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RESUMEN

Objetivo: Determinar la accion antifingica In Vitro del aceite esencial de

Syzygium aromaticum “clavo de olor” frente a Candida albicans ATCC 90028.

Metodologia: Se obtuvo el aceite esencial de Syzygium Aromaticum “clavo de
olor’” mediante la destilacidon por arrastre de vapor. Se utiliz6é los métodos de: a)
Kirby Bauer, para determinar el grado de sensibilidad en funcién al tamafio de
los halos de inhibicién, b) Concentracion minima inhibitoria (CIM) C)

Concentracion minima Fungicida (CMF).

Resultados: Se demostré que Candida Albicans presenta alta sensibilidad al
aceite esencial. La CMI para Candida Albicans fue de 31.598 mg/ul. Y la CMF
fue de 34.7578 mg/ul.

Conclusion: El Aceite esencial de Syzygium Aromaticum “clavo de olor” si

presenta accion antifungica In Vitro frente a Candida Albicans.



ABSTRACT

Objective: To determine the antifungal action In Vitro of the essential oil of

Syzygium aromaticum "clove" against Candida albicans ATCC 90028.

Methodology: The essential oil of Syzygium aromaticum "clove" was obtained
by steam distillation. We used the following methods: a) Kirby Bauer, to determine
the degree of sensitivity as a function of the size of the inhibition halos, b)
Minimum inhibitory concentration (MIC) C) Minimum concentration Fungicide
(MCF).

Results: It was demonstrated that Candida albicans presents high sensitivity to
essential oil. The MIC for Candida albicans was 31.598 mg/ul and the CMF was
34.7578 mglul.

Conclusion: The essential oil of Syzygium aromaticum "clove" if it presents

antifungal action In Vitro against Candida albicans.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios se ha presentado un incremento en la incidencia de
enfermedades fangicas en los seres humanos (23); debido al aumento
considerable de pacientes inmunocomprometidos, quimioterapia, nutricion
parenteral, cirugia de trasplante y uso de agentes antimicrobianos de amplio
espectro, agregados a la presencia de SIDA, donde estos se convierten en
verdaderas “placas Petri vivientes”, quienes son altamente susceptibles a las
infecciones oportunistas. Las infecciones fungicas sistémicas y dérmicas son la
causa de gran morbi-mortalidad en este tipo de pacientes. (24) Mientras que mas
del 50% los individuos aparentemente saludables hospedan a las cepas de
Candida como componente normal de la microflora oral, s6lo un grupo selecto
desarrolla evidencia clinica de su patogenicidad. La cepa predominante y con
mayor potencial de patogenicidad en el desarrollo de las infecciones orales es la
Candida albicans, y se encuentra aislada en el 80% de las lesiones por Candida.
La prevalencia reportada del microorganismo mencionado, se encuentra en un
rango del 3% al 70% en bocas clinicas saludables, con una alta concurrencia en
nifos, jovenes y pacientes inmunosuprimidos. Los farmacos disponibles
actualmente, tienen una toxicidad importante, producen recurrencia o0 causan
resistencia, razén por la cual se estd procurando descubrir nuevos agentes
antifingico mas potentes pero sobre todo seguros. (23). Los compuestos
derivados de plantas son de interés en este contexto porque ellos comprenden
alternativas mas seguras y eficaces que los agentes antimicrobianos producidos
sintéticamente, lo cual motiva a que estos compuestos naturales sirvan como
base para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos que sean mas

eficaces que los sintéticos. (25)

Debido a que en diversas investigaciones a nivel mundial se han establecido
que muchas plantas aromaticas poseen actividad antibacteriana, antimicética,
antiparasitaria, antiviral e inclusive con efectos insecticidas (26); es que se
desarrolla el presente trabajo de investigacion a fin de determinar la actividad
antifingica In Vitro del aceite esencial de Syzygium aromaticum “Clavo de
Olor” frente a Candida albicans ATCC 90028; la cual servira de base para

futuros estudios.
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CAPITULO |

PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del Problema.

La frecuencia de infecciones invasoras causadas por Candida ha
aumentado en forma importante en las Ultimas décadas, constituyendo
actualmente la candidemia un importante agente de infeccion
intrahospitalaria.

Esto se debe en gran parte a avances de la medicina, con la infeccion
de nuevas modalidades terapéuticas. Algunas de ellas, como tratamientos
antimicrobianos de amplio espectro, uso de alimentacién parenteral, uso de
catéteres intravenosos e intubacion endotraqueal entre otros, son
considerados factores de riesgo para esta infeccion. Con mayor frecuencia
ocurren en pacientes que tienen condiciones de base tales como ser
neonatos, prematurez, patologia oncolégica en quimioterapia, terapia
inmunosupresora, ser sometidos a gran cirugia y estar afectados por
enfermedades severas gque requieren atencion en una unidad de cuidados
intensivos.(1)

De demostrarse que un producto natural derivado de una planta fuese
mas efectivo in vitro que uno sintético se convertira en una excelente
alternativa para ser utilizado in vivo, pues en las plantas los principios
activos se hallan siempre biolégicamente equilibrados por la presencia de
sustancias complementarias, que van a potenciarse entre si, de forma que
en general no se acumulan en el organismo, y sus efectos indeseables
estdn limitados. Sin embargo, a pesar que han aumentado las
investigaciones cientificas en este campo, todavia no se conocen todos los

principios activos responsables de las propiedades de muchas plantas. (2)
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1.2.

Considerando que la incidencia por infeccion de Candida esta
elevandose, y la necesidad de tener alternativas terapéuticas con efectos
eficaces y seguros como se les atribuye a las plantas medicinales a lo que
se suma el uso empirico del clavo de olor para infecciones micéticas,
debido a esto es que formulamos la siguiente problematica con la finalidad
de aclarar su efectividad; a fin de emplear agentes antimicrobianos
naturales y de esta manera reducir el uso y abuso de los farmacos
tradicionales que muchas veces hacen resistencia por un mal empleo y

producen dafios en todo el organismo. (2)

Formulacién del Problema

1.2.1. Problema Principal

¢ Existira efecto antifingico In Vitro del aceite esencial de Syzygium
aromaticum “clavo de olor” sobre Candida albicans ATCC 900287

1.2.2. Problemas Secundarios

e ;Cudl es el grado de sensibilidad que presenta Candida albicans
ATCC 90028 al Aceite esencial de Syzygium aromaticum “clavo

de olor’” mediante la técnica de difusion en disco?

e (;Cuadl es la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) del Aceite
esencial de Syzygium aromaticum “clavo de olor” frente a Candida
albicans ATCC 900287

e (Cudl es la Concentracion Minima Fungicida (CMF) del Aceite
esencial de Syzygium aromaticum “clavo de olor” frente a Candida
albicans ATCC 90028?

14



1.3. Obijetivo de la Investigacion

1.3.1. Objetivo General

“Determinar el efecto antifungico In Vitro del aceite esencial de
Syzygium aromaticum “clavo de olor” sobre Candida albicans ATCC
90028”.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Determinar el grado de sensibilidad que presenta la Candida
albicans frente al aceite esencial de Syzygium aromaticum “clavo

de olor’” mediante la técnica de difusion en disco.

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) del aceite
esencial de Syzygium aromaticum “clavo de olor” frente a Candida
albicans ATCC 90028.

e Determinar la Concentracion Minima Fungicida (CMF) del Aceite
esencial de Syzygium aromaticum “clavo de olor” frente a Candida
albicans ATCC 90028.

15



1.4. Justificacion e Importancia de la Investigacion

Las candidiasis generalmente causada por Candida albicans, es una
patologia que en la actualidad esta aumentando y no solo en pacientes
inmunocomprometidos, sino en todos aquellos en los que las circunstancias

ambientales los exponen.

Existen dos tipos de tratamiento para combatir las enfermedades
micoticas, el primero realizado mediante farmacos sintéticos, los cuales
presentan ventajas que lamentablemente son opacadas por sus efectos
indeseables (fiebre, escalofrios, alergias, toxicidad renal, etc.), por su dificil
adquisicién por toda la poblacion debido a su costo y por la resistencia que
presentan algunas cepas frente a los antifungico. Existe otra opcién de
tratamiento, la cual proviene de productos naturales, los cuales son de mas
facil adquisicion, presentan principios activos equilibrados por lo cual no
generan resistencia y sus efectos indeseables son limitados en

comparacion con los farmacos sintéticos.

En el campo Odontolégico, se presenta como signo patognomaonico la
candidiasis en pacientes inmunocomprometidos, y también se presenta
en pacientes portadores de protesis ya sea debido a un mal ajuste o
adaptacioén de las placas o por una mala higiene de éstas. Generalmente
los pacientes portadores de protesis totales son los adultos mayores los
cuales debido a su edad presentan una respuesta inmunoloégica menos
eficaz, a su vez, muchas veces dejan de lado su salud oral o desconocen
los cuidados que se le deben de dar a las protesis, lo cual los expone de
manera directa a padecer esta patologia. Por lo cual se procede a realizar
la presente investigacion, que pretende determinar la accion antifingica In
Vitro del Aceite Esencial de Syzygium aromaticum “clavo de olor” frente a
la Candida Albicans, para asi tener una alternativa natural para disminuir

la tasa de morbilidad producida por Candida albicans.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion

2.1.1. Titulo:
“EXTRACTOS Y ACEITE ESENCIAL DEL CLAVO DE OLOR
(Syzygium aromaticum) Y SU POTENCIAL APLICACION COMO
AGENTES ANTIMICROBIANOS EN ALIMENTOS”

Autor: A.E. Aguilar-Gonzales y A. Lépez-Malo
Afo: 2013

Método: La aplicacion de aceites esenciales de plantas y especias
en distintos campos tales como gastronomia, medicina y en la
industria de los alimentos es numerosa. El clavo de olor, Syzygium
aromaticum, también conocido como Eugenia caryophyllata. Es una
especia ampliamente usada y conocida. Su aceite esencial y
extractos han sido analizados y caracterizados debido a que han
demostrado tener amplio espectro de acci6on contra una gran
variedad de microorganismos causantes de distintos padecimientos

gue afectan a humanos, animales y plantas.

Conclusion: El aceite esencial y los extractos de clavo poseen
compuestos con una vasta y efectiva actividad antimicrobiana contra
gran variedad de organismos, tanto bacterias, mohos y levaduras, la
cual puede ser aprovechada dentro de los distintos campos de la
industria alimentaria, y como una alternativa natural como

desinfectante o como conservador.
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2.1.2. Titulo:
‘EFECTO INHIBIDOR DEL ACEITE ESENCIAL DE CLAVO DE
OLOR “Syzygium aromaticum” COMO AGENTE
ANTIMICROBIANO, SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans.
ESTUDIO In Vitro”

Autor: Diaz Ortiz Verénica Consuelo, Mufioz Mora Jorge Eduardo
Afo: 2016

Método: Se hizo pruebas microbiolégicas en el laboratorio clinico,
donde se utilizé la cepa de Streptococcus mutans ATCC 35668, que
se sembré en placas Petri y se colocd discos de papel filtro
embebidos de aceite esencial de clavo de olor a diferentes
concentraciones como los son al 25%, 50%, 75% y 100%. Las cuales
se incubd a 35°C +/- 2 por 24 horas. Trascurrido el tiempo se
visualizé los resultados, en este caso los halos de inhibicion
alcanzaron un maximo de 22 mm de diametro, medida muy buena
para ser de origen natural. Es asi como se comprobd que el aceite
esencial de clavo de olor si inhibe a cepas de Streptococcus mutans
ATCC 35668.

Conclusion: El aceite de clavo de olor “Syzygium aromaticum” si
inhibe al Streptococcus mutans mediante su efecto antimicrobiano,
por ende servira como base de productos para prevenir y controlar

el proceso de caries dental.

2.1.3. Titulo:
‘LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE Syzygium aromaticum Y
Cymbopogon citratus (DC.) STAPF. ACEITES ESENCIALES
CONTRA Listeria  monocytogenes INOCULADAS EN CARNE
MOLIDA BOVINA”

Autor: Tales Leandro Coutinho de Oliveira; Maria das Gragas
Cardoso; Rodrigo de Araljo Soares; Eduardo Mendes Ramos;

Roberta Hilsdorf Piccoli; Victor Maximiliano Reis Tebaldi.

18



Afo: 2013

Método: Esta investigacion evaluo el efecto antimicrobiano del clavo
(Syzygium aromaticum) y hierba de limén (Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf.). Aceites esenciales (AE) contra Listeria
monocytogenes ATCC 19117 crecimiento afiadido a la carne molida
bovina almacenado bajo refrigeracion (5 £ 2 ° C) por tres dias. Los
AE, fueron extraidos por hidrodestilacion y analizados por
espectrometria de gas cromatografia de masas (GC-MS), se
probaron in vitro usando una metodologia de difusion en discos de
agar para la determinacion de la concentracidbn minima inhibitoria
(MIC). Las concentraciones de MIC para ambos aceites esenciales
en la cultura probados de L. monocytogenes fueron 1,56%. Las
concentraciones de AE aplicados en la carne molida contaminada
fueron 1,56, 3,125y 6,25% en base a los niveles de MIC y posibles

reducciones de actividad por constituyentes de los alimentos.

Conclusion: Las poblaciones de bacterias se redujeron
significativamente (p < 0,05) después de un dia de almacenamiento
en muestras de carne molida tratadas con AE de clavo de olor y
hierba de limon a concentraciones de 1,56%. No hubo recuentos
significativos de L. monocytogenes en muestras en las otras
concentraciones de los dos aceites aplicados después de que el
segundo dia de almacenamiento. La evaluacién de aceptabilidad
sensorial de las muestras de carne bovina molida tratadas con AE
mostré que la adicién a concentraciones mayores de 1,56% puede
promover alteraciones indeseables de sabor, olor y color
caracteristico. La aplicacion de los AE a bajas concentraciones en
los productos alimenticios se puede utilizar en combinacién con otros
métodos de conservacion, tales como la refrigeracion, para controlar
patdgenos y bacterias de descomposicion durante la vida util; que va
de acuerdo a las tendencias actuales del mercado, donde los

consumidores estan solicitando productos naturales.
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2.1.4. Titulo:
‘EVALUACION DE LA CAPACIDAD CONSERVANTE DE LOS
ACEITES ESENCIALES DE CLAVO (Syzygium aromaticum) Y
CANELA (Cinnamomum verum), SOBRE LA LEVADURA
(Rhodotorula mucilaginosa) EN LECHE CHOCOLATADA”

Autor: Maria Victoria Castafio Sepulveda
Afo: 2012

Método: La investigacion se desarrollé en tres etapas: inicialmente
se obtuvieron los aceites esenciales utilizando la técnica de arrastre
con vapor o hidrodestilacion y se caracterizO su composicion
cualitativamente mediante cromatografia de gases — masa, para la
segunda fase se evaluaron los aceites esenciales obtenidos
mediante el método In Vitro para determinar la capacidad minima
inhibitoria comparados con un testigo comercial, y finalmente bajo
los resultados anteriormente obtenidos, se determiné la dosis de
aplicacion dentro de la formulacién para el producto lacteo (Leche
chocolatada), evaluando su respuesta In Vivo y la aceptacion por un

panel sensorial de consumidores.

Conclusion: Los resultados obtenidos indican el efecto
antimicrobiano de los AE de clavo y canela, puesto que en forma
individual y en combinacion al 50% produjeron accién antimicrobiana
sobre la Rhodotorula mucilaginosa, lo que indica su potencial
aplicacién en la industria de alimentos, convirtiéndolos en una
alternativa de conservacion natural, cuyo uso ayudaria en la
disminucién de los riesgos toxicolégicos aportados por el empleo de

los conservantes artificiales o sintéticos.
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2.1.5. Titulo:
“ACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE Syzygium aromaticum (L.)
MERR. Y L.M.PERRY SOBRE LAS HIFAS DE ALGUNOS HONGOS
FITOPATOGENOS”

Autor: Costa, A.R.T.; Amaral, M.F.Z.J.; Martins, P.M.; Paula, J.A.M.;
Fiuza, T.S.; Tresvenzol, L.M.F.; Paula, J.R.; Bara, M.T.F

Ano: 2011

Método: Actualmente el uso de métodos alternativos para el control
de enfermedades y plagas en la agricultura, con miras a minimizar
los dafios al medio ambiente ya la salud publica es una practica
reconocida y necesaria. Este trabajo tuvo como obijetivo investigar la
accion del aceite esencial de Syzygium aromaticum (L.) Merr. Y
L.M.Perry sobre el crecimiento micelial in vitro de los hongos
fitopatdgenos Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Fusarium
oxysporum 'y Macrophomina phaseolina. ElI analisis por
cromatografia gaseosa acoplada con espectrometria de masa
posibilité la identificacion de eugenol (83,6%), acetato de eugenila
(11,6%) y cariofilo (4,2%).

Conclusion: La evaluacién microscopica de los micelios de los
hongos evidencié diversas alteraciones morfolégicas, como la
presencia de vacuolos, desorganizacion de los contenidos celulares,
disminucién en la nitidez de la pared celular, intensa fragmentacion
y menor turgencia de las hifas. El aceite esencial de clavo presentd
actividad fungicida en la concentracion de 0,15% sobre el
crecimiento de R. solani, F. oxysporum y F. solani, sin embargo no
demostré esa actividad sobre M. phaseolina. Estos resultados
indican perspectivas favorables para posterior uso del aceite de

clavo en el control de estos fitopatdogenos en la agricultura.
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2.1.6. Titulo:
“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA EN EL ACEITE
ESENCIAL DE LA Syzygium aromaticum (L.) MEDIANTE
EXTRACCION, PURIFICACION Y ANALISIS DE SU PRINCIPAL
COMPONENTE EUGENOL”

Autor: Inder Singh Rana; Aarti Singh Rana, Ram Charan Rajak
Afo: 2011

Método: El aceite de clavo se informa que tiene una fuerte actividad
antifingica frente a muchas especies de hongos. En este estudio
hemos evaluado el potencial antifangico de aceite esencial de
Syzygium aromaticum (L.) contra algunos hongos patégenos
comunes de plantas y animales a saber, Fusarium moniliforme NCIM
1100, Fusarium oxysporum MTCC 284, Aspergillus sp., Mucor sp.,

Trichophyton rubrum y gypseum Microsporum.

Conclusion: El estudio microscopico en el efecto de la fraccidon de
aceite de clavo y la columna Il en esporas de Mucor sp. y M.
gypseum mostrd distorsion y contraccion mientras que estaba
ausente en otras fracciones de la columna. Por lo tanto, se puede
concluir que la accion antifungica del aceite de clavo de olor se debe

a su alto contenido de eugenol.
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2.1.7. Titulo:
“INFLUENCIA DE DIFERENTES METODOS DE ESTERILIZACION
SOBRE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS EXTRACTOS
ACUOSOS DE PLANTAS MEDICINALES”

Autor: Afortunados, LR; Bacchi, AML; Gavassoni, WL; Pontim, BCA
Afio: 2010

Método: La presente investigacion se llevo a cabo con el fin de
evaluar la actividad antifungica In Vitro de los extractos acuosos de
Allium sativum (ajo), Cinnamomum zeylanicum (canela), Syzygium
aromaticum (clavo India), sometido a diferentes procesos de
desinfeccién y / o esterilizacion de desarrollo de Fusarium solani. El
disefio experimental utilizado para cada experimento fue
aleatorizado y 8 tratamientos con 5 repeticiones. El extracto acuoso
a una se utilizaron concentracion de 20%, sujeto a métodos de
filtrado (FI), un bafio de agua a 65 ° C en autoclave (BM) a 100 ° C
(AT1), tratamiento en autoclave a 120 ° C (AT2) y el control (sélo
BDA ). Posteriormente los extractos se embebieron en medio PDA,
pusieron en placas de Petri, que fueron transferidos de discos
miceliales F. solani medicion de 0,3 cm de didmetro. Después las
placas se incubaron a 25 ° C con fotoperiodo de 12 horas. Los
tratamientos se analizaron en relacion con el crecimiento del micelio
de la colonia, y el porcentaje de inhibicién de la tasa de crecimiento

de F. solani.

Conclusion: Se observé en todos los ensayos de crecimiento mas
hongos en el control, que muestra el potencial antifingica de
extractos. Se observo influencia de los métodos de esterilizacion
sobre la eficacia de extractos de ajo y canela. Por Fl ajo
proporcionado los mejores resultados, mientras que para el extracto
de canela, no hubo diferencias entre las metodologias Fl, BMy AT1.
Los diferentes meétodos utilizados no afectaron a la eficiencia de

extracto acuoso de clavo de India.
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2.1.8. Titulo:
‘ACTIVIDADES ANTI-INFLAMATORIAS Y ANTINOCICEPTIVAS
DEL ACEITE ESENCIAL EUGENOL EN MODELOS ANIMALES
EXPERIMENTALES”

Autor: Apparecido N. Daniel; Simone M. Sartoretto; Gustavo
Schmidt; Silvana M. Caparroz-Assef; Ciomar A. Bersani-Amado;

Roberto Kenji N. Cuman
Afo: 2009

Método: El objetivo de este estudio se evalud la actividad anti-
inflamatoria y antinociceptivo de eugenol utilizado para los
propésitos de odontologia tras la administracion oral en modelos
animales In Vivo. La actividad anti-inflamatoria de eugenol se evalué
por volumen exudados y leucocitos migracion inflamatoria en la
pleuresia inducida por carragenina y pruebas de edema inducido por
carragenina pata en ratas. La actividad antinociceptiva se evaluo
usando las pruebas de retorcimiento y placa caliente inducida por

acido acético en ratones.

Conclusion: Eugenol (200 y 400 mg / kg) redujo el volumen de
exudados pleurales sin cambiar los recuentos totales de leucocitos
en la sangre. En dosis de 200 mg / kg, eugenol, inhibié el edema
inducido por carragenina, 2-4 h después de la inyeccién del agente
flogisticos. En la prueba de la placa caliente, la administracion
eugenol (100 mg / kg) mostr6é una actividad poco notable contra la
reaccion en tiempo-a la incomodidad, registrado como latencia de
respuesta, que esta bloqueado por la meperidina. Eugenol a dosis
de 50, 75 y 100 mg / kg tuvo un efecto antinociceptivo significativo
en la prueba de contorsion abdominal acético-inducida por acido, en
comparacion con los animales de control. Los datos sugieren que

eugenol posee actividades antinociceptivos y anti-inflamatorias.
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2.1.9. Titulo:
‘LA SINERGIA ENTRE EL EXTRACTO DE PLANTAS Y
MEDICAMENTOS  ANTIMICROBIANOS UTILIZADOS EN
Staphylococcus aureus ENFERMEDADES”

Autor: Joyce Elaine Cristina Betoni; Rebeca Passarelli Mantovani;

Lidiane Nunes Barbosa; Luiz Claudio Di Stasi; Ary Fernandes Juanior
Afo: 2006

Método: El objetivo de este estudio fue verificar el sinergismo entre
los 13 farmacos antimicrobianos y 8 extractos de plantas - "guaco”
(Mikania glomerata), guayaba (Psidium guajava), clavo (Syzygium
aromaticum), ajo (Allium sativum), hierba de limén (Cymbopogon
citratus), jengibre (Zingiber officinale), "carqueja" (Baccharis
Trimera) y la menta (Mentha piperita) - contra cepas de
Staphylococcus aureus, y para este proposito, el método de disco
fue la prueba de susceptibilidad antimicrobiana realizado. Placas de
Petri se prepararon con o sin dilucion de extractos de plantas a
concentraciones sub-inhibitorias en Agar Mueller-Hinton (MHA), y

las zonas de inhibicién se registraron en milimetros.

Conclusion: Se confirmaron las actividades de los extractos, y la
sinergia se verifico para todos los extractos; clavo de olor, guayaba,
y hierba de limon presentan la tasa mas alta sinergismo con
medicamentos antimicrobianos, mientras que el jengibre y ajo

mostraron capacidad sinérgica limitada.

25



2.1.10. Titulo:
“‘EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE Syzygium aromaticum
SOBRE LA SUPERVIVENCIA DE Salmonella typhi, Salmonella
paratyphi A'Y Bacillus cereus”

Autor: Jessenia M. Gamboa Anticona y Maria N. Vasquez Valles
Afo: 2015

Método: La extraccion del aceite esencial (AE) se realizo a partir
de brotes de clavo de olor usando el método de destilacién por
arrastre con vapor de agua. Se prepararon concentraciones del
aceite al 10%, 20%, 30% y 40% mas Tween 80 como solvente
emulsificante. Se emplearon cada uno de los cultivos de S. typhi,
S. paratyphi A y B. cereus y se estandarizaron a una turbidez
equivalente a 1.5x108 células/mL del nefelometro de MacFarland,
los cuales constituyeron los indculos. El efecto del AE sobre los
microorganismos se determind por el método de difusion en agar
utilizdndose concentraciones de 10%, 20%, 30% y 40% de aceite;
utilizando cloranfenicol (30ug/disco) como control positivo y Tween
80 como control negativo.

Conclusion: La mayor concentracion del aceite de Syzygium
aromaticum tiene mayor efecto inhibitorio sobre la supervivencia de
Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A y Bacillus cereus. La
supervivencia de Bacillus cereus es menor frente a las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Syzygium aromaticum que

Salmonella typhi y Salmonella paratyphi A.
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2.1.11. Titulo:
“EFECTO ANTIBACTERIANO Y ANTIFUNGICO DEL ACEITE
ESENCIAL DE: Menta Piperita (MENTA), Origanum Vulgare
(OREGANO) y Cymbopogon Citratus (HIERBA LUISA) SOBRE
Streptococcus Mutans ATCC 25175, Lactobacillus Acidophilus
ATCC 10746 y Candida Albicans ATCC 90028”

Autor: E. Medina, A. de Castro, C. Romero y Manuel Brenes
Afo: 2012

Método: Se utilizo aceites esenciales de Orégano, Menta, y Hierba
Luisa en una concentracion de 50%, 90% y 100%, Nistatina (para
hongos) y Gluconato de Clorhexidina al 0,12% (para bacterias).

Como grupos de control se utilizé el Agua destilada y DMSO.

Conclusion: Se evalud la actividad antibacteriana y antifangica in
vitro de 3 aceites esenciales, los cuales demostraron su efecto en
el siguiente orden: Cymbopogon citratus (Hierba Luisa), Origanum
vulgare (Orégano) y Menta piperita (Menta) mismos que
representan una buena alternativa para evitar el uso de productos
sintéticos en el control de los tres patbgenos ensayados. El aceite
esencial de Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) al 90% posee una
mayor actividad antifingica que antibacteriana, ya que formo un

halo inhibitorio de 76.15mm sobre Candida albicans.
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2.1.12. Titulo:
‘EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE CLAVO DE OLOR
(Syzygium aromaticum), CANELA (Cinnamomum zeylanicum) Y
SU COMBINACION SOBRE LA ACCION ANTIFUNGICA EN
Aspergillus flavus EN AGAR CHICHA DE MAIZ (Zea Mays L.),
VARIEDAD MORADO”

Autor: Carlos Armas Caballero, Luis Marquez Villacorta, Carla

Pretell Vasquez
Afo: 2011

Método: Se utilizé el extracto concentrado del maiz (pH 3,2) en
combinacioén con almidén de papa blanca, glucosa y agar para la
obtencion del agar chicha de maiz morado, al cual se adicioné los
aceites esenciales solos o en combinacién a las concentraciones
de 0,05; 0,10 y 0,20%. Con la técnica de puntura se sembro el
hongo en la superficie central del medio de cultivo; las placas se
incubaron a 28 °C, evaluandose el diametro del halo de crecimiento

con una regla milimétrica a las 12, 24, 36, 48,60y 72 h.

Conclusion: El andlisis de varianza, con un nivel de confianza del
95%, determiné el efecto significativo del aceite esencial de clavo
de olor, canela y su combinacion a las diferentes concentraciones
sobre la accion antifungica en Aspergillus flavus. El aceite esencial
de clavo de olor al 0,20% produjo la mayor accion fungistatica sobre
Aspergillus flavus en agar chicha de maiz morado durante 72 h a
28 °C.
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2.1.13. Titulo:
“ACTIVIDAD ANTIMICOTICA in vitro DEL ACEITE ESENCIAL
Cinnamomun zeylanicum breyn canela FRENTE A Candida
albicans ATCC 6538, TACNA, 2012”

Autor: MILAGROS ROSALIA MARCA CUELLO
Ano: 2013

Método: Se obtuvo el aceite esencial de las cortezas Cinnamomun
zeylanicum breyn "canela" mediante destilacion por arrastre de
vapor. Utilizando los métodos de: a) Kirby Bauer, se conoci6 el
grado de sensibilidad en funcion al tamafio de los halos de
inhibiciéon, b) Por dilucibn en medio liqguido se determind la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y ¢) Por difusion en agar la

Concentracion Minima Fungicida (CMF) del aceite esencial.

Conclusion: Se demostré que Candida albicans presenta alta
sensibilidad al aceite esencial. La CMI para Candida albicans fue
de 0,01895 mg/ml y la CMF fue de 0,020529166 mg/ml. El aceite
esencial de Cinnamomun zeylanicum breyn presenta actividad

antimicotica frente a Candida albicans.

2.2. Bases Teodricas

2.2.1. ACEITES ESENCIALES

2.2.1.1. Definicion:

Los aceites esenciales son productos volatiles de
naturaleza compleja elaborados por ciertos vegetales a los
gue confieren un aroma agradable.

Se denominan aceites esenciales a los productos que
pueden obtenerse por arrastre con corriente de vapor de

agua o por expresion del pericarpo de ciertos frutos. (3)
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2.2.1.2.

Habitualmente, también se denominan esencias, pero esta
denominacion es mucho mas amplia, ya que engloba aceites
esenciales y a otras sustancias obtenidas por métodos
extractivos bastante diversos.

Los aceites esenciales son generalmente liquidos a
temperatura ambiente aunque algunos solidifican a baja
temperatura como por ejemplo, la esencia de anis. Algunos

aceites esenciales son inflamables.

Propiedades

a) Color: La mayoria son practicamente transparentes,
incoloro o ligeramente coloreados (amarillentos) con
excepciones como la esencia de manzanilla, que contiene

camazuleno de un intenso color azul.

b) Olor: El olor de los aceites volatiles es muy variable, es su
propiedad més caracteristica; y es muy sensible ante a

exposicién al aire.

c) Sabor: Son casi tan variables como sus olores. Algunos
son dulces, otros tienen sabores suaves, picantes, acidos,

causticos o ardientes.

d) Densidad: Generalmente, son menos densos que el agua
aunque también hay excepciones como las esencias del

clavo de olor y canela que son mas densas.

e) Deterioro: Se oxidan con facilidad y polimerizan dando
productos resinosos. La exposicién a la luz y el aire
deterioran la calidad y destruyen su fragancia. Se deben
almacenar en botellas de color ambar bien llenas tapadas

y colocadas en lugar fresco. (3)
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2.2.1.3.

2.2.1.4.

f) Solubilidad: Los aceites esenciales suelen ser insolubles
en agua (aunque hay ciertas esencias que son
parcialmente solubles porque algunos de sus
componentes se solubilizan, como por ejemplo los
fenoles). Son lipdfilos y solubles en disolventes organicos
apolares (hexano, éter etilico, etc.). La solubilidad en
alcohol es variable y siendo solubles en alcoholes de alta

graduacion. (3)

Localizacién y distribucion

Se encuentran casi exclusivamente en vegetales
superiores, concretamente en ciertas familias de

Angiospermas, de las cuales cabe destacar:

e Coniferas: Pinus sp.

e Apiaceas o Umbeliferas: Anis, Hinojo.

e Labiadas o Lamiaceas: Menta, Melisa, Lavanda.
e Lauraceas: Canela.

e Asteraceas o Compuestas: Manzanilla

e Mirtaceas: Eucalipto, Clavo.

e Rutaceas: Citricos.

Los aceites esenciales se acumulan en cavidades
secretoras, en células, en pelos secretores, canales

secretores, etc. (3)

Extraccion

Se pueden extraer de las muestras vegetales por
variados métodos como: expresion, destilacién con vapor de
agua, extraccion con solventes volatiles, enfleurage y con
fluidos supercriticos. En la expresion el material vegetal es
exprimido para liberar el aceite y este es recolectado y

filtrado.
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Este método es utilizado para el caso de esencias de
citricos. En la destilacién por arrastre con vapor de agua, la
muestra vegetal generalmente fresca y cortada en trozos
pequefios, es encerrada en una camara inerte y sometida a
una corriente de vapor de agua sobrecalentado, la esencia
asi arrastrada es posteriormente condensada, recolectada y
separada de la fracciobn acuosa. Esta técnica es muy
utilizada  especialmente para  esencias fluidas,

especialmente las utilizadas para perfumeria.

Se utiliza a nivel industrial debido a su alto rendimiento,
la pureza del aceite obtenido y porgue no requiere tecnologia

sofisticada. (4)

En el método de extraccion con solventes volatiles, la

muestra seca y molida se pone en contacto con solventes
tales como alcohol, cloroformo, etc. Estos solventes
solubilizan la esencia pero también solubilizan y extraen
otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al
final una esencia impura.
Se utiliza a escala de laboratorio pues a nivel industrial
resulta costoso por el valor comercial de los solventes,
porque se obtienen esencias impurificadas con otras
sustancias, y ademas por el riesgo de explosion e incendio
caracteristicos en muchos solventes organicos volatiles.
(3.4)

En el método de enflorado o enfleurage, el material
vegetal (generalmente flores) es puesto en contacto con un
aceite vegetal. La esencia es solubilizada en el aceite
vegetal que actia como vehiculo extractor. Se obtiene
inicialmente una mezcla de aceite esencial y aceite vegetal
la cual es separada posteriormente por otro medio fisico-
quimico.
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Esta técnica es empleada para la obtencion de esencias
florales (‘rosa”, “jazmin”, “azahar”, etc.), pero su bajo
rendimiento y la dificil separacion del aceite extractor la

hacen costosa. (4,5)

El método de extraccion con fluidos supercriticos, es de
desarrollo mas reciente. El material vegetal cortado en
trozos pequefios, licuado o molido, se empaca en una
camara de acero inoxidable y se hace circular a través de la
muestra un liquido supercritico (por ejemplo biéxido de
carbono liquido).

Las esencias son asi solubilizadas y arrastradas y el liquido
supercritico que actia como solvente extractor se elimina
por descompresion progresiva hasta alcanzar la presion y
temperatura ambiente, y finalmente se obtiene una esencia

pura. (4)

Aunque presenta varias ventajas como rendimiento alto,
es ecolégicamente compatible, el solvente se elimina
facilmente e inclusive se puede reciclar, y las bajas
temperaturas utilizadas para la extraccion no cambian
guimicamente los componentes de la esencia, sin embargo,
el equipo requerido es relativamente costoso, ya que se
necesitan bombas de alta presion y sistemas de extraccion

también resistentes a las altas presiones. (4)

2.2.2. Syzygium aromaticum “Clavo de Olor”

2.2.2.1. Generalidades:

El Clavo de Olor (Syzygium aromaticum o Eugenia
caryophyllata) es una especia perteneciente a la familia
Myrtaceae, la cual se caracteriza por habitar en ambientes

principalmente tropicales.
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2.2.2.2.

Es originaria de Indonesia, y actualmente se cultiva en
Brasil, Haiti, India, Kenia, Madagascar, Malasia, México,
entre muchos otros paises. Crece en suelos ricos en humus
arcillosos, asi como en suelos lateriticos (propios de las
regiones célidas, pobres en silice y altos en hierro y
alimina), profundos y sueltos. (6)

Se obtiene de un arbol perenne que florece dos veces al
afo. Los botones florales tienen inicialmente un color palido
que poco a poco se convierte en verde para después tornar

a un color rojo o marrén oscuro.

Los clavos, son los capullos sin abrir y se cosechan
cuando las hojas verdes externas (céliz) han cambiado de
color verde a un amarillo-rosa. Los tallos, las hojas y los
botones sin abrir son las partes de esta especia que se

utilizan principalmente para la extraccion de aceite esencial.

El aceite de clavo de olor ha sido ampliamente
investigado debido a su popularidad, vasta disponibilidad y
alto rendimiento. Posee muy variados efectos dentro de las
que destacan el antiséptico, analgésico, antibacteriano,

antifangico, anestésico y antimutagénico.

Caracteristicas fisicoquimicas

El aceite esencial del clavo es un liquido incoloro o de
color amarillo-marrén claro. Tiene un aroma caracteristico y
sabor pungente, es miscible en agua y adquiere un color
marrén con el envejecimiento o en contacto con el aire. Es
fotosensible y termolabil, por lo que la vida de

almacenamiento es corta y si no se protege adecuadamente.
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Una vez obtenido el aceite, se pueden determinar los
componentes de la mezcla por diferentes técnicas, siendo la

principal el analisis mediante cromatografia de gases (CG).

(6)

La composicion del aceite obtenido por arrastre de vapor

presenta en su composicion: (6)

e Eugenol 83.6%
e Acetato de Eugenilo 11.6%

e Cariofileno 4.2%

2.2.3. HONGOS

2.2.3.1. Generalidades:

Los hongos constituyen un grupo diverso de
microorganismos que ocupan numerosas posiciones
ambientales. En general, en la naturaleza son abundantes y
llevan una vida libre, y tan solo unos pocos forman parte de
la flora humana normal.

Aunque se han descrito numerosas especies de hongos,
habitualmente son menos de 100 las que se asocian con la
apariciéon de enfermedades en el ser humano. Al revés de
los virus, los parasitos protozoarios y algunas especies de
bacterias, para preservar o perpetuar la especie, los hongos
no necesitan colonizar o infectar los tejidos del ser humano
o de los animales. A excepcidn de dos casos importantes
(candidiasis y la pitiriasis versicolor), todas las infecciones
por hongos tienen su origen en una fuente exégena, sea por

inhalacion o por implantacion traumatica.

Los hongos son microorganismos eucariotas. Su
caracteristica mas significativa es que poseen un nucleo

envuelto por una membrana nuclear.
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2.2.3.2.

Al revés de lo que ocurre en las células de las plantas y
en algunas bacterias, los hongos no contienen clorofila, por
lo que no pueden sintetizar macromoléculas a partir del
diéxido de carbono y la energia procedente de la luz. (7,8)

En consecuencia, en la naturaleza todos los hongos
existen como saprofitos (microorganismos que viven sobre
materia organica muerta o en descomposicion), simbiontes
(microorganismos que viven conjuntamente y en asociacion
con otros, con ventajas mutuas para ambos), comensales
(dos microorganismos que viven en estrecha relacion y en la
gue mientras que uno se beneficia, el otro ni se beneficia ni
resulta perjudicado) o como parasitos (microorganismos que
viven sobre o en el interior de un huésped, del que obtienen
beneficios sin corresponder a cambio con unas
contribuciones utiles; ademas, en el caso de los patdgenos,

la relacidn resulta perjudicial para el huésped). (7,8)

Estructura

Los hongos poseen las estructuras tipicas de las células
eucariotas. En contraste con las células bacterianas, las
células de los hongos poseen un complejo citosol que
contiene (entre otras estructuras) microvesiculas,
microtibulos, ribosomas, mitocondrias, aparato de Golgi,
ndcleos y un reticulo endoplasmatico de doble membrana.
Los nucleos de los hongos estan envueltos por una
membrana y contienen practicamente todo el ADN celular.
Asimismo, poseen un nucléolo verdadero y rico en ARN. Una
interesante propiedad peculiar de esta membrana es que
durante el ciclo mitético persiste toda la metafase; en
cambio, la membrana nuclear de las células de las plantas y
los animales se disuelve y vuelve a formarse posteriormente

(tras la segregacion de los cromosomas a sus centrémeros).
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Rodeando el citosol complejo se encuentra otra
membrana, el plasmalema, formada por glucoproteinas,

fosfolipidos y ergosterol. (8,9)

Es significativo el hecho de que los hongos posean
ergosterol (en lugar de colesterol, que es el principal esterol
gue se encuentra en los tejidos de los mamiferos), puesto
que la mayor parte de las estrategias de tratamiento
antifingico estan basadas en la presencia de ergosterol en
la membrana de los hongos.

Al revés de lo que ocurre en las células de los mamiferos,
inmediatamente por fuera del plasmalema los hongos
poseen una pared celular rigida y formada por mdltiples
capas. La pared celular que es estructural vy
bioquimicamente compleja, como componente fundamental

contiene Quitina.

Ademas de la pared celular, algunos hongos producen
también un Polisacérido Capsular. Esta estructura aisla al
microorganismo del ambiente que lo rodea, si bien al mismo
tiempo permanece en comunicacion directa con dicho
ambiente; en el caso de los patdégenos, este ambiente es el
tejido del huésped. La pared celular y algunas estructuras
(ej. ElI material capsular) determinan la virulencia del
microorganismo y desempefian asimismo un papel en la

aparicion en el huésped de respuestas inmunoldgicas.

Aunque la mayoria de los hongos presenta una
respiracion aerobia, algunos poseen una capacidad limitada
para anaerobiosis (fermentacién) y otros son anaerobios
estrictos. Desde el punto de vista metabdlico, son

heterotrofos y quimicamente versatiles.

En comparacién con el tiempo de divisién de las bacterias

(minutos), el de estos microorganismos es largo (horas).

37



Los hongos son Gram positivos; ademas, sus células
vegetativas no son acidorresistentes. (8,9)

Aunque la capacidad de los hongos para causar
enfermedad en el ser humano o en los animales parece ser
accidental, la mayor parte de los hongos causantes de
enfermedades han desarrollado unas caracteristicas que les

permiten adaptarse y proliferar en ambientes hostiles.

Los hongos pueden dividirse en dos formas morfoldgicas
basicas: Levaduras e Hifas. Ademas, sus etapas de
desarrollo pasan por fases tanto vegetativas como

reproductivas. (8)

Las levaduras son unicelulares y se reproducen
asexualmente mediante unos procesos denominados

formacion de formacién blastoconidios (gemacion) o fision.

La mayor parte de los hongos presentan unos filamentos
tubulares y ramificados (parecidos a hebras) que se
denominan “hifas” y que se alargan en sus extremos
mediante un proceso llamado “extension apical”’. El término

colectivo para un conjunto de hifas es Micelio. (9)

Es muy peculiar la morfologia de Candida Albicans, que
forma parte de la flora normal de la boca, el tracto
gastrointestinal, y las membranas que revisten la mucosa de
otras cavidades y tejidos. Ademas de ser levaduriforme o
filamentoso, este microorganismo que puede adoptar un
morfologia de pseudohifa en la que las células se alargan y

unen.

La formacion de pseudohifas constituye una forma
exagerada del proceso de gemacion; en este caso, las
células recién formadas no adoptan una forma ovalada y se
escapan de la célula madre, sino que permanecen unidas a

ella y siguen alargandose. (8)
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La morfologia de los hongos no es fija, puesto que
algunos son dimorficos; es decir, pueden existir en forma de
micelio o de levadura segun las condiciones ambientales del
medio en que se encuentran (en la tierra, sobre vegetacion

en descomposicion o en los tejidos del huésped). (8)

2.2.3.3. Levaduras:

El termino levadura, se refiere a un germen unicelular
nucleario, que se reproduce por gemacion, tal designacion
suele considerarse inadecuada, en parte porque algunas
levaduras se reproducen por fusion, y porque muchas
producen micelio o pseudomicelio en condiciones
adecuadas; en parte porque puede haber otros hongos en
una forma unicelular de tipo de levadura que se reproduzcan
por gemacion. Basandose en la formacién de esporas
sexuales, algunas levaduras son ascomicetos, otras
probablemente son basidiomicetos y otras no se ha
comprobado que tengan una etapa sexual y se agrupan con
los hongos imperfectos. (9,8)

Dada la distribucion ubicua de las levaduras, no solo en
el aire, el polvo y el suelo, sino en la superficie del cuerpo y
en la boca, tubo digestivo y vagina, no debe sorprender que
estas formas se hayan descubierto en muchos procesos

patologicos.(8,9)

2.2.4. Candida albicans:

2.2.4.1. Descripcion micologica:

Hongo dimérfico que forma largas pseudohifas, hifas y
blastoconidios (células gemantes subesféricas de 3-8 x 2-

7um). Asimilan y fermentan azucares. (10)
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Numerosas clamidosporas unicelulares, redondas u
ovaladas, con gruesa pared refringente (8-16 um de
diametro), situadas al final de las hifas, pseudohifas o
laterales sobre blastoconidios ovalados.

Colonias de crecimiento rapido, circulares, lisas, blancas
0 cremosas, pastosas y blandas, de bordes precisos, centro

ligeramente prominente.

2.2.4.2. Descripcion taxonomica:

Su descripcidn taxonOmica es la siguiente:
Reino: Fungi
Divisién: Deuteromycota
Clase: Blastomycetes
Orden: Pseudosaccharomycetales
Familia: Cryptococcaceae
Género: Candida
Especie: Albicans

Sinénimos: Monilia albicans, Candida stellatoidea. (10)

2.2.4.3. Composicién Quimica:

La composicibn gquimica de Candida albicans esta
representada por 20-40% de proteinas y 30-50% de
polisacaridos, mientras que la proporciéon de lipidos es
variable. La fraccion lipidica va a depender de la cepa, edad
del cultivo, condiciones ambientales y del origen de la fuente

de carbono. (8)
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2.24.4.

2.24.5.

La pared celular de la Candida albicans esta compuesta
principalmente por los polisacaridos manéan, glucan y quitina.
Aunqgue la sintesis de los componentes de la pared celular
esta dinamicamente influenciada por las condiciones de

crecimiento y por los estadios metabolicos.

El nimero de capas y su morfologia varian; esta variacion
estéa relacionada con varios factores tales como: la etapa de
crecimiento celular, la forma de crecimiento (como la
levadura o como tubo germinal), la capa seleccionada para
su estudio, el medio de cultivo empleado para el crecimiento

celular y los procedimientos de fijacion. (8)

Ecologia:

Candida albicans esta asociada ecolégicamente a seres
vivos de sangre caliente. Su temperatura O6ptima de
crecimiento es 37 °C. Los tractos digestivo y respiratorio,
junto con la mucosa genital (vagina), son los reservorios mas
importantes en los seres humanos y origen de candidiasis
endogenas.

En estas localizaciones se comporta como un saprobio y
su aislamiento no implica por si solo la presencia de
infeccion. La Candida albicans no sobrevive durante mucho
tiempo en superficies secas pero su supervivencia es mayor
cuando hay humedad y se ha aislado de los cepillos
dentales, cremas de manos, cosmeéticos y ropa. (10)

Anatomia Patologica y Patogenia:
Candida albicans presenta una serie de factores de

patogenicidad que facilitan la colonizacion y la infeccion del
hospedador. (4)
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Entre ellos cabe mencionar el dimorfismo o capacidad del
hongo para desarrollar un crecimiento levaduriforme y
filamentoso, el cual favorece la evasion de los mecanismos
defensivos del hospedador. También existen otros tipos de

factores de patogenicidad, tales como:

a) Adhesinas: Que permiten la union de la célula fungica a
los receptores del hospedador o a materiales plasticos

utilizados en medicina, como las prétesis y los catéteres.

b) Proteinasas y Fosfolipasas: Las cuales corresponden a
enzimas que favorecen la diseminacion por los tejidos del

hospedador.

c) Produccién de toxinas y sustancias inmunosupresoras:
Cabe sefnalar que la pared celular de C. albicans es
esencial para su patogenicidad desde el momento en que
esta, es requerida para su crecimiento. Ademas la pared
celular le proporciona rigidez y proteccion a esta especie.

La adherencia de este hongo es superior a la de otras
especies de Candida y es aumentada por la existencia de
una lesion epitelial por los carbohidratos y por la
disminucién de la flora bacteriana saprofita.

d) Tigmotropismo: Que permite encontrar discontinuidades

entre las células y penetrar en los tejidos. (4)
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2.2.5. CANDIDIASIS:

2.2.5.1. Generalidades:

En los pacientes con trastornos del sistema inmunitario y
en los enfermos internados con patologias graves, las
infecciones por hongos son una causa importante de
morbilidad y mortalidad. (11)

Las distintas especies de Candida, ampliamente
distribuidas, son los hongos mas comunes causantes de
micosis; integran la flora microbiol6gica normal pero solo 10
especies son causa de enfermedad en los seres humanos.
La patologia asociada con estos hongos incluye un amplio
espectro, desde transtornos leves de la piel y mucosas hasta
infecciones potencialmente fatales —candidemia, peritonitis,
endocarditis  infecciosa, infecciones de catéteres

intravasculares y meningitis.

Aunque algunas de las entidades son dificiles de
categorizar, se considera que la candidiasis invasiva incluye

a la candidemia y a la candidiasis sistémica. (11)

La candidiasis es una infeccién por hongos que también
se conoce por los nombres de Moniliasis, “infeccion por
levaduras”, “infeccion por hongos”; son causadas por un
hongo del género Candida, el mas frecuente de todos es la
Candida albicans, que causa alrededor del 90% de las

infecciones por hongos.

Los principales factores de patogenicidad que
contribuyen al aumento en su capacidad de infectar son la
germinacion rapida en los tejidos después de diseminarse
por el torrente circulatorio; la produccion de proteasas, las

adhesinas para las proteinas de la matriz extracelular.
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Las principales manifestaciones clinicas de Candida
albicans son de tres tipos: mucocutanea, cutanea Yy

sistémica. (12)

2.2.5.2. Tipos de Candidiasis:

a) Candidiasis Mucocutanea:

La candidiasis de las mucosas afecta sobre todo la
cavidad bucal y el conducto vaginal. La candidiasis bucal,
es una enfermedad conocida como Muguet, es la
manifestacion clinica mas frecuente de candidiasis en los
seres humanos. La infeccion se manifiesta como placas
blancas en la mucosa bucal y la lengua, que, en las
infecciones mas graves, pueden unirse en una
membrana. Estas se adhieren firmemente al epitelio y
cuando se las retira revela una base enrojecida y
edematosa. El diagnéstico puede hacerse mediante la
observacion de las pseudohifas y los blastoconidios
caracteristicos en la microscopia de las preparaciones
tefiidas con Gram de frotis del exudado, entre las causas
predisponentes figuran la alteracién de la flora normal
después de la antibiético terapia prolongada, el pH bajo
de las secreciones salivales en los recién nacidos, la
hipertrofia de las papilas de la lengua (lengua negra
vellosa) y la glositis crénica. La candidiasis bucal se
reconoce ahora como una enfermedad que define el SIDA
y se observa en el 100% de estos pacientes.

Las mucosas de la trAquea, los bronquios y casi
cualquier parte del tubo digestivo, pueden sufrir
infecciones por Candida. Un ambiente con pH bajo puede
explicar esta predisposicidon, en especial en los pacientes

con procesos malignos de la sangre.
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La disfagia, el dolor retroesternal, la hemorragia
gastrointestinal alta y las nauseas son sintomas

asociados. (12)

b) Candidiasis Cutanea:

Las infecciones de la piel suelen afectar las partes
hamedas e intertriginosas, como las zonas interdigitales
de las manos y los pies, debajo de las mamas, las axilas
y los pliegues de la ingle. La infeccion de las uias se
conoce €OmMO oOnicomicosis, O paroniquia si estan
afectados los pliegues de la piel que encierran las ufias.
La dermatitis de pafal en los recién nacidos también es
una  manifestacion  frecuente. La candidiasis
mucocuténea cronica es una infeccion oportunista de la
piel y las mucosas, asociada con varios transtornos
genéticos que afectan la funcion de los leucocitos o del

sistema endocrino.

c) Candidiasis Diseminada:

La candidiasis sisttmica es una enfermedad
relativamente rara, que suele suceder como un episodio
terminal de los pacientes con neoplasias debilitantes,
enfermedades inmunosupresoras y luego del trasplante
de érganos, en especial durante el sindrome de rechazo
agudo. Los 6rganos en los cuales pueden producirse la
siembra tras la diseminacién de las especies de Candida
a partir de los sitios primarios de infeccion mucocutanea
son:

e Candidiasis del Aparato Urinario

e Endocarditis

e Meningitis por Candida (12)
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2.3. Definicién de Términos Basicos

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

ATCC: Establecida en 1925 como la American Type Culture Collection
por los cientificos e incorporada en 1947 para servir como centro de
deposito y distribucion mundial de cultivos de microorganismos, ATCC
se ha convertido en el lider mundial en la investigacion y el desarrollo de
conocimientos especializados para la identificacion, caracterizacion,
conservacion de y distribucion de una amplia gama de lineas de células

y microbios. (13)

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CIM): Se define CIM como
la minima concentracion de antibiético que en un periodo de tiempo
predeterminado, es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de un in6culo

bacteriano previamente estandarizado. (14)

PERICARPO: Parte del fruto que rodea a la o las semillas compuesto

por epicarpo, mesocarpo y endocarpo (15)

LIPOFILO: Es el comportamiento de toda molécula que tiene afinidad
por los lipidos. En una disolucién, las particulas lipdfilas tienden a
acercarse y mantener contacto con los lipidos. (16)

SUELOS LATERITICOS: La laterita es el suelo propio de las regiones
calidas, caracterizado por la pobreza en silice y su elevada cantidad de
hierro, alimina y/u otros minerales. Las costras lateriticas se deben a la
meteorizacion de la capa superficial del suelo, es decir, a la accion in situ
de los agentes meteoroldgicos (lluvia, insolacion, viento, accién de los

seres vivos, etc.). (17)

SABOR PUNGENTE: La pungencia o picor es la sensacién de ardor
agudo producido por productos horticolas como los pimientos picantes y
la cebolla, captada por el sentido del gusto al contacto con algunas
sustancias. (18)

46



s CONCENTRACION MINIMA FUNGICIDA (CMF): Es la minima
concentracion de un antibiético que en un periodo de tiempo
predeterminado, es capaz de inducir la muerte in vitro del 99.9% de una

poblacién bacteriana previamente estandarizada. (14)

% ACEITE ESENCIAL: Los aceites esenciales, son mezclas de sustancias
organicas quimicamente constituidas por terpenos, sesquiterpenos y
compuestos aromaticos que se localizan en determinados 6rganos de la
planta como flores, hojas, frutos; y se les obtienen por destilacion
dependiendo del método y la condicidn del vegetal, destacandose entre

ellos el de arrastre con vapor de agua. (19)

s CEPA NATIVA: Son las cepas que no presentan ningun tipo de
modificacion genética que haya sido inducida por el ser humano, las que

se encuentran en un estado similar al que presentan las cepas silvestres.

% AGAR PDA: se utiliza para el aislamiento y el cultivo de hongos
(levaduras, mohos y dermatofitos) a partir de muestras clinicas.
Extracto de patata 4 g, Dextrosa 20 g, Agar-Agar 15 g., con un pH de 5,5.
(20)

< INMUNODEPRESION: Supresion o disminucion de las reacciones
inmunitarias. Puede ser debida a la administracion deliberada de
farmacos inmunosupresores, empleados en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, o en receptores de 6rganos trasplantados
para evitar el rechazo. También puede ser secundaria a procesos

patolégicos como inmunodeficiencias, tumores o malnutricion. (21)

s ASCOMYCOTA: Los ascomicetos constituyen el taxén fungico con
mayor numero de especies (mas de 64.000), desde levaduras
microscoépicas hasta hongos con esporocarpos complejos. La mayor

parte son saprofitos descomponedores y, por tanto, beneficiosos. (22)
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2.4. Hipdtesis de la Investigacion

2.4.1. Hipotesis General

El Aceite Esencial de Syzygium aromaticum “clavo de olor” posee

una accion antifungica In Vitro sobre Candida albicans ATCC 90028.

2.4.2. Hipotesis Secundaria

¢ La Candida albicans presenta una alta sensibilidad frente al aceite
esencial de Syzygium aromaticum “clavo de olor” mediante la

técnica de difusiéon en disco.

e La Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) del aceite esencial de
Syzygium aromaticum “clavo de olor” frente a Candida albicans
ATCC 90028 es de 0,01895 mg/ml.

e La Concentracién Minima Fungicida (CMF) del Aceite esencial de
Syzygium aromaticum “clavo de olor” frente a Candida albicans
ATCC 90028 es de 0,02052 mg/ml.

2.5. Identificacion y clasificacion de variables

a) Variable Independiente:

e Accion antifungica del Aceite Esencial de Syzygium

aromaticum “clavo de olor”.

b) Variable Dependiente:

e Candida Albicans ATCC 90028.
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CAPITULO I

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1.

3.2.

3.3.

Disefio de Investigacion

3.1.1. Tipo de Investigacion

Experimental.

3.1.2. Nivel de Investigacion

Investigacion Explicativa.

Descripcion del Ambito de Investigacion

La presente investigacion se realizé en los laboratorios Microbiologia
de la Universidad Jorge Basadre Grohmann, entre los meses de Enero -
Abril del 2017, se utilizara aceite esencial de clavo de Olor (Syzygium

aromaticum) frente a cepas de Candida albicans.

Métodos de Investigacion

3.3.1. Disefio Experimental utilizado:

Aceite esencial de Syzygium aromaticum “Clavo de Olor”
Disefio experimental con 12 tratamientos y 3 repeticiones
teniendo asi 36 unidades experimentales a concentraciones de
39.4975 mg/ul; 78.995 mg/ul; 118.4925 mg/ul; 157.99 mg/ul;
197.9875 mg/ul; 236.985 mg/ul; 276.4825 mg/ul; 315.98 mg/ul;
355.4775 mg/ul; 394.975 mg/ul; 434.4725 mg/ul; 473.97 mg/ul.
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3.3.2. Syzygium aromaticum

a) Recoleccion

El clavo de olor en estudio fue obtenido del centro comercial
“Polvos Rosados”, comprando 500 gramos de la muestra para los

fines de estudio.

b) Extraccion

El clavo de olor se agrupa en dos muestras de 250 gr. La
obtencién del aceite esencial se realiz6 por el método de

destilacién por arrastre de vapor de agua.

El equipo de destilacion estuvo compuesto por un sistema de
doble balon, uno de los cuales contuvo agua destilada (700ml) y
fue sometido a calor directo; mientras que en el segundo
(capacidad 1000ml) contuvo 250 gramos del clavo de olor, el cual
fue el que recibia los vapores de agua, para que luego el vapor
producido arrastre los aceites esenciales hasta el refrigerante.
Este cambio de temperatura hace que el vapor se condense y se
vuelva nuevamente liquida (agua-aceite). El producto destilado se
recibié en un depdsito estéril y cerrado, observandose un estado
bifasico entre agua y aceite esencial, por la diferencia de
densidades. Y utilizando las pipetas Pasteur se separé el aceite
esencial para luego almacenarse en un tubo de vidrio con tapa
rosca cerrado herméticamente y envuelto en papel aluminio para
protegerlo de la luz del ambiente. Los aceites esenciales fueron
almacenados a temperatura ambiente y en oscuridad hasta su

utilizacion.
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Caracteristicas Organolépticas:

Especie Vegetal | Syzygium Aromaticum
Aspecto Liquido Traslucido
Color Traslucido
Olor Caracteristico
Sabor Pungente

c) Determinacion de Densidad:

Donde:

d= densidad (g/ml)
m= masa (Q)
v=volumen (ml)

wl= peso probeta (g)

w2= peso probeta con aceite (g)

Vol. Aceite= Volumen de aceite (ml)

Vol. Aceite= 1ml

d = masa/volumen

d=wW2-W1
1ml
d = (266,197 gr — 250,398 gr)
1ml
d=15,799 gr = 15799 mg/ml
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3.3.3. Método de Difusién de disco (Kirby Bauer)

a) Cepas (Recoleccion)

Se utilizé un microorganismo patégeno de importancia clinica,
proporcionada por el Ministerio de Salud-Tacna (Minsa): Candida
albicans ATCC 90028.

b) Evaluacion de la actividad del aceite esencial de Syzygium

aromaticum.

La actividad antifungica del aceite se evaluo por el método de

Kirby Bauer (difusiéon en discos).

c) Preparacion de la dilucién:

En los primeros ensayos se usaron volimenes de aceite
esencial puro (2,5ul — 30ul) para la determinacion de los halos de
inhibicién por el método de difusion en disco (Kirby Bauer). Luego
de la incubacion a 37°C por 24h se observo en la lectura de las
placas que no hubo crecimiento micético alguno; por lo que se
procedio a un segundo ensayo usando volumenes inferiores a los
primeros (lul — 2,4ul) de aceite esencial puro a lo cual
paralelamente se trabajo con un control positivo para Candida
albicans; es decir a esta placa no se adicioné el aceite esencial
para verificar su crecimiento en el medio de cultivo (Agar Mueller
Hinton). Los volimenes y concentraciones del aceite esencial
puro se detallan en las tablas N° 1 y 2, en esta segunda

oportunidad si se aprecié crecimiento fungico.
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d) Preparacion de los discos:

Se impregnaron discos de papel filtro de 6 mm de diametro
(previamente esterilizados) con una cantidad determinada de
aceite esencial. Para esto se utilizaron 12 tratamientos con 3
repeticiones por cada tratamiento.

La esterilizacion consistio en la desnaturalizacion de los discos
con antibidticos, que fueron colocados en un beaker (capacidad
de 100ml) con agua destilada aprox. 80ml y llevados a la
autoclave a una presion de 20 barr (121°C) por 30 minutos.

Luego desechamos el agua destilada del beaker y los

colocamos a la estufa para su secado a 170°C por 1 hora.

TABLA N°1: Concentraciones del Aceite Esencial Syzygium

aromaticum “Clavo de Olor” en los discos

ACEITE ESENCIAL

N° Tratamiento Volumenes | [] (mg/ul)
T1 2,5 39.4975
T2 5 78.995
T3 7,5 118.4925
T4 10 157.99
T5 12,5 197.4875
T6 15 236.985
T7 17,5 276.4825
T8 20 315.98
T9 22,5 355.4775
T10 25 394.975
T11 27,5 434.4725
T12 30 473.97

FUENTE: Elaboraciéon Propia

Control Negativo: Consiste en un disco de sensibilidad de
antibiotico desnaturalizado el cual no contiene aceite esencial como
grupo de control, para asi descartar la actividad antifangica del
mismo disco. Con el fin de saber entre cuales de estas
concentraciones puede estar el CMI; incubandolo a 37°C por un
espacio de 24h. Se anoté la presencia y el tamafio del halo de
inhibicion.
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e) Preparacion del inoculo micético de Candida albicans ATCC
90028:

El agente micético que se utilizé en el trabajo se cultivd en
viales de Agar Mueller Hinton para su mantencion; para luego ser
activadas en Caldo BHI (Infusién Brain Heart), se homogenizo las
colonias y se incubaron a 37°C por el lapso de 6 a 8 horas. Luego
se homogenizaron nuevamente las colonias con ayuda del vortex;
para asegurar su total dispersion en el caldo BHI y seguidamente
se estandarizé por comparaciéon de turbidez del tubo 0,5 de la
escala de Mc Farland cuya poblacién micética es 1,5 x 108
UFC/ml. (Anexo N° 3)

f) Preparacion del medio para la prueba de sensibilidad:

Se empled el medio Agar Mueller Hinton, se preparé el medio

como indica la casa comercial (34g en 1000ml).

g) Inoculacion de las placas:

Se inoculo la placa de Agar Mueller Hinton, utilizando la
suspensién estandarizada del agente micético (Candida
albicans) a una concentracion de 1,5 x 108 UFC/ml. Se depositd
100 ul del inoculo micoético sobre la superficie del agar de cada
placa correspondientemente, mediante la técnica de diseminacién
hasta que el inoculo quede distribuido de modo homogéneo. Se

dej6 secar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
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h) Dispensacién de los discos a las placas inoculadas:

Se procedio a incorporar los discos de 6 mm de diametro de
papel Wathman N°42 previamente esterilizados (“Discos de
sensibilidad sin antibidticos”), luego se incorporé en aceite
esencial en las diferentes concentraciones, 2,5 ul; 5 ul; 7,5 ul; 10
ul; 12,5 ul; 15 ul; 17,5 ul; 20 ul; 22,5 ul; 25 ul; 27,5 ul; 30 ul, se
dej6 secar durante 10 minutos para su mejor impregnacion. Cada
disco fue tomado con una pinza estéril y se colocé sobre la
superficie del agar, se presioné suavemente para asegurar el
contacto con el medio. Se colocaron 3 discos con aceite esencial
y un control negativo (disco sin aceite esencial) en cada placa con
Agar Mueller Hinton con su respectiva concentracion. Se
emplearon un total de 12 placas para esta prueba.

i) Incubacion:

Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24-48 horas para
ver los halos de inhibicion.

j) Lectura:

Posterior al periodo de incubacién, se midieron los halos de
inhibicién de crecimiento con el vernier en unidades de milimetros.
La lectura se realiz0 midiendo los halos de inhibicidbn sobre el
crecimiento del microorganismo alrededor del disco. El diametro
de esta zona de inhibicion fue directamente proporcional a la
actividad antifingica del aceite esencial sobre los
microorganismos estudiados.

Para interpretar los resultados se tomo como referencias la
clasificacién de DURAFFOURD y LAPRAZ (1983). (ANEXO 2)
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3.3.4. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI).

Se determind solamente con las concentraciones donde hubo

zonas de inhibicién micatica.

a) Preparaciéon del inoculo micético de Candida albicans ATCC
90028:

El agente micotico que se utilizé en el trabajo se cultivo en
viales de Agar Mueller Hinton para su mantencion; para luego ser
activadas y enriguecidas en caldo BHI, se homogenizo las
colonias y se incubaron a 37°C por el lapso de 2-4 horas y
posteriormente observarla cada 30 minutos, hasta llegar a una
concentracion de 1,5 x 108 UFC/ml y comparada con el tubo 0,5

de la escala de Mc Farland. (Anexo 4)

b) Preparacion de la solucién Madre:

Se prepard una solucion madre de 30000 ul totales: 1000 ul de
Aceite Esencial con 1000 ul de Dimetilsulfoxido 10% (DMSO) y
28000 ul de caldo infusibn cerebro corazén (BHI). La
concentracion final se obtuvo a partir de la densidad obtenida:
15799 mg/ml.

c) Preparacién de la Concentracion minima inhibitoria (CMI) para
Candida albicans ATCC 90028:

Se colocaron 10 tubos de 15 x 125 mm a los cuales se les

agrego lo siguiente:
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TABLA N° 2: Preparacion de volumenes para la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI)

N° VqurT1,en Inicial []inicial | BHI Levadura Vfallor [] Final
Tubo | (Solucién Madre) (Hongos) Final
1 90 47.397 | 2610 300 3000 15.799
2 108 56.8764 | 2592 300 3000 18.9588
3 126 66.3558 | 2574 300 3000 22.1186
4 144 75.8352 | 2556 300 3000 25.2784
5 162 85.3146 | 2538 300 3000 28.4382
6 180 94.794 | 2520 300 3000 31.598
7 198 104.2734 | 2502 300 3000 34.7578
8 216 113.7528 | 2484 300 3000 37.9176
9 (+) 0 0 2700 300 3000 0
10(-) 216 0 2784 0 3000 0

Fuente: Elaboracion Propia

Nota: Se trabajé con 8 concentraciones y un control positivo, el cual
no contiene solucion madre pero si levaduras y el negativo, el cual

si contiene solucién madre pero no contiene levaduras.

d) Incubacién:

Se lleva a incubacion por espacio de 24 horas a 37°C.
Los diferentes tratamientos se compararon con: Control Positivo
(2700 ul BHI + 300 ul Solucién micética) y Control Negativo (216
ul Solucion Madre + 2784 ul BHI).

e) Lectura:

Al cabo de las 24 horas se observa la turbidez de los tubos que
indico desarrollo micético. El tubo que no presente turbidez indica
la ausencia del crecimiento micoético (igualando al control
negativo), que se designa como la concentracion minima
inhibitoria (CMI).
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3.3.5. Determinacion de la Concentracién Minima Fungicida (CMF)

Se tomaron los tubos que no presentan turbidez (Tubo N°6, 7 y
8); de cada uno de ellos se resembro 100 ul de solucion por
diseminacion en placas de Agar Mueller Hinton. Las placas fueron
incubadas a 37°C por 24-48 horas, transcurrido este tiempo se conto
el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) presentes

para cada concentracion del aceite esencial.
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CAPITULO IV

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

RESULTADOS

Se realiz6 un estudio “in vitro” de la actividad antifungica del aceite esencial
de Syzygium aromaticum “Clavo de Olor” frente al agente micético Candida
albicans ATCC 90028; para lo cual se trabajé con 12 tratamientos con 3
repeticiones. Asi mismo se determind la sensibilidad de Candida albicans

ATCC 90028 frente al aceite esencial de Syzygium aromaticum “Clavo de Olor”.

Se determind que el aceite esencial de Syzygium aromaticum presenta
accion inhibitoria frente a Candida albicans desde una concentracion de 31.598
mg/ul. Mientras que desde una concentracion de 34.7578 mg/ul ya existe una

accion fungicida.

Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas han sido agrupados en

cuadros y graficas para su mejor interpretacion.
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Cuadro N° 01:

Prueba de la Actividad Antifangica del Aceite Esencial de Syzygium
aromaticum “Clavo de Olor” frente a Candida albicans ATCC 90028 por el
método de difusion del disco (Kirby Bauer)

ACEITE ESENCIAL DE Syzygium aromaticum "CLAVO DE OLOR"

Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa

Aceite Esencial 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

N° Control
Volumen (] (me/ul) Discos | Halos | Halos | Halos | Halos | Halos | Halos | Halos | Halos | Halos | Halos | Halos | Halos | (MM)
(ul) (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm)
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
2,5 39.4975 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 0
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
5 78.995 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 0

40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 0
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

7,5 118.4925

40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 0
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

10 157.99

40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 0
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

12,5 197.4875

40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 0
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

15 236.985

40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 0
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

17,5 |276.4825

40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 0
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

20 315.98

40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 0
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

22,5 |355.4775

40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 0
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

25 394.975

40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 0
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

27,5 |434.4725

40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 0
3 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

NIFRPIWINEFRPIWINIERPIWINIEPRPIWINIRPIWINIPIWINIPRPIWINIRPIWINIPIWINIRPRIWINIPWIN|PFP

30 473.97

Fuente: Elaboracion Propia
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Interpretacion:

En el cuadro N° 01, se presentan los promedios de halos de inhibicién
producidos por las diferentes concentraciones del aceite esencial de
Syzygium aromaticum “Clavo de Olor” frente a Candida albicans ATCC
90028, mediante el método de difusion del disco (Kirby Bauer). Los
resultados obtenidos indican su alta efectividad, ya que en todas las placas
no hubo crecimiento micotico, solo en el disco de control. Al medir con vernier
los halos se observé que en los discos de 2,5 ul existian 40 mm de diametro,
continuando el didmetro de los halos hasta la concentracion de 30 ul. Por lo
cual indican que Candida albicans ATCC 90028 es altamente sensible
frente a sus diferentes concentraciones del Aceite Esencial de Syzygium

aromaticum “Clavo de Olor”.
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Cuadro N° 02:
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Syzygium

aromaticum “Clavo de Olor” frente a Candida albicans ATCC 90028.

N° Tubo Volumenes [ ] Aceite Esencial Turbidez
(ul) (mg/ul)
1 1 15.799 +
2 1,2 18.9588 +
3 1,4 22.1186 +
4 1,6 25.2784 +
5 1,8 28.4382 +
6 2 31.598 -
7 2,2 34.7578 -
8 2,4 37.9176 -
9 + Control + +
10 - Control - -

Fuente: Elaboracion Propia

Interpretacion:

En el cuadro N° 02, se observa que las concentraciones de 15.799
mg/ul hasta 28.4382 mg/ul presentan turbidez (+), lo que indica la
existencia del crecimiento micotico, pero a partir de las concentraciones
31.598 mg/ul hasta 37.9176 mg/ul no presentaron turbidez (-), lo que
evidencia que no hubo crecimiento micotico. En el tratamiento N° 6
cuya concentracion es 31.598 mg/ul es el CMI, ya que fue el primer

tratamiento donde ya no hubo crecimiento micoético.

Concentracion Minima Inhibitoria

10
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Cuadro N° 03:
Determinacion de la Concentracion minima Fungicida (CMF) del aceite
esencial de Syzygium aromaticum “Clavo de Olor” frente a Candida
albicans ATCC 90028

N° Tubo [1(mg/ul) UFC/Placa
6 31.598 3
7 34.7578 0
8 37.9176 0

Fuente: Elaboracion Propia

Interpretacion:

En el Cuadro N° 03, se muestran solo las concentraciones del aceite esencial
de Syzygium aromaticum “Clavo de Olor” donde no se evidencio turbidez,
para determinar la concentracibn minima fungicida (CMF); observandose
gue en la concentracion de 34.7578 mg/ul hay una inhibicién absoluta del
crecimiento del crecimiento de Candida albicans, mientras que en la

concentracion 31.598 mg/ul aun existe crecimiento de 3 UFC.

UFC/Placa
3.5
3
2.5
2
1.5
1
0.5
0

UFC/Placa
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DISCUSION

En la presente investigacion de tipo experimental In Vitro se busco
determinar el efecto antifungico de Syzygium aromaticum (Clavo de Olor).
El clavo de olor de la familia Myrtaceae, dentro de sus caracteristicas
fisicoquimicas, se presenta un alto poder antifingico, debido a la presencia del

Eugenol y en menor porcentaje Cariofileno.

En el estudio presentado por Diaz y cols., ellos evaluaron el efecto
antimicrobiano sobre Streptococcus mutans. Lo cual concluye en que el aceite
de Syzygium aromaticum si inhibe al Streptococcus Mutans y posee efecto

antimicrobiano.

En el estudio presentado por Inder y cols. Ellos evaluaron la actividad
antifingica de Syzygium aromaticum, el cual concluye en que la accion
antifangica del aceite de clavo de olor se debe a su alto contenido de Eugenol.

El cual concuerda con los resultados del presente estudio.

El estudio presentado por Afortunados y cols., ellos evaluaron la influencia de
los métodos de esterilizacion sobre los extractos acuosos de plantas
medicinales, el cual concluye en que los diferentes métodos utilizados no

afectaron a la eficiencia de extracto acuoso de clavo de India.

En el estudio presentado por Apparecido y cols., ellos evaluaron las
actividades anti-inflamatorias y antinociceptivas del aceite de Eugenol, ellos
concluyen en que el Eugenol posee actividades antinociceptivas y anti-

inflamatorias.

En el estudio presentado por Milagros Rosalia Marca Cuello, ella evalta la
actividad antimicética de Cinnamomun zeylanicum frente a Candida albicans,
ella concluye en que si existe actividad antifungica frente a Candida albicans,
con un CMF de 20,52 mg/ul. Comparando este resultado con el presente estudio,
el Syzygium aromaticum presenta un CMF de 34,75 mg/ul.
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Es importante resaltar que, al ser sometido el aceite esencial a menores
concentraciones, serd menos efectivo o no presentara halos de inhibicion.
Los experimentos In Vitro tienen sus limitaciones en cuanto a la posible eficacia
In Vivo; los resultados de este estudio merecen atencion respecto del efecto
citotoxico de dicho aceite esencial.

Por ultimo, tenemos que reafirmar el hecho que en una planta existen
diferentes principios activos y que muchos de ellos actian sinérgicamente, y el
aceite esencial del clavo de olor no esta exento de esta verdad y se constituye
en una alternativa terapéutica buena; sin embargo, aun se requieren estudios

mas especificos para su utilizacion con fines terapéuticos.
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CONCLUSIONES

Se determind que el aceite esencial obtenido de Syzygium aromaticum
“Clavo de Olor” posee una fuerte actividad antifungica frente a Candida
albicans ATCC 90028.

El grado de sensibilidad que presenta la Candida albicans ATCC 90028
frente al aceite esencial de Syzygium aromaticum “Clavo de Olor” es

altamente sensible a concentraciones de 31.598 mg/ul — 473.97 mg/ul.

La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Syzygium aromaticum para Candida albicans ATCC 90028 fue de
31.598 mg/ul.

La concentraciéon minima fungicida (CMF) del aceite esencial de
Syzygium aromaticum para Candida albicans ATCC 90028 fue de
34.7578 mg/ul.
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RECOMENDACIONES

1. Se debe tener en cuenta la accion antifiUngica que presento el aceite
esencial de Syzygium aromaticum “Clavo de Olor” frente a la Candida
albicans, para que sea utilizado en investigaciones futuras frente a otros

hongos causantes de micosis locales o sistémicas

2. Realizar pruebas “in vivo” para valorar la efectividad y la toxicidad, como
también poder determinar la dosis terapéutica de Syzygium

aromaticum “Clavo de Olor”.

3. Elaborar diferentes formas farmacéuticas de acuerdo a la via de
administracion utilizando aceite esencial de Syzygium aromaticum
“Clavo de Olor” para realizar ensayos clinicos en pacientes con

candidiasis.
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1. Matriz de Consistencia

ANEXOS

PROBLEMA GENERAL

OBJETIVO GENERAL

HIPOTESIS GENERAL

VARIABLE

METODOLOGIA

V.
Independiente:
Accion
antifingica del
Aceite Esencial

Tipo y Nivel de
Investigacion:
Experimental.
Investigacion
explicativa.

¢ Existira efecto | “Determinar el efecto . . : ] S
antifingico In Vitro del|antifingico In Vitro del El Ace_|te Esenma] de de Syzyg|um Método y disefio
) ) . ) Syzygium aromaticum aromaticum de
aceite esencial de | aceite esencial de | . i N o | . .
. . . . clavo de olor” posee una clavo de olor investigacion:

Syzygium  aromaticum | Syzygium  aromaticum S e ) .

. N - » accion antifangica In Vitro Métodos

clavo de olor’ sobre|“lavo de olor” sobre sobre Candida albicans descriptivo

Candida albicans ATCC | Candida albicans ATCC ATCC 90028 deduc?ivo '

900287 90028". ' L
explicativo,
analitico y
estadistico.
Disefio
Experimental

Problemas Objetivos Especificos: |Hipdtesis Secundarias: V. Técnicas e

Secundarios: * Determinar el grado de |+ La Candida albicans Dependiente: |Instrumentos:

* ;Cual es el grado de sensibilidad que presenta | presenta una alta Candida Escala de

sensibilidad que Candida albicans frente | sensibilidad frente al aceite | Albicans ATCC | Duraffourd y

presenta Candida al aceite esencial de esencial de Syzygium 90028 Lapraz; y Escala

albicans ATCC 90028 al
Aceite esencial de
Syzygium aromaticum
“clavo de olor” mediante
la técnica de difusion en
disco?

* ;Cualesla
Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI) del
Aceite esencial de
Syzygium aromaticum
“clavo de olor” frente a
Candida albicans ATCC
900287?

*¢Cudlesla
Concentracién Minima
Fungicida (CMF) del
Aceite esencial de
Syzygium aromaticum
“clavo de olor” frente a
Candida albicans ATCC
900287?

Syzygium aromaticum
“clavo de olor’” mediante
la técnica de difusién en
disco.

e Determinar la
Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI) del
aceite esencial de
Syzygium aromaticum
“clavo de olor” frente a
Candida albicans ATCC
90028.

e Determinar la
Concentracién Minima
Fungicida (CMF) del
Aceite esencial de
Syzygium aromaticum
“clavo de olor” frente a
Candida albicans ATCC
90028.

aromaticum “clavo de olor”
mediante la técnica de
difusién en disco.

» La Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Syzygium
aromaticum “clavo de olor”
frente a Candida albicans
ATCC 90028 es de 0,01895
mg/ml.

» La Concentracion Minima
Fungicida (CMF) del Aceite
esencial de Syzygium
aromaticum “clavo de olor”
frente a Candida albicans
ATCC 90028 es de 0,02052
mg/ml.

de turbidez de Mc
Farland.
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2. Escala de Duraffourd y Lapraz

DURAFFOURD Y LAPRAZ
NULA (-) Inferior o igual a 8 mm.
SENSIBILIDAD LIMITE (+) De9a 14 mm.
SENSIBILIDAD MEDIA (++) De15a 19 mm.

ALTAMENTE SENSIBLE (+++)

Igual o superior a 20 mm.

3. Escala de Mc Farland

N¢ BaCl2 0,048M | H2S04 0,36M vf N° Células
mi ml ml

0,5 0,05 9,95 10 1,5 x 108
1 0.1 9,9 10 3x108
5 0,2 9,8 10 6 x 108
3 0,3 9,7 10 9x 108
" 0.4 9,6 10 12 x 108
: 0.5 9,5 10 15 x 108
: 0.6 9,4 10 18 x 108
= 0.7 9,3 10 21 x 10°
2 08 9,2 10 24 x 108
5 0.9 9,1 10 27 x 10°
0 1 9 10 30x 10°

Tabla de comparacién para escala de Mc Farland:
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de la Universidad Particular “Alas Peruanas” Sefior Carlos Manuel Vizcarra
Delgado con codigo de matricula N° 20011178825 y con documento de
Identidad N° 70080414 realizé la parte experimental de su tesis titulada
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del 09 de enero del 2017 hasta el 31 del presente mes.

La presente se extiende a peticion del interesado para los fines que el estime a
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Edwin Denis Obando Velarde

Ciudad Universitaria Av. Miraflores s/n
Apartado 316 Teléfono:052-583000 Anexo: 2102 - Fax: 2101
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4. FOTOS:

4.1. Extraccion del Aceite Esencial

Foto 01

Foto 02

Obtencion del aceite esencial mediante
destilacién por arrastre de vapor de agua.

Se pesa el Clavo de Olor en una
balanza analitica.

Foto 03

Aceite esencial de Syzygium
aromaticum “Clavo de Olor”
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4.2.Preparacion de los viales

Foto 04

Cepa Nativa de Candida albicans

Foto 05

Activacion de las cepas y preparacion
de viales

Foto 06

Incubar los viales durante 24hrs.
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4.3. Kirby Bauer

Foto 07

Diluir el Agar PDA

Aplicar el aceite esencial en los discos
de sensibilidad.

Foto 09

Foto 08

Aplicar el Agar PDA en las placas
Petri.
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Foto 10

Aplicar los discos con aceite el aceite
esencial en las placas con agar e
incubarlas.
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4.4. Sensibilidad

Foto 11

Se utiliza un vernier para medir el halo de
inhibicion.

Foto 12

€ Sjuay wnogewory ‘g

No se observa crecimiento fangico,
debido a la sensibilidad de la Candida
albicans frente al aceite esencial de
Syzygium aromaticum.
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4.5. Concentracion Minima Inhibitoria. (CMI)

Foto 13

Se observa la turbidez de los tubos y se
compara con el tubo de control negativo

(tubo 10).

Foto 14

Se selecciona los tubos en
los cuales no se observe
turbidez o indicios de
desarrollo micético.
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4.6.Concentracion Minima Fungicida. (CMF)

Foto 15 Foto 16

Se procede a incubar los tubos seleccionados en el MIC
durante 24, se selecciona las placas en las que no exista
crecimiento micético como el CMF.
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