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RESUMEN
Comparacion del efecto in vitro de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus
y Origanum vulgare sobre Candida albicans aislada de paciente con candidiasis

vulvovaginal

Objetivo: Comparar el efecto in vitro del aceite esencial de Eucalyptus globulus
con el aceite esencial de Origanum vulgare sobre el crecimiento de Candida

albicans aislada de paciente con candidiasis vulvovaginal.

Material y métodos: Candida albicans aislada de paciente con candidiasis
vulvovaginal para las pruebas in vitro. La actividad antifangica se determiné por el
método Kirby y Bauer o de difusion de discos; la concentracion inhibitoria minima
(CIM) y la concentraciéon minima fungicida (CMF) mediante el conteo de las
unidades formadoras de colonias (UFC). Principales medidas de resultados: Halos
de inhibicién, CIM, CMF.

Resultados: A través de la prueba no paramétrica de W de Wilcoxon, se
determind que la diferencia de las medias entre los didmetros de los halos de
inhibicion de las concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% del aceite esencial
de Eucalyptus globulus y del aceite esencial de Origanum vulgare es significativa,
ya que p valor .0000, siendo menor que el nivel de significancia (p < 0.05), con lo
gue se determiné que el primero presenté menor efecto inhibitorio que el segundo.
Se determiné que la CMI del aceite esencial de Eucalyptus globulus fue de 50% y
del aceite esencial de Origanum vulgare fue de 25%, en los cuales, se observo
ausencia de turbidez. Se observd que solamente el aceite esencial de Origanum
vulgare presentdé a partir de la concentracion 75% (UFC = 0), el cual fue

considerado como la concentracién minima fungicida (CMF).

Conclusiones: El aceite esencial de Eucalyptus globulus presenta menor efecto
inhibitorio que el aceite esencial de Origanum vulgare sobre el crecimiento de
Candida albicans aislada de paciente con candidiasis vulvovaginal en condiciones

in vitro.

Palabras Clave: Candida albicans; Eucalyptus globulus; Origanum vulgare.
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ABSTRACT
Comparison of the in vitro effect of the essential oils of Eucalyptus globulus and
Origanum vulgare in Candida albicans isolated from patient with vulvovaginal

candidiasis

Objective: To compare the in vitro effect of Eucalyptus globulus essential oil with
the essential oil of Origanum vulgare on the growth of Candida albicans isolated

from a patient with vulvovaginal candidiasis.

Material and Methods: Candida albicans isolated from patient with vulvovaginal
candidiasis for in vitro study. The antifungal activity was determined by the Kirby
and Bauer method or disc diffusion; the minimum inhibitory concentration (MIC)
and the minimum fungicidal concentration (MFC) by counting the colony forming

units (CFU). Main outcome measures: Inhibition halos, MIC, MFC.

Results: Through the Wilcoxon W nonparametric test, it was determined that the
difference of the means between the diameters of the inhibition haloes of the
concentrations of 25%, 50%, 75% and 100% of the essential oil of Eucalyptus
globulus and of the essential oil of Origanum vulgare is significant, since p value
.0000, being lower than the level of significance (p <0.05), with which it was
determined that the former had less inhibitory effect than the latter. It was
determined that the MIC of the essential oil of Eucalyptus globulus was 50% and
the essential oil of Origanum vulgare was 25%, in which, absence of turbidity was
observed. It was observed that only the essential oil of Origanum vulgare
presented from the concentration 75% (CFU = 0), which was considered as the

minimum fungicidal concentration (CMF).
Conclusions: The essential oil of Eucalyptus globulus has a lower inhibitory effect
than the essential oil of Origanum vulgare on the growth of Candida albicans

isolated from a patient with vulvovaginal candidiasis under in vitro conditions.

Keywords: Candida albicans; Eucalyptus globulus; Origanum vulgare.
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1.1

l. INTRODUCCION

Marco teérico
La infeccién vulvovaginal por Candida es en gran medida una condiciéon
asociada con el guehacer médico siendo una de las principales causas de

morbilidad y mortalidad en el entorno sanitario (1).

Las infecciones por Candida son principalmente superficiales, pero en
pacientes severamente inmunocomprometidos pueden ocurrir infecciones
sistémicas graves. La mayoria, si no todas las mujeres llevan Candida en la
vagina como parte de la microbiota, y por ser un hongo altamente oportunista

en algin momento de sus vidas pueden adquirir un proceso infeccioso (2).

La vulvovaginitis infecciosa es la patologia ginecolédgica detectada con mas
frecuencia en la atencion primaria (3); es la segunda infeccion del tracto
genital comiinmente encontrada entre las mujeres (4). Su fisiopatologia se
explica por la invasion y proliferacibn de patégenos oportunistas que
normalmente conforman la flora vaginal. Y es el resultado de un desequilibrio
ambiental en el pH vaginal o producto de una infeccion de transmision
sexual. Las tres infecciones mas comunmente asociadas a la vaginitis
infecciosa son: la trichomoniasis, vaginosis bacteriana y candidiasis vaginal
(3,5).

La vulvovaginitis por Candida, es una micosis oportunista primaria o
secundaria con caracteristicas endégenas o exdgenas. La enfermedad se
caracteriza por la inflamaciéon de la mucosa genital como respuesta a la
proliferacion de la levadura (6); “se presenta con secrecion vaginal de tipo
cuajada, picazon y eritema. Se estima que entre el 70y 75% de las mujeres
adultas sanas desarrollan vulvovaginitis por Candida al menos una vez en
su vida y el 50% sufren eventos recurrentes” (7). En una investigacion
realizada por Pineda et al., publicada en el afio 2017; refiere que los paises
Latinoamericanos presentan frecuencias de candidiasis vulvovaginal muy

parecidas a las reportadas en paises como Estados Unidos de América; del



mismo modo, Candida albicans es el principal agente etiolégico con mayor

prevalencia (8,9).

La resistencia a los antifingicos presenta implicaciones importantes en la
morbilidad y la mortalidad de las micosis; las consecuencias clinicas de esta
resistencia se observan en los fallos en el tratamiento y en los cambios en la
prevalencia de las especies fungicas. Por analogia con lo observado con los
antibacterianos, el uso mas frecuente de antifungicos podria producir un
aumento en la resistencia microbiana a estos farmacos. “En la resistencia
del hongo al antifingico desempefian un papel muy importante factores
como la resistencia innata o primaria que se encuentra presente antes de la
exposicion al antifungico y la adquirida que se desarrollada tras el contacto
con el antifungico, la especie fungica, el tamafio de la poblacion fangica, el

cambio fenotipico y la capacidad para formar biopeliculas” (10,11).

“Las especies de Candida son capaces de eludir la adquisicion a largo plazo
de los fenotipos relacionados con la virulencia y la resistencia a las drogas,
ademas define la resistencia a multiples farmacos como la adquisicion
simultanea de la tolerancia a una variedad de farmacos a través de un
cambio genético limitado o incluso solo” (12,13). “Existen dos mecanismos
por los que Candida puede adquirir resistencia a un azol. El primero es por
mutaciones moleculares de la enzima diana del antifUngico, como la
alteracion de las enzimas relacionadas en la sintesis del ergosterol y el
segundo por la alteracién en las bombas de expulsién: ATP-binding cassette
(ABC) y facilitadores mayores” (14,15).

Se llevd a cabo un estudio realizado por Perurera M, Pérez Y, Fernandez
CM, Martinez G, llinait MT, publicado en el afio 2016; en donde se evaluaron
los patrones de susceptibilidad in vitro de 28 aislados vaginales de Candida,
frente a diferentes antifingicos (5-fluorocitosina, anfotericina B, fluconazol,
itraconazol y voriconazol). De los 16 aislados de C. albicans, la totalidad fue
sensible a la anfotericina B, dos de los aislados de C. albicans mostraron

resistencia al fluconazol, dos al itraconazol, mientras que para el voriconazol



un aislado. Al evaluar la 5-fluorocitosina, 15 aislados fueron sensibles y uno

fue resistente (16).

El fluconazol es el antifingico recomendado para el tratamiento de
candidiasis vulvovaginal recurrente; se empieza administrando 150 mg via
oral cada 72 h, para después continuar con 150 mg una vez por semana
durante seis meses. En las guias clinicas de Alemania publicadas en el afio
2015, recomiendan utilizar clotrimazol de 500 mg o ketoconazol de 100 mg
en crema de manera local, o fluconazol de 150 mg via oral. No obstante,
también recalcan que la mitad de las mujeres al concluir el tratamiento

presentaran recurrencia de esta enfermedad (17).

Segun lo observado con anterioridad el aumento de la resistencia a los
antifingicos utilizados como tratamiento para C. albicans, ha generado el
interés en investigaciones dirigidas a los agentes fitoterapéuticos por las
minimas reacciones farmacologicas que presenta, teniendo incluso mayor

potencial farmacologico que los productos de origen sintético (18).

Los aceites esenciales, o esencias de plantas aromaticas, son sustancias
volatiles y fragantes con una consistencia aceitosa tipicamente producida
por las plantas. Pueden ser liquidos a temperatura ambiente, aunque
algunos de ellos son sélidos o resinosos, y muestran diferentes colores que
varian de amarillo claro a verde esmeralda; de azul a rojo marrén oscuro.
Son sintetizados por todos los 6rganos vegetales, es decir, brotes, flores,
hojas, tallos, ramas, semillas, frutos, raices, madera o corteza (19).
“‘Respecto a su método de extraccion, logran extraerse mediante: destilacion
con vapor de agua, extraccidn con solventes voléatiles, enflorado y con

efusiones disolventes” (20,21).

‘Los vapores generados por algunos aceites esenciales de plantas y de
especias cumplen con la actividad necesaria para ser considerados como
antimicrobianos naturales; asi la determinacion del efecto antimicrobiano con

el uso de aceites esenciales se ha convertido en una de las areas de
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investigacion mas importantes con la finalidad de sustituir conservadores

sintéticos por naturales” (22,23).

El Eucalyptus, natural de Australia, corresponde a la familia Myrtaceae y
alcanza alrededor de 900 variedades y subvariedades. Se cultiva
principalmente para obtener madera, pulpa y aceites esenciales que
presentan propiedades medicinales y usos terapéuticos. El valor del aceite
de eucalipto para fines medicinales se basa en gran medida en el contenido
de un componente de aceite en particular: 1,8-cineol o también conocido

como cineol o eucaliptol (24,25).

“El eucalipto blanco o albar “Eucalyptus globulus”, aparece de forma natural
en el sur de Australia (Victoria), Tasmania y las islas del estrecho de Bass,
ademas es cultivado en el sur de Europa y California. En el Perq, la siembra
de esta planta ha aumentado Ultimamente, sobresaliendo el Eucalyptus
globulus como una variedad con mayor potencial actual. El eucalipto tiene
glandulas que segregan aceites esenciales en sus hojas, los cuales
producen su caracteristico olor y poseen componentes que pueden ser
diferenciados en productos quimicos de valor industrial” (21). “El aceite de
Eucalyptus globulus tiene actividad antimicrobiana contra diferentes
microorganismos y parece ser una alternativa viable como agente germicida”
(26).

“El "orégano" es una planta herbacea que se caracteriza por tener un olor
caracteristico, perenne y aromatico. Taxonémicamente esta representado
por cuatro familias: Asteraceae, Febaceae, Lamiaceae y Vervenaceae,
siendo las mas representativas las 2 Ultimas. Han sido registradas hasta el
momento de 24 a 61 especies, distribuidas en 16 a 27 géneros. A nivel
mundial es representada por 2 especies: Origanum vulgare perteneciente a
la familia Lamiaceae, nativo de Europa y Lippia graveolens perteneciente a
la familia Vervenaceae, originaria de America. De mayor importancia
industrial y farmacéutica es su aceite esencial; el cual posee propiedades
antibacteriales,  antifingicas, antiparasitarias, antimicrobianas vy

antioxidantes. Es una planta rica en monoterpenos fendlicos, principalmente
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1.2.

carvacrol y timol” (27). “Estos metabolitos tienen altos niveles de actividad

antimicrobiana y antimicotica, siendo el timol el mas activo” (28).

Antecedentes

A través del estudio realizado por Alzamora L, Morales L, Fernandez G,
publicado en el afio 2014, investigaron la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales de cinco vegetales empleados en Medicina Tradicional en
el PerQ: Eucalyptus globulus, Cymbopogon citratus, Tagetes pusilla, Senecio
tephrosioides, Lepechinia meyenii. Los aceites esenciales obtenidos por
destilacion por arrastre de vapor, se enfrentaron a Salmonella typhi, S.
typhimurium, S. enteritis, Candida albicans ATCC 10231, entre otros. “Se
emplearon discos de antibiéticos para controles; en donde Candida albicans,
resulté sensible a los aceites de Tagetes pusilla y Cymbopogon citratus, con
baja sensibilidad para los aceites de Senecio tephrosioides y Eucalyptus
globulus” (29).

Similar al estudio mencionado anteriormente, Rodriguez B, Santa L,
publicaron en el afio 2016 una investigacion sobre la actividad antifingica in
vitro de Uncaria tomentosa (ufia de gato) y Eucalyptus globulus (eucalipto)
sobre Candida sp. Se prepard extractos etandlicos y se reactivaron los
cultivos de Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans y Candida sp.,
los extractos y cultivos fueron enfrentados mediante la prueba de difusion en
disco, y como resultado se encontraron halos de inhibiciébn de crecimiento
gue evidenciaron el antagonismo producido. Entre las cepas del genero
Candida utilizadas en este estudio se puede apreciar que la Candida
albicans presenta mayor sensibilidad al extracto etandlico de Ufia de Gato,
por otro lado, la cepa de Candida albicans ATCC 10231 presenta mayor
sensibilidad al extracto etandlico de Eucalyptus, esto se puede deber a las

posibles diferencias acerca de el origen de cada una de ellas (30).

"Quintanilla JJ, en su estudio publicado el afio 2016 determino el efecto
antifingico del extracto de aceite de orégano, carvacrol, frente a Candida

albicans, recurriendo al método de Kirby-Bauer o de difusién en disco. Se

12



1.3.

1.4.

determiné que el extracto de aceite de orégano tuvo un efecto inhibitorio in
vitro frente a Candida albicans, al comparar los halos de inhibicién segun la

escala de Duraffourd para las cuatro concentraciones utilizadas” (31).

Segun el trabajo de investigacién realizado por Valverde PY, publicado en el
afo 2017, mediante el conteo celular, a través de la cAmara de Neubauer,
compard la actividad antimicética entre los dos aceites esenciales de
orégano al 100% de concentracion procedentes de las provincias de
Chimborazo y Santa Elena, utilizando volimenes de 0.3 y 0.5 mL, midiendo
el nimero de células a diferentes tiempos de inmersidn del acrilico de
termopolimerizacién inoculado con Candida albicans; y se determiné que al
utilizar 0.5 mL de ambos aceites se obtiene un mejor efecto antimicético, en
relacion a cuando se aplica 0.3 mL, y a su vez los aceites esenciales de
orégano de las dos provincias son mas efectivos en comparacion al control

positivo con Nistatina (32).

Justificacion

En la actualidad se esta observando que la mayoria de los microorganismos
incluyendo Candida estan siendo resistentes a los antimicrobianos de uso
comun y las investigaciones ahora se dirigen hacia nuevas alternativas
siendo una de ellas el uso de fuentes naturales como son los aceites
esenciales; destacando la posibilidad de que estos aceites sean potenciales
modificadores de la resistencia.

Este trabajo de investigacion esta dentro de las estrategias consideradas por
la OMS, siendo una de ellas, integrar la Medicina no tradicional en la
prestacion de los servicios de salud. El presente estudio busca evaluar el
efecto inhibitorio de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y

Origanum vulgare frente a Candida albicans.

Enunciado del Problema:
¢Hay variacion entre el efecto in vitro del aceite esencial de Eucalyptus
globulus con el aceite esencial de Origanum vulgare sobre el crecimiento de

Candida albicans aislada de paciente con candidiasis vulvovaginal?
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1.5.

1.6.

Hipotesis

1.5.1.

1.5.2.

Nula.

El aceite esencial de Eucalyptus globulus presenta efecto inhibitorio
semejante al aceite esencial de Origanum vulgare sobre el
crecimiento de Candida albicans aislada de paciente con candidiasis
vulvovaginal en condiciones in vitro.

Alterna.

El aceite esencial de Eucalyptus globulus presenta menor efecto
inhibitorio que el aceite esencial de Origanum vulgare sobre el
crecimiento de Candida albicans aislada de paciente con candidiasis

vulvovaginal en condiciones in vitro.

Objetivos

1.6.1.

1.6.2.

General.

Comparar el efecto in vitro del aceite esencial de Eucalyptus globulus
con el aceite esencial de Origanum vulgare sobre el crecimiento de
Candida albicans aislada de paciente con candidiasis vulvovaginal.
Especificos.

Demostrar el efecto in vitro del aceite esencial de Eucalyptus globulus
sobre Candida albicans mediante la técnica de Kirby y Bauer
Demostrar el efecto in vitro del aceite esencial de Eucalyptus globulus
sobre Candida albicans mediante la técnica de concentracion minima
inhibitoria (CMI).

Demostrar el efecto in vitro del aceite esencial de Eucalyptus globulus
sobre Candida albicans mediante la técnica de concentracion minima
fungicida (CMF).

Demostrar el efecto in vitro del aceite esencial de Origanum vulgare
sobre Candida albicans mediante la técnica de Kirby y Bauer
Demostrar el efecto in vitro del aceite esencial de Origanum vulgare
sobre Candida albicans mediante la técnica de concentracion minima
inhibitoria (CMI).

Demostrar el efecto in vitro del aceite esencial de Origanum vulgare
sobre Candida albicans mediante la técnica de concentracion minima
fungicida (CMF).
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I. MATERIAL Y METODOS

2.1. Poblacion de estudio

Candida albicans aislada de paciente con candidiasis vulvovaginal del Hospital

Regional de Trujillo y cultivada en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad

de Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo.

El material biolégico de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare ha sido

depositado en el herbario Antenor Orrego (HAO) de la Universidad Privada

Antenor Orrego con los codigos 20004 y 20005 respectivamente (anexo 08 y 09).

2.2.Criterios de Selecciéon

2.2.1.

2.2.2.

Criterios de inclusién:

Placas Petri con Agar Sabouraud y Candida albicans, expuesto al efecto
del aceite esencial de Eucalyptus globulus.

Placas Petri con Agar Sabouraud y Candida albicans, expuesto al efecto

del aceite esencial de Origanum vulgare.

Criterios de eliminacion:

Placas Petri con Agar Sabouraud y Candida albicans, expuesto al efecto
del aceite esencial de Eucalyptus globulus, que sufra deterioro y/o
contaminacion durante la conservacion y los procedimientos que no permita
su medicion posterior.

Placas Petri con Agar Sabouraud y Candida albicans, expuesto al efecto
del aceite esencial de Origanum vulgare, que sufra deterioro y/o
contaminacion durante la conservacion y los procedimientos que no permita

su medicion posterior.

2.3.Muestra y muestreo:
2.3.1. Unidad de andlisis:

Formada por cada halo de inhibicion con las concentraciones concernientes
a los aceites de Eucalyptus globulus (Myrtaceae) y Origanum vulgare

(Lamiaceae) o el farmaco utilizado como control sobre Candida albicans.
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2.3.2. Unidad de muestreo:

Unidad formadora de colonias.

2.3.3. Férmula para el tamafio de la muestra:

El tamafio de muestra, fue obtenida utilizando la férmula estadistica que
nos proporciona el muestreo cuando el interés es comparar las medias de

dos 0 mas grupos de estudio para variable cuantitativa (33).

(Za + Z3)? 252
2

n=
(Xl - XZ)Z

Siendo n = el numero de repeticiones a efectuar en cada investigacion
Za/2=1.96 paraa=0.05
Z3=0.84 parap=0.20
S =0.8(X1-X2)
(1,96 + 0,84)% 2(0.8)2(X; — X,)>
" (X1 — X2)?
n=10

En conclusién, quedé fijado un muestra de 10 observaciones para cada
concentracion de los aceites esenciales indicados sobre Candida albicans.

2.4.Disefno de estudio

24.1.

24.2.

Tipo de Estudio:

Es comparativo porque se esta evaluando el efecto inhibitorio de 2 aceites
esenciales de diferentes plantas, transversal porque se esta realizando el
estudio en un momento determinado y experimental in vitro porque se esta

manipulando variables como la concentracién de los aceites.
Disefio especifico:

El disefio especifico es Experimental in vitro de corte transversal. Se

resume en el esquema que se muestra a continuacion:
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DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA

Media de los
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COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION
(mm) EN FUNCION DE LAS CUATRO CONCENTRACIONES DE LOS ACEITES ESENCIALES

DE Eucalyptus globulus Y Origanum vulgare

CONCENTRACION Media de los didmetros de los halos de PRUEBA
inhibicion (mm) ESTADISTICA
Eucalyptus globulus Origanum vulgare
25% Al A2 P >0< 0,5
50% Bl B2 P >0< 0,5
75% C1 C2 P >0< 0,5
100% D1 D2 P >0< 0,5

COMPARACION DE LA PRESENCIA O AUSENCIA DE TURBIDEZ EN FUNCION DE LAS
CUATRO CONCENTRACIONES DE LOS ACEITES ESENCIALES DE Eucalyptus globulus Y

Origanum vulgare

CONCENTRACION | Eucalyptus globulus Origanum vulgare CwmI
TURBIDEZ NO TURBIDEZ

25%

50%

75%
100%

COMPARACION DE LAS MEDIAS DE LOS N° DE UFC EN FUNCION DE LAS CUATRO
CONCENTRACIONES DE LOS ACEITES ESENCIALES DE Eucalyptus globulus Y Origanum

vulgare

CONCENTRACION Media de los N° de UFC CMF
Eucalyptus globulus Origanum vulgare
25% E1l E2
50% F1 F2
75% G1 G2
100% H1 H2
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2.5.Variables y operacionalizacion
2.5.1. Variables independientes
» Aceite esencial de Eucalyptus globulus

» Aceite esencial de Origanum vulgare

2.5.2. Variable dependiente
» Crecimiento de Candida albicans

2.5.3. Operacionalizacion de variables:

ESCALA p
VARIABLE NAT;’EALE DE INDICADOR CATEG?\IRIZACIO
MEDICION
Aceite Concentracion
esencial de o . . es al 25%, o
Eucalyptus Cualitativa Ordinal Independiente 50%, 75%. %
globulus 100%
Aceite Concentracion
esencial de L . ) es al 25%, o
Origanum Cualitativa Ordinal Independiente 50%, 75%. %
vulgare 100%
Nula: < 8 mm
Susceptibilida Sensibilidad  limite:
d: Didmetro de entre 8 a 14 mm
— . halo de
Cualitativa Ordinal inhibicién mm Muy sensible: entre
14y 20 mm
Sumamente
sensible: > 20 mm.
Crecimiento
de Candida Dependiente | CMI: Tubos de = Turbide
albicans - . ensayo sin z Menor turbidez
Cualitativa Ordinal presencia de mayor efecto
turbidez
CMF: Conteo
de Unidades
. , formadoras de
Cuantitativa De razén colonias (UFC) UFC 0 UFC
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2.5.4. Definicion operacional

2.5.4.1.

2.54.2.

2.5.4.3.

2.5.4.4.

2.5.4.5.

2.5.4.6.

Aceite esencial de Eucalyptus globulus administrado: es la
cantidad en mL de aceite esencial de Eucalyptus globulus
obtenido por hidrodestilacion y administrado a concentraciones de
25%, 50%, 75%, 100% en una placa petri sobre el cultivo de
Candida albicans (20).

Aceite esencial de Origanum vulgare administrado: es la
cantidad en mL de aceite esencial de Origanum vulgare obtenido
por hidrodestilacion y administrado a concentraciones de 25%,
50%, 75%, 100% en una placa petri sobre el cultivo de Candida
albicans (20).

Efecto inhibitorio in vitro: Ejercido por los aceites de Eucalyptus
globulus y Origanum vulgare, el mismo que se podra evidenciar al
medir el desarrollo de dicho microorganismo a través de la
longitud del diAmetro del halo de inhibicién, siendo nula < 8 mm,
sensibilidad limite entre 8 a 14 mm, muy sensible entre 14 y 20

mm, sumamente sensible > 20 mm (33).

Halo de inhibicién: Inhibicién del crecimiento de Candida

albicans > 8mm (20).
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI): Concentracion en la
gue se inhibe el crecimiento de Candida albicans determinado por

la turbidez.

Concentracién minima fungicida (CMF): Determinado por las

UFC que tiene como resultado 0 UFC x mL.
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2.5.5. Definicion conceptual

2.5.5.1.

2.5.5.2.

2.5.5.3.

2.5.5.4.

2.55.5.

2.5.5.6.

Aceite esencial: Mezcla compleja de compuestos organicos
volatiles de una materia vegetal que contribuyen al sabor y la

fragancia de la misma (20).

Efecto inhibitorio in vitro: Capacidad para impedir la
proliferacion o causar la muerte del microorganismo bajo

condiciones experimentales (33).

Halo de inhibicion: Zona alrededor del disco donde una
sustancia fungicida capaz de impedir el crecimiento de la levadura

al cabo de 18 a 24 horas de incubacion (20).

Escala de Duraffourd: Escala cualitativa que determina el efecto
inhibitorio in vitro, segun diametro del halo de inhibicion (23).
Nula: (-) para un diametro inferior a 8 mm.

Sensibilidad limite: (+) para un didmetro comprendido entre 8 a
14 mm.

Muy sensible: (++) para un diametro entre 14 y 20 mm.

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

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI): Es definida como la
concentracibn mas baja de sustancia que puede inhibir el
crecimiento visible de un microorganismo después de incubar por
24 horas (34).

Concentraciéon minima fungicida (CMF): Definida como la
concentraciéon mas baja que puede prevenir el crecimiento de un
organismo después de subcultivar en un medio libre del

compuesto evaluado (34).
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2.6.Procedimientos y técnicas:
Para realizar el presente trabajo se obtuvo permiso de la Escuela de Medicina y
de la Escuela de Farmacia de la Universidad Nacional de Trujillo; con el cual se
tuvo acceso a los laboratorios de microbiologia y farmacognosia de dicha

institucion; después se realiz6 el siguiente procedimiento:

> Recoleccién e identificacion taxonémica de las plantas: Los especimenes de
Eucalyptus globulus y Origanum vulgare de origen peruano, fueron recolectados en
Otuzco, que es distrito y provincia, al mismo tiempo, perteneciente a la region de
La Libertad, situado a 2620 metros de altura sobre el nivel del mar. Para una
precisa identificacién taxondmica, los ejemplares de las especies en estudio
fueron conducidas al Herbario Antenor Orrego (HAO) de la Universidad Privada

Antenor Orrego.

> Obtencion de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Origanum
vulgare: Esto se realiz6 utilizando el método de “hidrodestilacién”; en el cual se
seleccionaron las hojas frescas de ambas plantas, sobre todo las que estuvieron
en buenas condiciones, desechandose aquellas que estuvieron con hongos,
decoloradas y maltratadas. Luego las hojas fueron lavadas con agua de cafo y
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 0,5%. Consiguientemente se las enjuagé
con bastante agua destilada estéril, con la cual se retird los residuos de hipoclorito
(35).

» Posteriormente, mediante el equipo de destilacion, se sometioé la muestra a una
corriente de vapor de agua sobrecalentada, arrastrando la esencia que por accion
del refrigerante, fue condensada. El destilado se separé tomando en cuenta sus
propiedades de inmiscibilidad y diferencia de densidades entre el agua y el aceite
esencial; para esto se utilizé6 una pera de separacién de vidrio, deshidratandose
las impurezas de agua en el aceite esencial con Na2SO4 (sulfato de sodio) anhidro.
Finalmente se filtr6 y se guardd en un frasco de vidrio color ambar (para evitar la

descomposicion por la luz) y bajo refrigeracion a una temperatura de 4°C.
> Preparacion de las diferentes concentraciones de los aceites esenciales:

Para ello se tuvo en cuenta lo siguiente:
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Volumen Volumen Volumen Concentracion
acdeeite TV‘Vjeeen Final (%)
80
2.5mL 7.5mL 10 mL 25
5.0 mL 5.0 mL 10 mL 50
7.5mL 2.5 mL 10 mL 75
10 mL - 10 mL 100

Los aceites esenciales fueron diluidos en Tween 80 al 25%, 50%, 75% y 100%
(con sus equivalentes en mg/mL antes mencionados). A posteriori se colocaron
cada una de las concentraciones en frascos de vidrio de color ambar, para
protegerlas de la luz, se puso a refrigerar a 4 °C hasta la realizacion del analisis

microbioldgico.

Obtencion del hongo: Candida albicans se obtuvo de una paciente
diagnosticada con vulvovaginitis atendida en los servicios de Ginecologia del
Hospital Regional Docente de Truijillo. Se tomd la muestra de flujo vaginal con un
hisopo de algodoén de las paredes de la vagina o del fondo de saco; se coloco el
hisopo en un tubo de ensayo que contenia 0,5 mL de solucién salina, agitandolo
para una adecuada distribucion; luego se decant6 una gota en una lamina
portaobjeto, se procedid a realizar la visualizacion microscépica identificandose
hongos en gemacion. Para una mejor identificacion del hongo se mezcld, en otra
lamina, una gota de la secrecién del tubo de ensayo con una gota de KOH al 10%,
evidenciandose en el microscopio la presencia de blastosporas y pseudohifas; se
identificd a las levaduras del género Candida y se procedié a recolectar la
secrecion vaginal en un tubo de ensayo estéril que contenia 0,5 mL de solucion
salina, para ser trasladado en seguida al laboratorio de Microbiologia de la

facultad de medicina de la Universidad Nacional de Truijillo.

Preparacion del inéculo: Después de haber obtenido el hongo, este fue cultivado
en tubos de ensayo con tapa rosca conteniendo el medio agar Sabouraud,
incubandose a 37°C, luego fue diluida en caldo glucosado, con lo que se obtuvo

una turbidez semejante al tubo numero 0,5 de la escala de Mac Farland. Los tubos
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gue contenian la muestra fueron girados entre las manos durante 30 segundos,

con lo cual se distribuyé adecuadamente los microorganismos (36).

> Determinacion de actividad antifungica: Mediante el método de Kirby y Bauer
modificado se determind la actividad antifungica midiendo la sensibilidad con 5

discos por placa.

» Sembrado: Un hisopo estéril fue embebido con Candida albicans previamente
cultivada en un tubo de ensayo, posteriormente, a una distancia de 10 cm de la
llama del mechero se procedié al sembrado en cada placa Petri conteniendo Agar
Sabouraud, hisopando uniformemente sobre toda la superficie del agar y girando

cada placa 30 grados por 10 veces aproximadamente (36).

> Prueba de susceptibilidad: Se utilizé el método de Kirby y Bauer o de difusion
de discos, preparando discos de papel de filtro estériles, los mismos que fueron
sumergidos dentro de 1mL de cada una de las concentraciones de los aceites;
acto seguido, con una aguja estéril estos se colocaron sobre los cultivos de las
placas petri recientemente sembradas. Finalmente las placas se incubaron a
37°C.

La lectura se llevé a cabo después de las 48 horas de iniciado el proceso. Se
midieron los halos de inhibicidon (susceptibilidad) de cada una de las
concentraciones, incluyendo el area del disco de papel filtro, con una regla
milimetrada, y se compar6 las medidas obtenidas con la escala de Duraffourd
(escala utilizada para la determinacién cualitativa del efecto inhibitorio in vitro,

segun diametro de inhibicién).

» Concentracién minima inhibitoria (CMI): Para determinarla se utilizé el método
de dilucién en tubos abreviado. Se prepararon cinco tubos de ensayo para cada
microorganismo; cuatro con las concentraciones de 25% (2.5 mg/mL), 50% (5.0
mg/mL), 75% (7.5 mg/mL) y 100% (10 mg/mL); se afiadieron 0.8 mL de cada
concentracion, en seguida se realizé la inoculacion de 0.2 mL de Candida
albicans; en el quinto tubo fue efectuado el control sin ningun tratamiento; en el
mismo se agreg6é 1 ml de cultivo de Candida albicans. Inmediatamente los tubos
fueron incubados a 37 °C durante 24 horas. Observandose la presencia o

ausencia de turbidez (36).
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2.7.

2.8.

Concentracion minima fungicida (CMF): Para la determinacion de la
concentracion minima fungicida (CMF) de los aceites esenciales, se partié del
proceso de macrodilucion en caldo en base a la propuesta metodolégica del
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) (36).

Todos los tubos con las concentraciones de ambos aceites esenciales y Candida
albicans sin tratamiento fueron sembrados en placas con agar Sabouraud e
incubadas por 24 horas a 37°C, posteriormente se contaron las unidades
formadoras de colonias (UFC); la concentracion de los aceites esenciales

utilizados que no presenté UFC, fue considerado la CMF.

Técnicas e instrumentos de recoleccidén de datos
La técnica de recoleccion de datos que se utilizd fue la observacion y el

instrumento fue una ficha de registro de datos.

Procesamiento y andlisis estadistico

Los datos encontrados fueron plasmados en tablas estadisticas de resumen, las
mismas que se obtuvieron mediante la observacion y medicion de los diametros
de los halos inhibitorios y del conteo de las UFC; también para una mejor

visualizacion se utilizaron figuras estadisticas.

La comparacién de los resultados obtenidos en la investigacion se realizé
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk, para determinar el
nivel de normalidad de los resultados. Posteriormente se utilizoO la prueba
estadistica no paramétrica de W de Wilcoxon, con las que se determiné las
diferencias significativas entre pares de grupos, considerando significativo si
p<0.05.

Todos los datos fueron procesados utilizando el paquete estadistico IBM SPSS
Statistics V 23.0 y Microsoft Office Excel 2013.
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2.9.Consideraciones éticas

Para la ejecucion de la presente investigacion, se respet6 el punto numero 11,
segun las recomendaciones establecidas en la declaracién de Helsinki, adoptada
por la 18° Asamblea Médica Mundial en Helsinki, Finlandia, Junio 1964 y
modificada por la Asamblea Médica Mundial en Tokio, enero 2004; en donde

menciona que se reducird al minimo el posible dafio al medio ambiente (37).

Se respeto el principio ético adoptado en el capitulo 6 del cédigo de ética del
Colegio Médico del Peru titulado: “Del trabajo de investigacion”, especificamente
se tuvo en cuenta el 6 Art. 48°, donde habla de la veracidad en la publicacion de
los resultados obtenidos en el estudio. Asi mismo, se tuvo en cuenta los principios
de bioseguridad correspondiente a trabajos in vitro (38). Este trabajo de
investigacion fue aprobado por el comité de bioética de la Universidad Privada
Antenor Orrego con N° de resolucion 332-2018-UPAO (anexo 10).
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. RESULTADOS

Luego de haber realizado el trabajo de investigacion de tipo experimental in vitro
con los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare sobre
Candida albicans, se observé que el aceite esencial de Eucalyptus globulus
dependiente de su concentracion no inhibié el crecimiento de este hongo de
manera significativa ya que el didmetro de sus halos de inhibicion se encuentran
entre 6 a 8.9 mm en comparacion con el Fluconazol cuyo halo de inhibicion fue de
39.4 mm demostrando que este ultimo tuvo mayor efecto inhibitorio (anexo y
figura 01). En cambio con el aceite esencial de Origanum vulgare se observo que
las concentraciones del 75% y el 100% cuyos promedios de sus diametros de sus
halos de inhibicibn se encuentran entre 39 y 48.6 mm, resultados que se
aproximan al efecto inhibitorio del Fluconazol (anexo y figura 02).

Comparando las medias del diametro de los halos de inhibicibn en mm en funcién
de las cuatro concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y
Origanum vulgare sobre el crecimiento de Candida albicans se observé que este
altimo tuvo mayor efecto inhibitorio (14.7 — 48.6 mm) en relacion con el primero
gue solamente alcanz6 (6 — 8.9 mm). De acuerdo a la Escala de Duraffourd se
demostré que el Eucalyptus globulus tuvo sensibilidad antifingica nula con las
concentraciones al 25%, 50% y 75% y una sensibilidad limite al 100% (8.9 mm)
frente a Candida albicans; en cambio el Origanum vulgare present6 sensibilidad
antifangica muy sensible con la concentracion al 25% (14,7 mm) y sumamente
sensible con las concentraciones al 50% (24.2 mm), 75% (39 mm) y 100% (48.6
mm) las cuales demuestran que el aceite esencial de Origanum vulgare present6
mayor efecto inhibitorio que el aceite esencial de Eucalyptus globulus sobre el

crecimiento Candida albicans (anexo y figura 03).

Segun la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smimob y Shapiro-Wilk se tuvo
un p valor de (,200) y (,792) respectivamente, las cuales son mayores al nivel de
significancia (,05) nos indica que las pruebas paramétricas no deben utilizarse y

por tanto se debe utilizar las pruebas no paramétricas (tabla 01)
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A través de las prueba no paramétrica de W de Wilcoxon, se determind que la
diferencia de las medias de las concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% del
aceite esencial de Eucalyptus globulus y del Fluconazol son significativas ya que
el p valor fue de .0000 siendo menor que el nivel de significancia (p <.0,05). En
cambio con las concentraciones al 75% y 100% del aceite esencial de Origanum
vulgare y del Fluconazol el p valor es de .796 y .280 respectivamente, no
observandose significancia ya que el p valor fue mayor que el nivel de significancia
(p <.0,05). Existiendo diferencia significativa entre los diametros de los halos de
inhibicion entre el aceite esencial de Eucalyptus globulus y el aceite esencial del
Origanum vulgare ya que el p valor en todas las concentraciones es de .0000

menor que el nivel de significancia (p <.0,05) (tabla 02, 03 y 04).

Se demostré la concentracion minima inhibitoria (CMI), con el método de dilucién
en tubos, determinando que la CMI del aceite esencial de Eucalyptus globulus fue
de 50% y del aceite esencial de Origanum vulgare fue de 25%, en los cuales, se

observé ausencia de turbidez (Anexo 07: fig. 13).

Luego se contaron las unidades formadoras de colonias (UFC) en todos los
ensayos; en donde se observd que solamente el aceite esencial de Origanum
vulgare presentd a partir de la concentracion 75% (UFC = 0), el cual fue
considerado como la concentracion minima fungicida (CMF) (figura 04, anexo 04
y 05 y tabla 05).
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Figura 01: Media del didmetro de los halos de inhibicion en mm en funcion de

las cuatro concentraciones del aceite esencial de Eucalyptus globulus sobre

Candida albicans
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Figura 02: Media de los didmetros de los halos de inhibicion en mm en funcion

de las cuatro concentraciones del aceite esencial de Origanum vulgare sobre

Candida albicans
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Figura 03: Comparacion de las medias de los diametros de los halos de
inhibicién en mm en funcién de las cuatro concentraciones de los aceites

esenciales de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare sobre Candida albicans
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Tabla 01: Andlisis de varianza para evaluar los blogues (diametros de los halos

inhibitorios) y los tratamientos (actividad inhibitoria de los aceites esenciales de

Eucalyptus globulus y Origanum vulgare en las concentraciones al 25%, 50%,

75%, 100% con el control de Fluconazol) a través de la Prueba de Kolmogorov-

Smirnov y Shapiro-Wilk.

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistic
Grupos Estadistico gl Sig. 0 gl Sig.
Concentracién Origanum 133 10 200" 961 10 792
25
Fluconazol 202 10  ,200° 878 10 124

Fuente: Base de datos

Tabla 02: Prueba estadistica no paramétrica de W de Wilcoxon de acuerdo al

diametro del halo inhibitorio en funcién de cuatro concentraciones de los aceites

esenciales de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare y control con Fluconazol.

Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion

25 50 75 100
W de
Wilcoxon 55.000 55.000 55.000 55.000
Z -4.038 -4.047 -3.817 -3.807
Sig.
asintética .000 .000 .000 .000
(bilateral)
Significacion
exacta ,000° ,000° ,000° ,000°
[2*(sig.
unilateral)]

Fuente: Base de datos
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Tabla 03: Prueba estadistica no paramétrica de W de Wilcoxon de acuerdo al
diametro de halo inhibitorio en funcidn de cuatro concentraciones de los aceites

esenciales de Eucalyptus globulus y control con Fluconazol.

Concentracién Concentracién Concentracién Concentracién

25 50 75 100
W de
Wilcoxon 55.000 55.000 55.000 55.000
Z -4.056 -4.056 -3.824 -3.820
Sig.
asintotica .000 .000 .000 .000
(bilateral)
Significacion
exacta
[2*(sig. ,000° ,000° ,000° ,000°
unilateral)]

Fuente: Base de datos

Tabla 04: Prueba estadistica no paramétrica de W de Wilcoxon de acuerdo al
diametro de halo inhibitorio en funcidn de cuatro concentraciones de los aceites

esenciales de Origanum vulgare y control con Fluconazol.

Concentracion Concentracion Concentracién Concentracién

25 50 75 100
W de
Wilcoxon 59.000 64.000 101.000 90.500
Z -3.498 -3.135 -.309 -1.106
Sig.
asintotica .000 .002 757 269
(bilateral)
Significacié
n exacta
[2*%(sig. ,000° ,001° ,796° ,280°
unilateral)]

Fuente: Base de datos
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Figura 04: Comparacion del Namero de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) de Candida albicans en funcién de las cuatro concentraciones de los

aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare.

Tabla 05: Determinacion de la concentracion minima fungicida (CMF) de los
aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare.

Aceites esenciales

Concentracion _ Promedio Observacion
25% 1.5
0,
Eucalyptus globulus °0% 0-5
75% 0.2
100% 0.3
25% 1.2
, 50% 0.9
Origanum vulgare
75% 0.0 CMF
100% 0.0

Fuente: Base de datos
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IV. DISCUSION

El Peru es un pais que posee una rica biodiversidad especificamente en flora que
llama la atencién a nivel mundial, ya que favorece y facilita la realizacién de
diversos trabajos de investigacion con fines terapéuticos. Sin embargo muchas de
las plantas pasan desapercibidas por los investigadores y por ende no conocen a
profundidad sus propiedades: fungicida, antimicrobiana entre otras, como es el
caso del Eucalyptus globulus y el Origanum vulgare, de los cuales se pueden
extraer aceites esenciales. En este estudio se observé que el aceite esencial de
Origanum vulgare, presenté un mayor efecto fungicida que el Fluconazol frente a
la Candida albicans con el aceite esencial puro sin diluir. Corroborandose con el
trabajo realizado por Valverde PY, en donde menciona que el aceite esencial de
orégano puro tiene un mejor efecto antimicético frente a Candida albicans en
comparacion con el control positivo, que en este caso utilizod Nistatina (32); en la
investigacion realizada por Quintanilla JJ, se determin6 también que el extracto
del aceite de orégano presento un efecto fungicida in vitro frente a la Candida
albicans (31).

Segun los resultados obtenidos en el experimento se pudo observar que los
diametros de los halos de inhibicion de las concentraciones del aceite esencial de
Eucalyptus globulus presentaron un efecto antifingico minimo frente a Candida
albicans en comparacion con los diametros de los halos de inhibicion de las
concentraciones del aceite esencial de Origanum vulgare en donde se visualizé
un mayor efecto antifingico frente a Candida albicans sobre todo siendo
sumamente sensible a partir de 50% de concentracion; asimismo los resultados
al 75% se asemejan a los del control con Fluconazol, e incluso cuando se utilizd
el aceite esencial puro, resultdé ser mas efectivo que este farmaco; ya que de
acuerdo a la prueba de W de Wilcoxon la media de los diametros de los halos no
es significativa entre el Origanum vulgare y el fluconazol, porque el p valor es
(,796) y (,280) respectivamente, mayor al nivel de significancia (,05). Al comparar
las medias del Origanum vulgare y el Eucalyptus globulus la diferencia de las
medias es significativa ya que el p valor es (,000) menor que el nivel de

significancia (,05) entre todas las concentraciones.
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En consecuencia se rechaza la hipétesis nula y se acepta a la alterna; es decir,
gue el aceite esencial de Eucalyptus globulus presenta menor efecto inhibitorio
gue el aceite esencial de Origanum vulgare sobre el crecimiento de Candida
albicans aislada de paciente con candidiasis vulvovaginal. Esto se relaciona con
el estudio de Alzamora L, Morales L, Fernandez G, al considerar que el aceite
esencial de Eucalyptus globulus tiene baja sensibilidad antifangica frente a
Candida albicans (29).

Es pertinente indicar que ambos aceites esenciales si presentaron una
concentracion minima inhibitoria (CMI), siendo al 50% para el aceite esencial de
Eucalyptus globulus y 25% para el aceite esencial de Origanum vulgare, en los
cuales se observo ausencia de turbidez. Al realizar el sembrado en placas con
agar Sabouraud de todos los tubos, se observé que con el aceite esencial de
Eucalyptus globulus en todas las concentraciones crecieron algunas colonias, por
ende no presentd una concentracion minima fungicida en comparacion con el
aceite esencial de Origanum vulgare que a partir de la concentracion al 75% no
se formaron UFC, considerandose esta como la concentracion minima fungicida
(CMF). Resultados que difieren con los estudios realizados por Quintanilla JJ,
quien demostro la actividad antifangica del carvacrol (extracto del aceite de
orégano) sobre Candida albicans a una CMI y CMF de 100% de concentracion
(32).

Los resultados de la presente investigacion abre nuevas oportunidades y
alternativas para el tratamiento de enfermedades infectocontagiosas por métodos
no convencionales, como el uso de plantas como posible tratamiento de
candidiasis por Candida albicans, una alternativa podria ser el Origanum vulgare,
el cual por el presente estudio se demostrd su efecto fungicida. El presente estudio
pretende apoyar a la innovacion de nuevos fitofarmacos alternativos para inhibir

el crecimiento de Candida albicans resistente a las terapias de primera linea.
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V. CONCLUSIONES

. El aceite esencial de Eucalyptus globulus presenta menor efecto inhibitorio que
el aceite esencial de Origanum vulgare sobre el crecimiento de Candida
albicans aislada de paciente con candidiasis vulvovaginal en condiciones in

vitro.

. El aceite esencial de Eucalyptus globulus presenté menor efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de Candida albicans en comparacion con el Fluconazol.

. El aceite esencial de Origanum vulgare a la concentracién del 75% present6 un
efecto inhibitorio similar al Fluconazol, mientras que al 100% se evidencio
mayor efecto inhibitorio que el farmaco indicado, frente al crecimiento de
Candida albicans.

. La concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Eucalyptus
globulus fue del 50% y del aceite esencial de Origanum vulgare fue del 25%.

. La concentracion minima fungicida (CMF) del aceite esencial de Origanum
vulgare fue al 75% de concentracién. El aceite esencial de Eucalyptus globulus
no tuvo CMF.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Serecomienda realizar trabajos de investigacion in vitro sobre el aceite esencial
de Origanum vulgare por su efecto inhibitorio en el crecimiento de Candida

albicans con concentraciones menores.

2. Realizar investigaciones de la efectividad antifingica in vivo de los aceites

esenciales de Origanum vulgare y Eucalyptus globulus.

3. Realizar otros estudios para observar el efecto inhibitorio del Origanum vulgare
sobre los dermatofitos.
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ANEXOS

Anexo 01: Didmetros de los halos de inhibicibn en mm en funcibn de cuatro

concentraciones del aceite esencial de Eucalyptus globulus sobre Candida albicans

Concentracién del aceite esencial (%) de

Eucalyptus globulus Control

Nmero de repeticiones Fluconazol
25% 50% 75% 100%

DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm)

1 6 mm 6 mm 7 mm 8 mm 40 mm

2 6 mm 6 mm 7 mm 10 mm 42 mm

3 6 mm 6 mm 7 mm 8 mm 40 mm

4 6 mm 6 mm 7 mm 9 mm 36 mm

5 6 mm 6 mm 7 mm 8 mm 42 mm

6 6 mm 6 mm 7 mm 9 mm 38 mm

7 6 mm 6 mm 7 mm 10 mm 36 mm

8 6 mm 6 mm 7 mm 8 mm 40 mm

9 6 mm 6 mm 7 mm 10 mm 42 mm

10 6 mm 6 mm 7 mm 9 mm 38 mm
Promedio 6 mm 6 mm 7 mm 8.9 mm 39.4 mm

Fuente: Datos obtenidos por el investigador en laboratorio

Anexo 02: Didmetros de los halos de inhibicibn en mm en funcién de cuatro

concentraciones del aceite esencial de Origanum vulgare sobre Candida albicans

Concentracion del aceite esencial (%) de

Origanum vulgare Control
NUmero de repeticiones Fluconazol
25% 50% 75% 100%
DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm)

1 12 mm 26 mm 36 mm 52 mm 40 mm

2 12 mm 20 mm 38 mm 48 mm 42 mm

3 14 mm 26 mm 42 mm 46 mm 40 mm

4 18 mm 28 mm 42 mm 46 mm 36 mm

5 16 mm 22 mm 40 mm 48 mm 42 mm

6 13 mm 26 mm 38 mm 50 mm 38 mm

7 12 mm 22 mm 36 mm 52 mm 36 mm

8 15 mm 28 mm 40 mm 46 mm 40 mm

9 18 mm 20 mm 42 mm 48 mm 42 mm

10 17 mm 24 mm 36 mm 50 mm 38 mm
Promedio 147 mm 242 mm 39 mm 48.6 mm 394 mm

Fuente: Datos obtenidos por el investigador en laboratorio
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Anexo 03: Comparacion de los promedios de los diametros de los halos de inhibicién
en mm en funcion de cuatro concentraciones del aceite esencial de Origanum vulgare

y del aceite esencial de Eucalyptus globulus sobre Candida albicans

Concentracién del aceite
esencial (%) de Origanum
vulgare y Eucalyptus Control Fluconazol
globulus
25 50 75 100

DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm)

Aceites esenciales

Origanum vulgare 147 242 39 48.6 39.4

Eucalyptus globulus 6.0 6.0 70 89 39.4
Fuente: Datos obtenidos por el investigador en laboratorio

Anexo 04: Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en cuatro concentraciones con
el aceite esencial de Origanum vulgare sobre Candida albicans, y la Candida albicans

sin tratamiento

Concentracion del aceite esencial (%)

de Origanum vulgare Candida albicans sin
25% 50% 75% 100% tratamiento
Repeticiones Unidades Formadoras de Colonias de Candida albicans
1 0 3 0 0 15X10°
2 1 0 0 0 20X10°
3 0 0 0 0 16X10°
4 0 0 0 0 18X10°
5 3 1 0 0 15X10°
6 0 0 0 0 20X10¢
7 7 2 0 0 16X10°
8 0 1 0 0 18X10¢
9 0 1 0 0 17X10°
10 0 1 0 0 15X10¢
Promedio 11 0.9 0 0 17X10¢°

Fuente: Datos obtenidos por el investigador en laboratorio
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Anexo 05: Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en cuatro concentraciones con
el aceite esencial de Eucalyptus globulus sobre Candida albicans, y la Candida

albicans sin tratamiento

Concentracién del aceite esencial (%)

de Eucalyptus globulus Candida albicans sin
25% 50% 75% 100% tratamiento
Repeticiones Unidades Formadoras de Colonias de Candida albicans
1 0 0 0 1 16X10°
2 0 0 0 1 15X10°®
3 0 0 0 0 20X10¢
4 2 1 1 0 18X10°
5 2 0 0 1 17X108
6 5 0 0 0 20X10¢
7 3 0 0 0 16X10°
8 0 1 1 0 18X10°
9 3 0 0 0 17X10¢
10 1 2 0 0 20X10°
Promedio 1.6 0.4 0.2 0.3 17.7X10°

Fuente: Datos obtenidos por el investigador en laboratorio

Anexo 06: Disefio del procedimiento realizado para la obtencion de los resultados
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PREPARACION DEL INOCULO

p
Candida
L albicans (CA)
)
Solucion
L salina (SS)

Cultivo de cepa Incubacion de Diluido en SS
de CA en agar cepade CAa
Sabouraud 37°C nor 24 h 0,5 de McFarland

DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA DE
Eucalyptus globulus

Grupo Grupo
Experimental Control
— A',

P

100%

Las placas se incubaron a 37°C
por 24 horas

La lectura de los halos de inhibicién producidos

se midieron usando la escala de Duraffourd:
medicion del halo en milimetros
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

0.2 mL CA

0,8 mL a_celte =
esencial

= - — -
= — 1mL CAsin [N
Y \ tratamientn

Las placas se incubaron a 37°C
por 24 horas

A las 24 horas se observara turbidez, no
turbidez en la menor concentracion es la CMI

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA FUNGICIDA (CMF)

100%

10 repeticiones por concentracion
repe

Las placas se incubaron a 37°C
por 24 horas

Se realiz6 el conteo de UFC, la
concentracién de los aceites esenciales
qgue tenga 0 UFC es la CMF

46



DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA DE
Origanum vulgare

100%

SIEMBRA

Solucién salina
0.5 de McFarland

Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas

La lectura de los halos de inhibicién producidos se midieron
usando la escala de Duraffourd: medicién del halo en milimetros

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

0,2 mL CA

tratamiento
0,8 mL aceite
esencial

Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas

4

A las 24 horas se observara turbidez, no turbidez en la menor concentracion es la CMI




DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA FUNGICIDA (CMF)

CA sin
tratamiento

/
/

10 repeticiones por concentracion

Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas

Se realiz6 el conteo de UFC, la concentracion de los
aceites esenciales que tenga 0 UFC es la CMF

COMPARACION DE LOS RESULTADOS DEL EFECTO IN VITRO DE LOS
ACEITES ESENCIALES DE Eucalyptus globulus Y Origanum vulgare

Eucalyptus Origanum
globulus vulgare

SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA | i ‘ , Resultados de la
(METODO DE KIRBY Y BAUER) |\ e 4 e i sensibilidad antifungica

Resultados de la
turbidez

i | 'l ! Resultados
‘ bl ’ n : \ de la UFC
10 repeticiones de cada concentracion 10 repeticiones de cada concentracion
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Anexo 07: IMAGENES

Figura 01: Recoleccién de Eucalyptus globulus en Otuzco, perteneciente a la regién de La
Libertad, situado a 2620 msnm

i HERBARIO ANTENOR ORREGO (HAQ) /.
HERBARIO ANTENOR ORREGO (HAO ; UNIVERSI \
UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR O;REGD' fi \\ i mfnﬂswn g < \
TRUALLO - pERl ": |
bty HAQ, \'.l_\ly |
|

Eucalyptus globulus Labill,
itian

Arbol de 1215 m de alto. Flores blancas. Frutos verdes |
Bosque

Vis do evitamiento hacia Huaranchal, distrito Otuzco, prov. Otwieo,
region La Libertad, Perd

AT S TIIBIW  2620msnm

1742018

(Olga Durango Chivez s/n

Figura 02: Identificacion taxonémica de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare en el
Herbario Antenor Orrego (HAO) con los c6digos 20004 y 20005 respectivamente
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Figura 03: Seleccidn de las hojas frescas de ambas plantas, se desechd las que estuvieron con
hongos, decoloradas y maltratadas.

Figura 04: Las hojas fueron lavadas con agua de cafio y desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 0,5%
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Figura 06: Mediante el equipo de destilacion, se someti6 la muestra a una corriente de
vapor de agua sobrecalentada, arrastrando la esencia que por accion del refrigerante, fue
condensada
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Figura 07: Dilucion de los aceites esenciales en Tween 80 al 25%, 50%, 75% y 100%. A posteriori se
colocaron cada una de las concentraciones en frascos color ambar y se refrigeré a 4 °C

Figura 08: Concentraciones de ambos aceites esenciales en frascos color
ambar
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Figura 09: Candida albicans obtenida de una paciente del Hospital Regional Docente
de Truijillo, cultivada en tubos de ensayo con tapa rosca conteniendo el medio agar
Sabouraud, incubandose a 37°C y diluida en caldo glucosado

Figura 10: Sembrado de la cepa en placas Petri y preparacién de discos de papel de filtro estériles
sumergidos en 1mL de cada una de las concentraciones de los aceites. Con una aguja estéril, se
colocaron sobre los cultivos de las placas petri y se incubaron a 37°C

Figura 11: A 48 horas de iniciado el proceso, se llevo a cabo la lectura de los
didmetros de los halos de inhibicion segun el método de Kirby y Bauer
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Figura 12: Mediante el método de dilucion en tubos, se prepararon cinco tubos de ensayo:
cuatro conteniendo Candida albicans con las 4 concentraciones y un tubo conteniendo el
control sin ningun tratamiento, luego fueron incubados a 37 °C.

Figura 13: Alas 24 horas, se realiz6 la lectura visual de los tubos y se
observoé presencia de turbidez en todos
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Figura 14: Los tubos que presentaron turbidez fueron sembrados en placas
con agar Sabouraud e incubadas a 37°C

Figura 15: Alas 24 horas se contaron las unidades formadoras de colonias; la
concentracion de los aceites esenciales que tenia menor nimero de UFC, fue

considerado la CMF.
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