candida albicans ATCC
10231 del aceite esencial de las 2 especies vegetales en estudio, es
dependiente de la concentracion, ya que al aumentar la concentracion
aumenta su efecto, siendo relevante, ya que diversos estudios nos

muestran resultados similares como Macedo y Mejia (2019).

También, de los datos consignados en la Tabla 1, Comparando la
actividad antifangica frente a Candida albicans del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis L. “romero” y del aceite esencial de Eucalyptus
globulus L.” eucalipto” a las 3 concentraciones ensayadas nos muestra
que el aceite esencial de eucalipto es mejor que la actividad del aceite
esencial de romero. Todo esto corroborado por el andlisis estadistico
mostrado en la tabla 7.

Ademas, con respecto al aceite esencial de Rosmarinus officinalis L.
“romero”, debemos destacar que tal y como vemos en la Tabla 1 el aceite
esencial de romero al 50 % no es eficaz como antifungico sobre Candida
albicans ya que formo un halo de inhibicion de 11.8 mm, llegando a

considerarse resistente por los rangos establecidos del CLSI (<13). Este

29



resultado es completamente diferente al reportado en el trabajo de Shebi,
Geetha y Thangavelu (2019) en el que el aceite esencial de romero a la

concentracion de 50l obtuvo una zona de inhibicién de 29 mm.

Por otro lado, el resultado obtenido para el aceite de romero al 100% que
alcanza el tamafio de un halo de inhibicién de 34 mm de didmetro
comparable con el Fluconazol que formo un halo de inhibicién de 32 mm;
encontramos que nuestro resultado es similar al obtenido en el trabajo de
Shebi, Geetha y Thangavelu (2019) en el que el aceite esencialde romero
a la concentracion de 100ul obtuvo una zona méaxima de inhibicion de 38

mm.

Sobre el aceite de eucalipto al 50 % podemos inferir a partir de los
resultados mostrados en la Tabla 1, que no es eficaz ya que al formar un
halo de inhibicion de 16.6 mm de diametro se considera una efectividad
intermedia segun los criterios del CLSI (14 a 16 mm) para el efecto
antifangico frente a Candida albicans, lo cual si es comparable con lo
reportado en la investigacion de Dionicio (2019), en el que el aceite
esencial de eucalipto a la concentracion del 50% formo un halo de
inhibicion de 12.2 mm de diametro considerandose resistente segun los
criterios del CLSI (<13), demostrando asi que no presenta actividad

antifangica contra Candida albicans a esta concentracion.

También es conveniente mencionar que Macedo y Mejia (2019)
efectuaron una investigacion para determinar la eficacia antifungica del
extracto etandlico de Eucalyptus globulus contra Candida albicans en
estudio in vitro. En dicho estudio los autores evaluaron el efecto
antifangico frente a Candida albicans del extracto etandlico de eucalipto
a las concentraciones de 5%, 25%, 50%, 75% y 100%, a través de la
técnica de difusién con discos de Kirby-Bauer. En los resultados
obtenidos tenemos que la concentracion al 100% formé un halo de

inhibicion de 17.4 mm de diametro, en promedio. Por lo que concluyeron
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que, de manera general, el extracto etandlico de Eucaliptus globulus es
eficaz contra Candida albicans y que el efecto antiflngico se incrementa
a medida que incrementa la concentracién del extracto del aceite

esencial.
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V.

VI.

CONCLUSIONES:

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. “romero” obtuvo una
baja actividad antifingica sobre Candida albicans a una concentracion
del 50%, la concentracion de 75% tuvo una actividad intermedia y la
concentracion al 100% tuvo una actividad alta.

El aceite esencial de Eucalyptus globulus L “eucalipto” tuvo una baja
actividad antifngica sobre Candida albicans a una concentracion del
50%, la concentracion del 75% tuvo actividad intermedia y la
concentracion al 100% tuvo una actividad alta.

El Fluconazol tuvo una alta actividad antifungica sobre Candida
albicans.

El aceite esencial de Eucalyptus globulus L “eucalipto” tuvo un mejor
efecto antiflngico que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis L.
“romero” sobre Candida albicans en cada una de las concentraciones.
El aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. “romero” al 75% tuvo
un efecto antifungico, similar al Fluconazol y la concentracion al 100%
fue mas efectivo que el Fluconazol.

El aceite esencial de Eucalyptus globulus L “eucalipto” al 75% su
efecto fue similar al Fluconazol y al 100% fue mas efectivo que el

Fluconazol sobre Candida albicans.

RECOMENDACIONES:

Se recomienda continuar con estudios biofarmaceuticos.

Realizar mas estudios sobre los aceites esenciales de Eucalyptus globulus L.
“eucalipto” y de Rosmarinus officinalis L. “romero” como agentes

antifangicos.
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Xl.-. ANEXOS:

ANEXO 1

Hoja de recoleccion de datos

Tamafio del halo de inhibicion (mm)
Repeﬁ;ones Aceite esencial de romero Aceléiggﬁg(éloal de FLUCONAZOL
50% | 75% 100% 50% | 75% 100%

1 12 33 35 18 36 40 34

2 13 31 35 14 35 38 32

3 12 30 32 17 36 39 33

4 12 33 34 16 33 39 33

5 10 32 34 18 34 41 31
PROMEDIO 11.8 31.8 34 16.6 34.8 39.4 32.6
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ANEXO 2

Figura 1: Eucalyptus globulus L “eucalipto”

Figura 2: Secado de Eucalyptus globulus L “eucalipto”
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Figura 3: Rosmarinus officinalis L. “romero”

Figura 4: Secado de Rosmarinus officinalis L. “romero” a 40°
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Figura 5: Material de Laboratorio necesario para realizar nuestra investigacion

Figura 6: Equipo para destilacion por arrastre de vapor necesario para realizar nuestra
investigacion
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Figura 7: Antibiograma de Candida albicans

Figura 8: Preparacion de los discos con aceite esencial a diferentes concentraciones
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Figura 9: Siembra del Candida Albicans en las placas Petri.

Figura 10: Preparacion del aceite esencial a diferentes concentraciones
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ANEXO 3

CONSTANCIA DE EIECUCKON DE PROYECTO

& Laboratario "San Joce® daja conctancia que ha cedide od Aormorom cut Inctaiscionec,
#n donde MAYRA KELY SALINAS HERRERA, witudante de Farmacis y Bloquimics de s
Universidad San Pedro, ejecuto & parte experimental de su proyecto de tesis sihsdado
&hv-dcd stifungica del aceite esencinl Roymarinus offficmaly L “romers® y Eucalyptus
globulus L “eucalipto”, durante los dias 10 al 16 de diciembre de 2020, tajo Is
orientacion del Microbidloge Jaime Abelardo Polo Gambos

Se expide ls presante » solctud del estudiante, solo para fines académicos, alos 15 diss

del mas de mar2o de 2021,

Joud Laits Cafle ¢
0L OO0 - O
c.ar e

Sede Principal: Francisco Belognes! 678 01, 203 - Centro Historice - Trujitlo

Sucursales: Los Corales 277~ Barrio Médico Urb. Santa Inés - Trujille
769999 - _ 948649844
&) sanjeselabs@hotmail.com £ www.sanjoselabs.amawebs.com/

Figura 11: Constancia de ejecucién de proyecto
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ANEXO 4

EMD MILLIPORE

Technical Data Sheet

Sabouraud-4 % Dextrose Agar

acc. harm. EP/USP/JP
Ordering number: 1.05438.0500 / 1.05438.5000

Sabouraud-4 % Dextrose Agar is designed for the determination of the total count of yeasts and molds.

This medium complies with the recommendations of the harmonized methods of EP, USP, JP for
Microbial Examination of Non-sterile Products: Microbial Enumeration Test and Tests for Specified
Microorganisms.

Mode of Action

Sabouraud-4 % Dextrose Agar is a complex medium for cultivation and isolation of yeasts and molds
as well as the absence test for Candida albicans. The high concentration of dextrose in addition with the
low pH promotes the growth, the formation of spores (Conidia and Sporangia) as well as the formation
of pigments of yeasts and molds. On the other side, growth of bacteria is inhibited.

Typical Composition

Peptone from Casein 59/
Peptone from Meat 59/l
D(+)-Glucose (= Dextrose) 40 g/l
Agar-Agar 15 g/l

Preparation

Suspend 65 g/l. Autoclave 15 min at 121 C. Do not overheat.
The appearance of the medium is clear and yellowish-brown.
The pH value at 25 T is in the range of 5.4-5.8.
Experimental Procedure and Evaluation

The plates are inoculated with sample material according to the instructions. The fungi colonies which
have grown are judged macro- and microscopically.

Incubation: up to 7 days at 28 C aerobically, for Candida albicans and Aspergillus brasiliensis (formerly
A. niger) up to 5 days at 30-35 T

EMD Millipore Corp. is a subsidiary of Merck KGaA, Darmstadt, Germany
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Storage

The product can be used for sampling until the expiry date if stored upright, protected from light and
properly sealed at +15 C to +25 C.

After first opening of the bottle the content can be used up to the expiry date when stored dry and tightly
closed at +15 € to +25 C.

Disposal

Please mind the respective regulations for the disposal of used culture medium (e.g. autoclave for 20
min at 121 C, disinfect, incinerate etc.).

Quality Control

Control Strains ATCC # Incubation Expected Results
Trichophyton mentagrophytes 18748 7 days at 28 C Growth fair to very good
Trichophyton rubrum 28188 7 days at 28 T Growth fair to good
Microsporum gallinae 12108 7 days at 28 C Growth fair to very good
Trichophyton ajelloi 28454 7 days at 28 Growth fair to good
Microsporum canis 36299 7 days at 28 Growth good to very good
Geotricum candidum 1240 7 days at 28 C Growth good to very good
Penicillium commune 10428 7 days at 28 T Growth good to very good

Please refer to the actual batch related Certificate of Analysis.

Quality Control (Spiral Plating Method)

Control Strains ATCC # gr::)lt;ulum Incubation Expected Results
Candida albicans | 10231 10-100 5 days at 20-25 C Recovery 2 70 %
Aspergillus

brasiliensis 16404 10-100 5 days at 20-25 C Recovery = 50 %
(formerly A. niger)

Please refer to the actual batch related Certificate of Analysis.

Trichophyton rubrum

We provide information and advice to our customers on application technologies and regulatory matters to the best of our knowledge and
ability, but without obligation or liability. Existing laws and regulations are to be observed in all cases by our customers. This also applies
in respect to any rights of third parties. Our information and advice do not relieve our of their own responsibility for checking
the suitability of our products for the envisaged purpose.

EMD Millipore and the M logo are registered trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany. Lit. No. TN1360ENUS
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Ordering Information

Product Cat. No. Pack size
Sabouraud-4 % Dextrose Agar 1.05438.0500 500 g
Sabouraud-4 % Dextrose Agar 1.05438.5000 5 kg
EMD Millipore Corporation Find contact information for your country at:
290 Concord Road www.emdmillipore.com/offices
Billerica, MA 01821, U.S.A. For Technical Service, please visit:
mibio@emdmillipore.com www.emdmillipore.com/techservice

www.emdmillipore.com/biomonitoring

We provide information and advice to our customers on application technologies and regulatory matters to the best of our knowledge and
ability, but without obligation or liability. Existing laws and regulations are to be observed in all cases by our customers. This also applies
in respect to any rights of third parties. Our information and advice do not relieve our customers of their own responsibility for checking
the suitability of our products for the envisaged purpose.

EMD Millipore and the M logo are registered trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany. Lit. No. TN1360ENUS

EMD MILLIPORE
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ANEXO 5

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA

(:; - .
= FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD Universidad
% Nacional de
< DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIQLOGCAS Caj amarca

“Nente de b Uniuersidad Peresos”

AREA DE BOTANICA -
HERBARIO GPUN “ISIDORO SANCHEZ VEGA-UNC”

CONSTANCIA

El que suscribe:

Director del Herbario CPUN “Isidoro Sanchez Vega-UNC”, de la Universidad Nacional de
Cajamarca, hace constar, que de parte de MAYRA KELY SALINAS HERRERA, bachiller de
la Facultad de Medicina Humana, de la Escuela Académico Profesional de Farmacia y
Bioquimica, de la Universidad Privada San Pedro, Filial Trujillo; he recibo dos muestras
botanicas, las mismas que fueron ubicadas taxonémicamente, en esta dependencia,

como:

CATEGORIA TAXONOMICA MUESTRA “A” MUESTRA “B”
Reino Plantae Plantae
Divisién Magnoliophyta Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida Magnoliopsida
Orden Lamiales Myrtales
Familia Lamiaceae Myrtaceae
Género Rosmarinus Eucalyptus
Especie Rosmarinus officinalis L. Eucalyptus gobulus L.

La especie “A” conocida en el medio como “romero”, fue colectada en el lugar llamado
El Porvenir, distrito de Otuzco, provincia de Otuzco, departamento de La Libertad a
2,641 msnm, en las coordenadas siguientes: S 7°54'16"” O 78°33'49", y la especie “B”,
llamado “eucalipto” o “ alcanfor” colectada en el distrito de Laredo, provincia de Trujillo
y departamento de La Libertad en las coordenadas siguientes: S 8°05°12” 0 78°57°35”,a
una altitud de 89 msnm.

Se extiende la presente, a solicitud de la parte interesada, para los fines que estime
conveniente.

Cajamarca, 29 de marzo de 2021

A
M.Sc./ﬁé/tl) IBERICO VELA

&,
DIRECTOR

Y
= E Av. Atahualpa 1050 Ciudad Universitaria. Edificio 1D-204 - Cajamarca
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