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PRESENTACION

Ante el inmenso conocimiento sobre Candida albicans, tanto tedrica y clinicamente, sigue
existiendo una gran morbimortalidad en diversas partes del mundo, pero a pesar de sus
diversos tratamientos anti fangicos, también existe la posibilidad de tratamientos naturales
como una alternativa 6 combinados con los antimicoticos convencionales.

Por lo que en este trabajo de tesis se busca determinar el efecto sinérgico in vitro del aceite
esencial de Minthostachy mollis mas fluconazol sobre Candida albicans y ampliar el

conocimiento de los efectos de la medicina natural.
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar si hay efecto in vitro del aceite esencial de Minthostachys mollis

“mufia” mas fluconazol sobre Candida albicans.

Material y métodos: Se llevd a cabo un estudio experimental, el cual se desarroll6 en el
laboratorio de Farmacologia de la Universidad Nacional de Trujillo y el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo. Se
preparo el aceite esencial Minthostachys mollis (mufia) en 4 concentraciones de 25%, 50%,
75% y 100% . Se utilizdé el método de Kirby Bauer (difusion en disco) para evaluar la
sensibilidad antimicotica y el efecto antimicético y la concentracion inhibitoria mediante la
determinacion de la concentracion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Se expuso
la cepa de Candida albicans a las 4 concentraciones del aceite esencial de la muiia,
asimismo hubieron dos grupos control uno para Fluconazol y, otro con el inoculo de

Candida albicans sin ningun tratamiento. Se realizaron 10 repeticiones para cada caso.

Resultados: Se determin6 que existe diferencia estadistica altamente significativa entre el
efecto sinérgico antimicotico de las diferentes concentraciones del aceite esencial de
Minthostachys mollis mas fluconazol sobre el crecimiento de Candida albicans (p< 0.001),
mediante los halos de inhibicion segin la escala de Duraffourd. La concentracion
inhibitoria se present6 en todas las concentraciones excepto en el control (fluconazol) en

el que se obtuvo un crecimiento de 4.5 x 10*
Conclusiones:

El aceite esencial de Minthostachys mollis “mufia” mas fluconazol si tiene efecto sinérgico
in vitro frente a Candida albicans ATCC 10231

Palabras clave: Efecto sinérgico, Minthostachys mollis, Fluconazol, Candida albicans



ABSTRACT

Objective: Evaluate if exist effect in vitro of the essential oil of Minthostachys mollis

"mufia” plus fluconazole on Candida albicans.

Methods: An experimental study was carried out, which was carried out in the laboratory
of Pharmacology of the National University of Trujillo and the Microbiology laboratory of
the Faculty of Medicine of the National University of Trujillo. The essential oil
Minthostachys mollis (mufia) was prepared in 4 concentrations of 25%, 50%, 75% and
100%. The Kirby Bauer method (disc diffusion) was used to evaluate the antimycotic
sensitivity and the antimycotic effect and the inhibitory concentration by determining the
concentration of Colony Forming Units (CFU). The Candida albicans strain was exposed
to the 4 concentrations of peppermint essential oil, there were also two control groups for
Fluconazole and one with Candida albicans oil without any treatment. Ten replicates were

performed for each case.

Results: It was determined that there is a statistically significant difference between the
antifungal synergistic effect of the different concentrations of the essential oil of
Minthostachys mollis plus fluconazole on the growth of Candida albicans (p <0.001), by
means of the inhibition halos according to the Duraffourd scale. The inhibitory
concentration was present in all concentrations except control (fluconazole), in which a

growth of 4.5 x 103 was obtained.

Conclusions:
The essential oil of Minthostachys mollis "mufia™ plus fluconazole if it has an in vitro

synergistic effect against Candida albicans

Keywords: Synergistic effect, Minthostachys mollis, Fluconazole, Candida albicans
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INTRODUCCION

1.1 Marco Tebrico:

Candida albicans se identifico en el siglo XIX, pero més investigaciones
sobre su biologia, y de otras levaduras patdgenas, se hicieron a partir de la
segunda mitad del siglo XX.* La infeccién en humanos fue descrita por
primera vez como la candidiasis oral por Hipocrates en el siglo V antes de
Cristo. En 1853, Charles Robin observé microscopicamente células y
filamentos en los raspados epiteliales, y lo Ilam6é Oidium albicans.
Posteriormente, méas de 160 sindnimos se utilizaron antes de que Candida

albicans se convirtiera en el nombre aceptado para esta especie.?

Candida albicans, es el principal hongo patégeno de los seres humanos® el
cual, causa enfermedades en huéspedes comprometidos con procesos
patolégicos locales o sistémicos. *

Es un hongo comensal y que con frecuencia pertenece a la flora benigna de

la piel y mucosas.”

Candida albicans es el agente causal mas comun en infecciones
intrahospitalarias, ya que el 40% de los pacientes se han contaminado con
cepas de Candida a través de catéteres produciendo fungemia con alta
mortalidad ° siendo el responsable de aproximadamente el 60% de los casos
de candidemia ”. En los Gltimos 30 afios se ha visto un notable incremento
en la incidencia de candidiasis invasiva. Aunque globalmente C. albicans

sigue siendo la especie més importante.®

La infeccién por Candida albicans es el resultado del sobrecreciemiento de
microrganismos oportunistas cuando se suprime la microflora competitiva

con antibiéticos y otros factores °.



Candida albicans puede causar dos tipos principales de las infecciones en
los seres humanos: infecciones superficiales, como la candidiasis oral o

vaginal e infecciones sistémicas potencialmente mortales.™

La habilidad de C. albicans para crecer sobre superficies y formar
biopeliculas estd asociada con su virulencia, porque es un comensal de
mucosas y de la superficie intestinal que puede servir como fuente para
infecciones invasivas." Candida albicans en su fase de comensal se
presenta como levadura; pero en su fase patdgena se divide por gemacion
produciendo pseudohifas y micelio verdadero.*

El equilibrio entre la infeccion, la colonizacion y la eliminacion depende de
la capacidad de las cepas de Candida para modular la expresion de factores
de virulencia en la respuesta a los cambios del medio ambiente, combinado
con la competencia del sistema inmune del huésped. Para permitir la
invasion a los tejidos del huésped, las cepas de Candida poseen
constitutivamente enzimas hidroliticas que destruyen o alteran los
constituyentes de las membranas. Las enzimas secretadas por C. albicans,
reflejan su grado de patogenicidad, siendo las principales enzimas las

proteasas Y fosfolipasas.™

La morfologia de C.albicans es un determinante de virulencia, como la

forma de sus hifas tiene un papel clave en el proceso de infeccion.**

Este microrganismo puede ser aislado desde la mucosa el tracto
gastrointestinal, oral y vaginal, dando una infeccion llamada cominmente
candidiasis, caracterizada por manchas blancas que pueden ser eliminadas
facilmente y revela un area de inflamacién en la membrana subyacente,

conocida como pseudomembrana.’
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El diagndstico microbioldgico de las infecciones por Candida albicans
fundamentalmente se basa en el cultivo microbioldgico. Sin embargo se han
desarrollado técnicas alternativas como la deteccion de biomarcadores
circulantes 0 ADN fungico.'®. El diagndstico temprano permite realizar un
tratamiento empirico adecuado en etapas tempranas de la enfermedad y esto
genera una mayor posibilidad de afectar la alta mortalidad de esta

patologia.’’

Aunque paralelamente al incremento en las infecciones por Candida spp. se
han introducido nuevos agentes antifingicos con un espectro antimicotico
mas amplio y mayor potencia anti fangica, la alta proporcion de fracasos
terapéuticos, la aparicion frecuente de efectos adversos o resistencias, son

problemas crecientes que no han logrado resolverse hasta ahora.*®

Para el tratamiento farmacolégico de la candidiasis existen tres grandes
grupos de agentes antimicéticos: polienos (nistatina y anfotericina),
imidazoles (clotrimazol, miconazol y ketoconazol) y triazoles (fluconazol)
siendo el fluconazol el mas usado como alternativa terapéutica habitual en el

tratamiento de infecciones flngicas sistémicas especificas. *°

El fluconazol es un antifungico de la familia de los triazoles, tiene una
excelente eficacia ante diferentes especies de Candida y menor efectividad
ante los hongos filamentosos® que se absorbe de forma rapida tras su
administracion y la disponibilidad para las células es elevada, por tener una

baja tasa de unién a proteinas plasmaticas.*

Este derivado triazolico inhibe de forma selectiva a la enzima 14 alfa esterol
demetilasa en la sintesis del ergosterol, que es dependiente del citocromo
p450. La deplecion del ergosterol, en conjunto con la acumulacion de
compuestos intermedios en la sintesis del mismo, conlleva a una pérdida de

la funcionalidad de la membrana plasmatica.”
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Se absorbe casi por completo en el tubo digestivo. Las concentraciones
plasmaticas son basicamente las mismas aunque el farmaco se administre
por via oral o intravenosa y su disponibilidad no se altera con el alimento o
la acidez géstrica. Las concentraciones plasmaticas son de 4 a 8 ug/ml. Su
excrecion renal es del 90% en un tiempo de 25 - 30 horas. Se difunde con
facilidad a los liquidos corporales. Se une en un 11 a 12% a las proteinas

plasméticas.”®

La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de fluconazol para cepas
sensibles < a 8mg/L; para cepas dosis dependientes entre 16 y 32 mg/L; y
para cepas resistentes mayor o igual de 64mg/L. Sin embargo el EUCAST
(European Comittee of Antimicribial Susceptibility Testing) recomienda en
caso de Candida albicans <2 mg/L para las cepas sensibles, 4 mg/L para las
cepas dosis dependientes y >4 mg/L para las cepas resistentes.?*

En aproximadamente el 10% de los pacientes tratados con fluconazol se
produce diarrea, nauseas/vomitos, y dolor abdominal, no siendo necesario el
retiro del farmaco. Ademas se ha asociado a teratogénesis en el embarazo,

cuando se usa en el primer trimestre y en dosis altas.”

Existen ademas interacciones farmacoldgicas, clinicas o potencialmente
importantes entre fluconazol y los hipoglucemiantes orales, anticoagulantes
de tipo cumarina, fenitoina, ciclosporina, rifampicina, teofilina, terfenadina,
cisaprida, astemizol. Este triazol causa interacciones medicamentosas
clinicamente importantes a través de sus efectos sobre las enzimas humanas

del citocromo P450.%
Actualmente, muchas propiedades terapéuticas de diversas plantas han sido

demostradas cientificamente con diversas acciones biologicas en base a la

extraccion de sus principios activos. La Minthostachys mollis (mufia) que
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crece entre los 2500 y 3500 msnm en la sierra del Peru, tiene una variedad
de propiedades usadas en la medicina tradicional.

Es un arbusto perenne que crece en la region andina; es ampliamente
utilizada por las comunidades rurales donde es valorado por sus propiedades

medicinales.?’

Son flores pequefias, blancas, irregulares o zigomorfas. Esta planta herbacea
de 0,5 m de altura, con hojas pubescentes aromaticas y blancas espigas de
flores, tiene un olor tipo menta.”® Se encuentran reunidas en seudo verticilos
axilares, formados por cuatro pequefias cimas, brevemente pedunculadas,
dos en cada axila y situadas en la parte superior de las ramas.?® Se desarrolla
en suelos arenosos, ricos en materia organica, bien drenados, con buena
retencién de humedad, con un pH entre 5-8 y un clima con elevada
luminosidad, florece en época de lluvia, se multiplica por semilla y por

codo™°

Es usado como digestivo, antihelmintico, antidiarreico y en el tratamiento
de infecciones del tracto respiratorio y urinario. Ademas, se ha demostrado

su efecto antibacteriano e insecticida.’

Los aceites esenciales de mufia, son una fuente importante de compuestos
quimicos con actividad antioxidante los cuales tienen efecto favorable en la
conservacion de alimentos y en la salud humana. El aceite esencial de mufa
representa una mayor fuente de compuestos fendlicos principalmente de
isomentona, pulegona y timol y mostraria una mayor actividad

antioxidante.®

Este tipo de aceite esencial tiene un aspecto liquido oleoso, transparente,
color ligeramente amarillo, olor fuerte, agradable, sabor picante. Es
inmiscible en agua, ligeramente miscible en alcohol al 70%, miscible en

éter, cloroformo v tetracloruro de carbono.?
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1.2 Antecedentes

Alcald-Marcos y cols 2011 demostraron el efecto antimicético del aceite
esencial de las hojas de Minthostachys mollis en comparacion con el
fluconazol en cultivo de Candida albicans, utilizando un estudio
experimental, el cual midi6é 80 halos de inhibicion distribuidos en 5 grupos,
los cuales fueron el grupo de mufia (GM) al 25%, grupo mufia al 50%,
grupo muiia al 100%, un grupo control positivo (fluconazol) y un grupo
control negativo (aceite mineral). Los resultados mostraron que la mediana
de los halos de inhibicion de GM25% fue de 32,00 mm; para GM50% de
40,00 mm, GM100% 46,80 mm; y del grupo control por fluconazol fue de
39,00 mm. Existio diferencia significativa entre la mediana del grupo mufia
100% y grupo mufia 25% con respecto al grupo Fluconazol (p<0,001), mas
no entre este Gltimo y el grupo mufia 50% (p>0,05)Finalmente, se concluyo
que el aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis (al 100%) tuvo
mayor efecto antimicético (contra Candida albicans) que el Fluconazol,
ademas, el efecto antimicotico del Fluconazol fue mayor que la
Minthostachys mollis al 25%, y fue el mismo que la Minthostachys mollis al
50%.2°
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1.3 Justificacién:

A pesar del conocimiento previo sobre Candida albicans, y por el aumento
de la morbimortalidad, existen numerosos medicamentos antiflngicos, la
mayoria de los cuales produce efectos colaterales y Candida albicans
muestra resistencia, es por ello que los estudios se dirigen hacia el uso de
productos naturales, que presenten propiedades farmacoldgicas, lo que
motivo a realizar el presente estudio para conocer el efecto antimicotico de
Minthostachys mollis. Las plantas han sido utilizadas desde tiempos muy
remotos por diversas culturas y se han difundido en los ultimos siglos entre
diferentes paises para beneficio de la humanidad

El presente proyecto pretende conocer a Minthostachys mollis ; a nivel
tedrico y su factibilidad como antiflngico, colaborando en el &mbito clinico
con un estudio posterior “in vivo”, pudiendo ser utilizada como un
adyuvante en el tratamiento de enfermedades causadas por Candida
albicans. Por lo que se quiere evaluar el efecto del fluconazol asociado al
aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis, conocida como muiia,
la que podria contribuir a una nueva alternativa terapéutica, de menor costo
y mayor eficacia, comparado con la monoterapia de fluconazol en cultivos

in vitro de Candida albicans.

1.4 Formulacién del Problema Cientifico:

¢Hay efecto sinérgico in vitro del aceite esencial de Minthostachys mollis
con el fluconazol sobre Candida albicans?
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1.5 Hipotesis

HO: No existe efecto sinérgico in vitro del aceite esencial de Minthostachys

mollis mas fluconazol sobre Candida albicans ATCC 10231

H1: Existe efecto sinérgico in vitro del aceite esencial de Minthostachys

mollis mas fluconazol sobre Candida albicans ATCC 10231

1.6 Objetivos

General:
e Evaluar el efecto sinérgico in vitro del aceite esencial de Minthostachys

mollis “mufa” mas fluconazol sobre Candida albicans

Especificos:

e Determinar el efecto sinérgico antimicotico in vitro del aceite esencial de
Minthostachys mollis al 25, 50, 75, 100% mas fluconazol sobre Candida

albicans mediante la susceptibilidad (Kirby Bauer)

e Medir la concentracién de Minthostachys mollis mas fluconazol con mayor
efecto sinérgico sobre Candida albicans , mediante el conteo de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC)

II.MATERIAL Y METODOS
2.1. Poblaciones

Poblacion Diana o Universo
Cepa de Candida albicans ATCC 10231
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Poblacion de Estudio
Especie de Candida albicans obtenidas del laboratorio de la seccion de
Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de

Trujillo

2.2 Criterios de Seleccion

Criterios de Inclusion:
Placas Petri conteniendo el aceite esencial de Minthosstachys mollis en Agar
Sabouraud y Candida albicans, sometido a proceso de esterilizacion previo.

Placas Petri con un mismo tamafio, sin diferencias entre ellas

Criterios de Exclusion.

Placas petri conteniendo aceite esencial de Minthosstachys mollis en Agar
Sabouraud y Candida albicans, que presente algun tipo de dafio o rajadura
en su estructura durante el proceso de esterilizacion.

Placas petri conteniendo el aceite esencial de Minthosstachys mollis en Agar
Sabouraud y Candida albicans cuyo resultado en el proceso de

esterilizacion pueda ser dudoso.

Criterios de eliminacion:

Placa Petri conteniendo el aceite esencial de Minthosstachys mollis en Agar
Sabouraud y Candida albicans que sufran deterioro o contaminacion
durante la conservacion y los procedimientos que no permitan su medicién

posterior
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2.3 Muestra
Unidad de analisis:
La unidad de analisis lo constituyen los halos de inhibicion producto del

efecto sinérgico del aceite de las diferentes concentraciones de

Minthostachys mollis y fluconazol; sobre cepas de Candida albicans

Unidad de muestreo:
Unidades formadoras de colonias de Candida albicans, producto del efecto

sinérgico del aceite de Minthostachys mollis y fluconazol

Férmula para el tamafio de la muestra:
Para determinar el tamafio de la muestra se usé la formula de comparacion
de grupos:
n= (Zo/2+ ZB)? 25
(X1 = X2)®

Dénde:

n = NUmero de repeticiones en cada uno de los grupos

Za/2 =1.96 para una confianza del 95%

Z = 0.84 para una potencia del 80%

S= 0.8 (X1 — X;) valor assumido por no haber estidios similares

Reemplazando valores:

(1,96 + 0,84)? 2(0,80)% (X1 — X»)

n=10
Luego la muestra esta conformada por las 10 repeticiones para cada una de

las concentraciones
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2.4 DISENO DEL ESTUDIO
Tipo de estudio.-: Experimental, comparativo

Disefio especifico:

C.albicans (CA) \

Colonias jovenes
de CA

= 2 = Fluconazol

y—
»
25% + F 50%+ F 100% + F .

Cepa de CA

0,5 de McFarland

iy

Inoculo similar Slembra UFC
0,5 de McFarland
2
0,2mlCA 0,2mlCA 0,2 mlcA 0,2ml CA Inoculo de C.A
0,4 ml ace. 25% 0,4 ml acei. 0,4 ml acei 75% 0,4 ml ace. 100% 08ml fluconazol
0,2 mlde incoulo

0,4ml fluconazol

0,4ml fluconazol

0,4ml fluconazol

0,4ml fluconazol
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2.5 Variables y Operacionalizacion de Variables

Independiente: Aceite esencial de Minthostachys mollis mas fluconazol

Dependiente: Efecto sinérgico antimicotico in vitro sobre Candida albicans

Operacionalizacion de Variables

VARIABLE TIPO DE ESCALA INDICADOR INDICE
VARIABLE
Minthostachys | Independiente Nominal Concentraciones 25%,
mollis Cualitativa 50%
75%
100% del aceite esencial
Independiente
Fluconazol Cualitativa
Nominal 2mg/ml
Dependiente
Efecto sinérgico | Cuantitativa
antimicdtico in Razon Diametro de halos

vitro de
Minthostachys
mollis y
fluconazol
sobre  candida

albicans

de inhibicién
UFC

Kirby Bauer (mm)
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Definiciones operacionales.-

Aceite esencial de Minthostachys mollis : liquido de color verde amarillento,
con olor aromatico al mentol, con sabor picante- fresco no persistente, que se
obtiene de la destilacion por arrastre de vapor de hojas.( 32)

Efecto antimicético in vitro: capacidad para evitar el crecimiento de una

cepa fungica o producir la muerte en condiciones experimentales.(34)

Susceptibilidad antimicotica: Calidad de ser méas vulnerable de lo normal

frente a un tratamiento antimicotico (33)

Diametro inhibitorio: halo translicido detectado alrededor del disco, en la
que no se observa el crecimiento del agente fungico, incluye el didmetro
del disco. Se mide en milimetros, segin la escala de Duraffourd y

cuantitativamente segun la concentracion inhibitoria minima.(35)

Escala de Duraffourd: Escala utilizada para determinar cuantitativamente el
efecto inhibitorio in vitro segun el diametro de inhibicion. (36)

Nula (-) para un diametro inferior a 8mm

Sensibilidad limite ( sensible= +) para un diametro entre 8 y 14

Medio ( muy sensible = ++) para un diametro entre 14 y 20

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

Recoleccion de la muestra.

10 Kg de la especie vegetal de mufia fue recolectada en el mes de Febrero en
el Distrito de Huaraz, Provincia de Huaraz, .region de Ancash. Asimismo un
ejemplar completo fue llevado al Museo de Historia Natural y Cultural de la

Universidad Privada Antenor Orrego para su identificacion taxonémica.

Preparacion de la muestra

Seleccion y lavado: Los 10 kg de mufia fueron transportadas al laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional de Trujillo, a cargo de la Quimico Farmaceutico Marilt Soto ,en
donde se seleccion6 solamente las hojas que estén en buenas condiciones y se
eliminaron las sustancias extrafias presentes en la muestra vegetal. Luego se
precedio a lavar el material vegetal con agua destilada, seguido de una
desinfeccion, utilizando hipoclorito de sodio al 0.5 %. Posteriormente se
realizd un enjuague de las hojas con agua destilada estéril, esto es para retirar

los residuos de hipoclorito(37)

Extraccion del aceite esencial

La obtencion del aceite se realizo por el método de “destilacion por arrastre
de vapor de agua” (convencional) el cual permite un buen rendimiento.

El aceite esencial fue extraido a partir de las hojas frescas, previamente
cortadas en partes pequefias, se colocd en un balén de fondo plano y se la
sometié a una corriente de vapor de agua sobrecalentada; de esta manera se
arrastré la esencia que posteriormente por accion del refrigerante, sera
condensada. El producto destilado se separ6 tomando en cuenta sus
propiedades de inmiscibilidad y diferencia de densidades entre el agua y el
aceite esencial, utilizando una pera de separacion de vidrio, se filtro,

guardandose en un frasco de vidrio color ambar (para evitar la
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descomposicion por la luz) y bajo refrigeracion a una temperatura de 4 °C.
@37)

Determinacién del rendimiento de aceite esencial

La determinacién del porcentaje de rendimiento del aceite esencial (Y%RAE),
se realizd por el método de arrastre de vapor de agua en un equipo de
destilacion de acero inoxidable. A partir de 10 kg de hojas de Minthostachys
mollis(mufia), se obtuvo un determinado volumen que fue medido con una
probeta florentino. Por el método gravimetrico-volumétrico se determiné el

%RAE, aplicando la siguiente formula (37).

%RAE = Vol. AE (mL)/ P muestra (g) x 100
Donde:
Vol. AE : Volumen del aceite esencial obtenido en mililitros.
P :Muestra: Peso de la muestra a destilar en gramos.

Preparacion de las diferentes concentraciones del aceite esencial

Las concentraciones se prepararan segun el siguiente cuadro:

Volumen de aceite Tween 80 Volumen Concentracion
esencial final (%)
0.75 mL 2.25mL 3mL 25
1.5mL 1.5mL 3mL 50
2.25 mL 0.75 mL 3mL 75
3 mL - 3mL 100

Luego, se colocd cada una de las concentraciones en frascos de vidrio de
color ambar estéril, para protegerlas de la luz, llevandolas posteriormente a

refrigeracion de 4 a 8 °C, hasta la realizacion del analisis microbioldgico
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Obtencion de la cepa

La cepa de Candida albicans se obtuvo del cepario del Laboratorio de la

Universidad Nacional de Trujillo.

Preparacion de la cepa e inoculo

Una vez obtenidas la cepa, se cultivaron en tubos de ensayo con tapa
rosca, las cuales contuvo el Agar Sabouraud y dextrosa 4% para Candida
albicans, se incub6 a 37°C con el fin de obtener colonias jovenes. Luego de
24 horas, se tom6 una muestra del cultivo con el asa bacteriologica y se
prepar6 una suspension con solucién salina estéril a partir de las colonias

jévenes hasta alcanzar una turbidez semejante al estdndar 0.5 de Mac

Farland (1.5x 108 UFC/ml), esta comparacion se llevd a cabo visualmente
utilizando un fondo blanco y fuente de luz adecuada. El tubo conteniendo la
bacteria fue girado entre las manos durante 30 segundos, antes de proceder al
sembrado.(36)

Sembrado

La siembra se realiz6 utilizando un hisopo estéril, el cual fue embebido
en el tubo de cada cepa y a una distancia de 10 cm de la llama del
mechero. Las placas recién sembradas se colocaron dentro de una estufa
a 37°C de Temperatura durante 24 horas. (36)

Determinacion del efecto sinérgico antimicético

Para la prueba de susceptibilidad, se utiliz6 el método de Kirby y
Bauer (difusion de discos). Por lo que se prepararon 4 diluciones a las
concentraciones de 100%, 50%, 75% Yy 25%. Se utilizaron discos de
papel de filtro Whatman N°4, de 6 mm de diametro, los cuales fueron
embebidos con 0,4ml en las concentraciones mencionadas del aceite de

Minthostachys mollis mas 0,4ml de fluconazol, luego con una aguja
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estéril se colocaron sobre los cultivos de Candida albicans en las
placas petri previamente preparadas. Cada placa petri contuvo el agar
respectivo para la cepa y sobre ellas se colocaron los discos con las 4
concentraciones de aceite esencial mas fluconazol y para el disco del
antibidtico control de  Candida albicans se utiliz6 fluconazol
(medicamento de menor resistencia en el medio). Posteriormente las

placas se incubaron a 37° C en la estufa por 24 horas.(36)

La lectura se llevd a cabo a las 24 horas. Se midieron los halos de
inhibicion (susceptibilidad) de cada concentracion y cada agente,

incluyendo el &rea del disco de papel filtro con una regla milimetrada.

Determinacion de las Unidades Formadoras de Colonias UCF/mL

Con el indculo preparado anteriormente, se empez6 a sembrar en las
placas Petri con las concentraciones de 25 %, 50%, 75% y 100 % de
aceite esencial Minthostachys mollis mas fluconazol (04ml para cada
uno) y como control se sembraron cepas de Candida albicans con
tratamiento y sin éste , luego se incubd en la estufa a 37°C . La lectura
se hizo dentro de 24 horas.

Se realiz6 el conteo de UFC empleando la siguiente formula.*?

UFC=N/4x AxD
Donde

N= numero de colonias

A=érea

D=dilucion

Los resultados obtenidos fueron registrados en las fichas de recoleccion de

datos para su analisis.
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2.7 Técnica de Recoleccion de datos:

Se realiz6 a través de la observacion y la informacion recolectada, se
registrd en una ficha confeccionada especialmente para el presente
trabajo. (Anexo N° 1y 2).

2.8 Procesamiento y Analisis estadistico

En el presente trabajo de investigacion, se utilizd las tablas
estadisticas de resumen, asi como graficos estadisticos para presentar

los resultados de la investigacion.

La comparacion de los resultados obtenidos en la investigacion se
realizd6 mediante la prueba de analisis de varianza (ANOVA),
considerando un nivel de significancia de 0.05. Posteriormente se
utilizo la prueba de Duncan, para determinar diferencias
significativas entre pares de grupos considerando significativo si
p<0.05.

Todos los datos fueron procesados de manera automatizada con el

soporte del paquete estadistico SPSS 23.
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2.9. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente proyecto de investigacion se llevé a cabo teniendo en cuenta los
pilares bioéticos médicos basicos: Autonomia, justicia, beneficiencia, no

maleficiencia.

La declaracion 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 como que todo proyecto de investigacion
biomédica en seres humanos debe ir precedido de una minuciosa evaluacion de
los riesgos predecibles en comparacién con los beneficios previsibles para el
participante o para otros. La preocupacion por el interés del individuo debe
siempre prevalecer sobre los intereses de la ciencia y de la sociedad. Con el
debido protocolo de seguridad segin la OMS en la proteccion del personal
técnico del laboratorio. (38)

También se tomé en cuenta el articulo 15 de la Declaracion Universal sobre
Bioética y Derechos Humanos, el cual sefiala que de toda investigacion
cientifica y sus aplicaciones deberian compartirse con la sociedad en su
conjunto y en el seno de la comunidad internacional, en particular con los

paises en desarrollo (43)

Con respecto a las consideraciones nacionales, se tomo en cuenta los siguientes

articulos del Codigo de Etica del Colegio médico del Per(:

Art. 48°, El médico debe presentar la informacion proveniente de una
investigacion médica, para su publicacion, independientemente de los
resultados, sin incurrir en falsificacion ni plagio y declarando si tiene 0 no

conflicto de interés (44)
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RESULTADOS

Después de realizar los tratamientos in vitro de Minthostachys mollis mas

Fluconazol sobre Candida albicans se determino lo siguiente:

Candida albicans es sensible al efecto sinérgico de Minhostachys mollis
mas fluconazol debido a que el didmetros promedio de los halos de
inhibicion son mayores a 8mm, segun la escala de Duraffourd, a excepcién
del control del antimicético (fluconazol) tal como se muestra en la tabla 1.

En la tabla 2 se muestra el analisis de varianza, donde se obtuvo como
resultado que si existe diferencia estadistica altamente significativa del
didmetro del halo de inhibicion del crecimiento de Candida albicans del
aceite esencial de Minthostachys mollis en comparacién con el antimicotico
(fluconazol) donde el valor de P de la tabla de ANOVA es < 0,05 (p=0,000)

En la tabla 3 se muestra la comparacion de los promedios de los halos de
inhibicion del crecimiento de Candida albicans ATCC 10231, después de
haber aplicado la técnica de Kirby Bauer segin los grupos de tratamiento.
Se realizé la prueba de DUNCAN, en la cual se encontr6 que no existe
diferencia significativa entre los diametros del aceite esencial de mufia mas
fluconazol al 25% y 50%( Subconjunto 2) y del 75% comparado con el
100% (subconjunto 3)

En la gréfica 1 , se muestra el efecto antimicdtico del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) méas fluconazol en todas las concentraciones
superior al antimicotico ( Fluconazol) sobre Candida albicans ATCC 10231,
donde se aprecia que conforme aumenta la concentracién aumenta los halos
de inhibicion, pero existe poca diferencia entre los grupos de 25% y 50% ,
75% y 100%.
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En la tabla 4 muestra las concentraciones inhibitorias segin las Unidades
Formadoras de colonias(UFC) segln el grupo de tratamiento., en la cual la
asociacion del aceite esencial de mufia mas fluconazol no mostro crecimiento
de Candida albicans ATCC 10231, en comparacion con el control

(fluconazol) en la cual hubo crecimiento de 4.5 x 10°

En la grafica 2 se evidencia que sin tratamiento antimicoético, la cepa de
Candida albicans ATCC 10231 produce crecimiento de 10°
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Tabla 1

Diametro promedio de los halos de inhibicion del Aceite Esencial del Minthostachys
Mollis sobre Candida Albicans ATCC 10231, segun grupo de tratamiento. UPAQ,

Trujillo - 2016
Grupos de tratamiento n Promedio Desv. Estandar
25% + Fluconazol 10 20.0 2.981
50% + Fluconazol 10 20.8 2.348
75% + Fluconazol 10 38.8 5.514
100% + Fluconazol 10 39.0 9.298
Control (Fluconazol) 10 6.00 0

Fuente: Datos obtenidos en la hoja de recoleccién de datos, creada por el autor. UPAO
2017
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Tabla 2

Anaélisis de varianza del didmetro de los halos de inhibicion en el control anti fungico de

candida albicans ATCC 10231

FdeV SC GL CM F p
Tratamientos  79.005 4 19.751 75.246 0.0000
Error 11.812 45 0.262

Total 90.817 49

Fuente: Datos obtenidos en la hoja de recoleccion de datos, creada por el autor. UPAO

2017
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Tabla 3

Prueba de Duncan para la comparacion del didmetro de los halos de inhibicion segun

grupos de tratamiento

Grupo de Subconjunto para a= 0.05
Tratamiento n 1 2 3
Control

(Fluconazol) 10 000

25% + Fluconazol 10 20.0

50% + Fluconazol 10 20.8

75% + Fluconazol 10 38.8
100% +Fluconazol 10 39.0

Fuente: Datos obtenidos en la hoja de recoleccién de datos, creada por el autor. UPAO
2017
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GRAFICA 1:
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Tabla 4

Concentracion inhibitoria para las UFC, del Aceite Esencial del Minthostachys Mollis
sobre Candida Albicans ATCC 10231 segun grupo de tratamiento. UPAO, Trujillo - 2017

Grupo de tratamiento n Promedio Desv. Estandar t p
25% + Fluconazol 10 0 0 - -
50% + Fluconazol 10 0 0 - -
75% + Fluconazol 10 0 0 - -
100% + Fluconazol 10 0 0 - -
Control (Fluconazol) 10 4.5E+03 6.3E+01
10 1.0E+08 0
Fluconazol)

Fuente: Datos obtenidos en la hoja de recoleccion de datos, creada por el autor. UPAO

2017
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GRAFICO 2:
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DISCUSION

El uso de las plantas medicinales con fines terapéuticos es una practica que
se ha realizado desde tiempos remotos en diferentes culturas y que
actualmente sigue siendo una de las alternativas para diversos tratamientos.
En este contexto podemos referirnos a numerosos estudios sobre los aceites
esenciales, en los cuales se destaca su gran utilidad en diversas actividades
biolégicas tales como antioxidantes, antiinflamatorias, analgésicas,
antiespasmadicas , antibacterianas y antimicéticas. Esta Gltima actividad es
la que cobra gran importancia debido a la creciente resistencia a los

antimicoticos tradicionales en los tiempos actuales. (10)

En nuestro pais, existe también una diversidad de flora, y dentro de ésta
tenemos a una planta llamada Minthostachys mollis conocida como mufia, la

cual presenta efectos terapéuticos.

La presente investigacion demostrd el efecto sinérgico antimicotico del
aceite esencial de Minthostachys mollis mas fluconazol sobre Candida
albicans utilizando el método de Kirby y Bauer (difusion en disco) vy el

conteo de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

En la primera tabla se muestra el efecto sinérgico inhibitorio del aceite
esencial de Minthostachys mollis asociado a fluconazol en diferentes

concentraciones mas un control del farmaco antimicotico.

Obteniendo como resultado que el grupo control tenga efecto nulo sobre
Candida albicans, ya que se observé un diametro de 6mm, es decir que se
utiliz6 una cepa resistente al fluconazol, comparado con la asociacion de
mufia al 25% mas fluconazol que mostrd un diametro de inhibicion de
20.0mm, y el promedio del didmetro fue incrementando conforme aumenta

la concentracion de los grupos de tratamiento; comparado con el estudio que
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realizé Alcala-Marcos y cols (2011), quienes demostraron el efecto
antimicético del aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis en
comparacion con el fluconazol en cultivo de Candida albicans, y sus
resultados fueron que en los halos de inhibicion de GM25% fue de 32,00
mm; para GM50% de 40,00 mm, GM100% 46,80 mm; y del grupo control

por fluconazol fue de 39,00 mm.?

Dicha investigacion produce diferentes resultados, lo que puede ser
explicado porque la cepa utilizada en el presente estudio fue resistente a
fluconazol, como lo corrobora el articulo Casalinuovo IA, y cols (2004) En
la cual las especies de Candida y en muchos otros hongos, el gen ERG11 se
encarga de la sintesis de la Ergllp o la enzima 14 o demetilasa
indispensable para la sintesis del ergosterol. La resistencia a los azoles se ha
descrito en aislamientos clinicos en los que se demuestra una disminucion
de la expresion de dicha enzima o la presencia de mutaciones especificas
que la afectan en su estructura o funcién; y puede ser inducida por
regulacion negativa de su sintesis tras la exposicion prolongada al

fluconazol .*°

Otra justificacion de las diferencias de la susceptibilidad de Candida frente a
Minthostachys mollis en en este estudio y otras investigaciones podria
deberse a las caracteristicas propias de la Minthostachys mollis, es decir que
este efecto también depende del lugar de procedencia de cada especie,
ademas de otros factores como el clima, la altitud, la parte de planta

utilizada, el estado de crecimiento entre otros.*!

En la tabla 3 y grafico 2 muestran que la capacidad inhibitoria al 25% y 50%
del aceite esencial de mufia mas fluconazol tuvo similar efecto antimicético.

Asi mismo el efecto sobre Candida albicans entre 75% y 100% de aceite
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esencial de mufia asociado fluconazol no presentan diferencia significativa
sobre su capacidad inhibitoria.

Ademas los resultados obtenidos del aceite esencial de mufia al 75% y 100%
mas fluconazol representan una mayor eficacia en la susceptibilidad frente a
Candida albicans comparado con el 25 % y 50% de aceite esencial de mufia

mas fluconazol.

Dichos resultados se comparan con el estudio que realizé Cano C.(2007) %
quien observo que el aceite esencial de “mufia” presento6 efectos antimicoticos
frente a cepas de Candida albicans a las concentraciones de 50 y 100% y

frente algunos dermatofitos.

En la tabla 4 se determind que la sinergia entre el fluconazol mas el aceite
esencial de mufa al 25%, 50%, 75% y 100% mostraron efecto fungicida
sobre la cepa de Candida albicans mediante las Unidades Formadoras de
Colonias frente a los grupo de control. Pero se evidencié que el control solo
con Fluconazol detuvo el crecimiento de la cepa de Candida albicans pero no
en su totalidad, es decir a pesar que en los halos de susceptibilidad no mostro

efecto si lo hizo en el método de UFC.

Se infiere que ante una nueva alternativa del uso del aceite esencial de
Minthostachys mollis asociado a Fluconazol (antimico6tico usado con mayor
frecuencia en el ambito clinico) podria obtenerse mejores efectos,
comparados con el uso de una monoterapia farmacoldgica, ya que el aceite
esencial por sus propiedades lipofilicas o hidrofilicas, intervienen en la
destruccion de la pared del hongo y de la membrana citoplasmatica los cuales
resultan en el rompimiento de la membrana y coagulacién del citoplasma. El
aceite esencial también inhibe la sintesis de DNA, RNA, proteinas y
polisacéridos en los hongos, evocando cambios similares a los farmacos

antimicoticos.*

38



La resistencia de Candida sp. representa un reto terapéutico que deja un
menor nimero de posibilidades para el tratamiento de estas infecciones que se
caracterizan, a su vez, por una alta morbimortalidad.”® De ahf la relevancia
del presente estudio en el que una cepa resistente al fluconazol se hace
susceptible cuando se une con la Minthostachys mollis, pudiendo ser aplicado
posteriormente in vivo, es decir la presente investigacion abre nuevas

posibilidades terapéuticas, contribuyendo también con la Microbiologia.
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CONCLUSIONES

Existe efecto sinérgico antimicético in vitro del aceite esencial de
Minthostachys mollis “muifia” més Fluconazol frente a Candida albicans.
Candida albicans es sensible frente a todas las concentraciones del aceite
esencial de Minthostachys mollis “muna” mas fluconazol, siendo su efecto
dosis dependiente.

El efecto fungicida del aceite esencial de Minthostachys mollis “mufia”
frente a Candida albicans fue efectivo en las concentraciones todas las
concentraciones de 25 %, 50%, 75% y 100% no observandose crecimiento

de unidades formadoras de colonias.
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VI. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar trabajos similares para determinar la concentracion
minima inhibitoria del aceite esencial de mufia mas fluconazol sobre

Candida albicans

e Continuar las investigaciones y estudios in vivo para determinar los

efectos adversos o colaterales y dosis contra Candida albicans
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ANEXO N°1
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TABLA DE RECOLECCION DE DATOS

“Efecto sinérgico in vitro de cuatro concentraciones del aceite esencial

de Minthostachys mollis mas Fluconazol sobre Candida albicans.”

NUMERO SUSCEPTIBILIDAD(KIRBY BAUER) CONTROL DE
DE 25% + 50% + 75% + 100% + FLUCONAZOL
MUESTRA  FLUCONAZOL FLUCONAZOL FLUCONAZOL FLUCONAZOL

MUESTRA1 20 2 4.6 4.6 0.6

MUESTRA 2 2.2 1.8 4.6 4.4 0.6

MUESTRA 2.0 2 4.4 4.4 0.6

3

MUESTRA 20 1.8 3.8 2.8 0.6

4

MUESTRA 24 2.4 3.6 2.6 0.6

5

MUESTRA6 2.0 2.4 4 2.8 0.6

MUESTRA 7 1.8 2.4 3.6 3.2 0.6

MUESTRA 24 2 3 5 0.6

8

MUESTRA 1.8 2 3.2 4.6 0.6

9

MUESTRA 1.4 2 4 4.6 0.6

10

TOTAL 20/10=2 20.8/10=2.8 38.8/10=3.88 39/10=3.9 0.6
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ANEXO N°2
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NUMERO
DE

MUESTRA
MUESTRA
1
MUESTRA
2
MUESTRA
3
MUESTRA
4
MUESTRA
5
MUESTRA
6
MUESTRA
7
MUESTRA
8
MUESTRA
9
MUESTRA
10
Total

sobre Candida albicans, mediante UFC

FLUCONAZOL FLUCONAZOL FLUCONAZOL FLUCONAZOL

Candida

albicans sin

fluconazol

108

108

108

108

108

108

108

108

108

108

108

Concentracion del aceite esencial de MInthostachys mollis mas fluconazol

Fluconazol

45x10°

45x10°

4.4x10°

45x10°

45x10°

4.4x10°

45x10°

45x10°

46x10°

4.4x10°

45x10°



ANEXO 3

(PREPARACION DEL ACEITE ESENCIAL DE MINTHOSTACHYS
MOLLIS)
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1. IDENTIFICACION DE LA
PLANTA

2. SELECCION DEL
MATERIAL VERGETAL
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3. LIMPIEZA /| LAVADO

4. SELECCION DE HOJAS DEL
TALLO
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5. PESADO DE HOJAS

6. COLOCACION DE HOJAS
PESADAS EN EL EQUIPO DE
DESTILACION MAS AGUA

7. PROCEDIMEINTO DE
DESTILADO DE ACEITE(1HRA)
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8. SEPARACION DEL ACEITE EN
LA PERA DE DECANTACION

9. COLOCACION DEL
ACEITE EN LOS FRASCOS
AMBAR Y REFIGERACION

10. PREPARACION DE LAS
CONCENTRACIONES

54



ANEXO N° 4

DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD Y
RESISTENCIA ANTIMICOTICA DEL
ACEITE ESENCIAL DE MINTHOSTACHYS

MOLLIS MAS FLUCONAZOL
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Se prepararon discos de papel de filtro estériles, los cuales fueron

sumergidos dentro del aceite esencial de Minthostachys mollis mas fluconazol

y el control con fluconazol por un periodo de una hora.




Se prepara una suspension de caldo
glucosado a partir de las colonias
jévenes hasta alcanzar una turbidez
semejante al estandar 0.5 de Mac
Farland (1.5x 10° UFC/ml), esta
comparacion se llevd a cabo

visualmente.
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Se prepard las placas petri con medio Agar Sabouraud, sobre las cuales
se sembré el hongo de Candida albicans ATCC 10231 en camada con

hisopos estériles embebido del cultivo.
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Con una aguja estéril se colocaron los discos embebidos de cada
concentracion del aceite esencial de mufia al 25 %, 50%,75%y 100 % més
fluconazol y el control de discos con dicho farmaco; se colocaron sobre los

cultivos de Candida albicans resistente en las placas Petri.
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La lectura se llevo a cabo a las 24 horas mediante la inspeccion visual de cada placa.
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ZI4BELA DE RECOLECCION DE DATOS

“Efecto sinérgico f vire de cuaro concentacionss del aceits esencizl de
Ainchosaiuys vigily mas Fluconazol sobre Condida allioans. ™

ANEXO1

[ RCMERO |  SUSCEFTIBILIDAD(KIREY BAUER) | CONIROLDE |

DE T+ W+ T+ TOTW = | FLUCONAZOL
MUESTRA | Fivcovazor |Frrcowazor| FEUEoNazel | prpconazor
[MUESTRAT |20 T EX] EL 08
[MICESTRAT [ 2T % EE] L X}
[MUESTRL 3| 20 T EX? EE [}
[MCESTRA 1| 20 % IE 75 08
[MUESTRL 5| 24 3 KX % X
[MUESTRAS [ 10 pE El I 06
[MUESTRAT [ 15 3 KX II X
[MUESTRR §[ &0 I ] ¥ [
[MUESTRL 7| L¥ bl 1T 1% X3
[MUESTRA |14 I El 18 (]
10

L a inspeccion visual se efectud tomando el registro en milimetros de los
halos de inhibicion del crecimiento de Candida albicans para luego usar
la Escala de Duraffourd: Escala utilizada para determinar
cualitativamente el efecto inhibitorio in vitro, segin diametro de

inhibicién
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ANEXO N° 5

DETERMINACION DEL EFECTO
ANTIFUNGICO DEL ACEITE ACEITE
ESENCIAL DE MINTHOSTACHYS MOLLIS

MAS FLUCONAZOL MEDIANTE UFC
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A, P | U

) q-, \.«- o m n’s: l

B

Utilizandose 4 tubos de ensayo para las concentraciones de 25 % + F, 50 % + F ,75% + F y
100 % + F de 0.8ml més 0.2ml de la cepa estandarizada de Candida albicans ATCC 10231

Control farmacoldgico: 1 tubo de ensayo de 0.8 ml de fluconazol con 0.2 ml de la cepa
este ultimo tuvo usado es para el control.

El control micotico : 1 tubo de ensayo (cultivo bacteriano sin ningun tratamiento),
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Posteriormente para la determinacién de las Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) de cada tubo se sembrd 0,1 ml en placas con agar saboraud preparadas
previamente, utilizando el asa de Drigalsky para dispersar la muestra. Y se
pondran a temperatura a 37 grados centigrados por 24 horas para observar

resultados.
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Se determind la ausencia de las unidades formadoras de colonias en todas las
concentraciones usadas.




Se determiné el conteo de UFC en el control farmacolégico de fluconazol con el método

de los 4 cuadrantes mediante la formula: UFC:N/4xAxD
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