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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antifingico in vitro del extracto acuoso de

Rosmarinus officinalis “Romero” contra Candida albicans

Material y métodos: Estudio experimental, disefio de estimulo creciente. Se
emplearon 12 unidades experimentales, se emplearon 6 concentraciones
diferentes del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis y dos cepas de la
especie de C. albicans. Con el método de dilucion doble seriada se
determinaron las diferentes concentraciones, para el efecto antifingico se

empled el método de Kirby-Bauer y el método de difusién en pozo.

Resultados: Se emplearon 2g de residuo seco de Rosmarinus officinalis, se
obtuvieron las siguientes concentraciones 40 mg/mL, 20 mg/mL, 10 mg/mL, 5
mg/mL 2,5 mg/mL y 1,25 mg/mL. Presento efecto antifingico a 40 mg/mL, 20

mg/mL, 10 mg/mL respectivamente.

Conclusiones: EIl extracto acuoso de hojas de Rosmarinus officinalis tiene

efecto antifungico contra Candida albicans

Palabras clave: Antifingico, extracto acuoso, Candida albicans (Fuente:
BIREME)



ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antifungal effect of the aqueous extract of

Rosmarinus officinalis "Romero" against Candida albicans

Material and methods: Experimental study, design of increasing stimulus.
Twelve experimental units were used, 6 different concentrations of the
agueous extract of Rosmarinus officinalis and two strains of C. albicans
species were used. With the double serial dilution method, the different
concentrations were determined, the Kirby-Bauer method and the well

diffusion method were used for the antifungal effect.

Results: 2 g dry residue of Rosmarinus officinalis were used, the following
concentrations were obtained: 40 mg/ mL, 20 mg/ mL, 20 mg/ mL, 5 mg/ mL
2.5 mg/ mL and 1.25 mg / mL. It presented antifungal effect at 40 mg / mL, 20

mg / mL, 10 mg / mL, respectively.

Conclusions: The aqueous extract of Rosmarinus officinalis leaves has an
antifungal effect against Candida albicans

Key words: Antifungal, aqueous extract, Candida albicans (Source: MeSH
NLM)



INTRODUCCION

La candidiasis oral es una infeccién oportunista de la cavidad oral. Es
comun y subdiagnosticados entre los ancianos, particularmente en
aguellos que usan dentaduras postizas y en muchos casos es evitable
con un buen régimen de cuidado de la boca. También puede ser un
riesgo de enfermedad sistémica, como la diabetes mellitus y es un

problema comun entre los inmunocomprometidos?.

La incidencia de C albicans aislados de la cavidad oral ha sido
de 45% en neonatos, 45% -65% de nifios sanos, 30% -45% de adultos
sanos, 50% -65% de personas que usan protesis removibles, 65% -
88% en aquellos que residen en centros de cuidados agudos y de larga
duracién, 90% de los pacientes con leucemia aguda sometidos a

quimioterapia, 13 y 95% de los pacientes con VIH.

Por tal motivo el presente estudio tuvo como objetivo Determinar el
efecto antifingico in vitro del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis
“‘Romero” contra Candida albicans, Ademas, no existen reportes de
trabajos que revelen el efecto antifungico del extracto acuoso de

Rosmarinus officinalis “Romero” contra Candida albicans.

Los resultados de este estudio permitirdn determinar si el extracto

acuoso tiene actividad antifungica.



En el primer capitulo encontramos a la situacion problemética sobre

candidiasis en diferentes tipos de pacientes.

Para poder analizar esta problematica fue necesario mencionar las
causas y buscar el mecanismo de controlar su inhibicion a nivel in vitro

con extracto acuoso.

En el segundo capitulo encontraremos antecedentes clasificados por el

investigador para dar énfasis a la investigacion.

En el tercer capitulo se encuentra el marco metodologico, en la
investigacion se empled un enfoque cuantitativo, de tipo experimental

con estimulo creciente.



CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Situacion Problematica

La candidiasis se define como una infeccidon causada por un hongo del
género Candida, y el término candidiasis oral sélo se utiliza cuando se
describe una lesion clinicamente visible en la cavidad oral. La lesion
puede variar en tamafio, forma y color, dependiendo en gran medida de

los factores predisponentes detras de la enfermedad?.

Candida albicans es un microorganismo comensal oral, su ocurrencia
en la cavidad oral es de un 50-70% de los individuos sanos. Su efecto
sobre la ecologia oral se ha estudiado principalmente utilizando
modelos de especies duales, lo que desatiende la naturaleza compleja
de los biofilms orales. C. albicans es capaz de proliferar en biofilms
cultivadas en condiciones aerobias. Sin embargo, en condiciones
aerobias, sélo los biofilms que contenian C. albicans mostraron
autofluorescencia roja. Los géneros anaerdbicos facultativos o
estrictamente  como  Veillonella, Prevotella, Leptotrichia vy
Fusobacterium, fueron significativamente mas abundantes en biofilms
con C. albicans. Los biofilms sin C. albicans contenian mas de los
géneros aerobios y facultativos anaerdébicos Neisseria, Rothia y
Streptococcus. Este estudio in vitro ilustra que C. albicans no debe
despreciarse en ecosistemas bucales saludables, ya que tiene el

potencial de influenciar significativamente a las bacterias®.



Las infecciones frecuentes de la cavidad oral ocasionadas con Candida
se manifiestan en los ancianos. Aungue la causa real se desconoce, se
sabe que existe una prevalencia aumentada en ciertas ocasiones como
ocurre en personas de avanzada edad, en presencia de protesis
mucosoportadas, xerostomia 0 en patologias relacionadas
frecuentemente en los mayores®. Asimismo en otros estudios han
revelado que la prevalencia de Candida entre pacientes diabéticos fue
del 70% y entre los no diabéticos el 30%. La prevalencia de Candida
entre los grupos diabéticos se asocié significativamente con higiene
oral (P = 0,000), gingivitis (P = 0,004) y uso de proétesis (P = 0,002). En
conjunto, los resultados del presente estudio demostraron claramente
qgue los pacientes diabéticos son mas propensos a desarrollar la
infeccién por Candida en comparacion con los no diabéticos. Candida
se asociod significativamente con la higiene bucal, la gingivitis y el uso

de prétesis®.

Ademas se sabe que la estomatitis de la dentadura puede ocurrir en
respuesta a la acumulacién de placa en dentaduras postizas. Uno de
los principales microorganismos patégenos que causan este tipo de
inflamacion es Candida albicans. Un sintoma comun de candidiasis oral

es el dolor en la mucosa oral complicado por estomatitis angular®.



Como también la candidiasis’ de la mucosa oral surge principalmente
como resultado de la infecciéon por Candida albicans el rango de edad
afecta a individuos de 60-79 afios (61.0%, p <0.01). Las éareas
predominantemente afectadas son la lengua (48,3%, p <0,01) la encia
(20,0%, p <0,01), y la ocurrencia en multiples lesiones fue observada
en 43 (9,6%) pacientes. Los hallazgos clinicos tipicos de la candidiasis
oral fueron lesiones ulcerativas / eritematosas (33,2%, p <0,01) y

candidiasis pseudomembranosa (31,6%, p <0,01).

1.2. Formulacion del Problema
¢ Existe efecto antifungico in vitro del extracto acuoso de Rosmarinus

officinalis “Romero” contra Candida albicans?

1.3. Delimitacion de la Investigacion

La ejecucion del trabajo de investigacion titulado: efecto antifingico in
vitro del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis “Romero” contra
Candida albicans, se ejecuto en el laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Sefior de Sipan.

El tiempo que tomara la ejecucion del proyecto de investigacion desde

Abril del 2017 hasta Junio del 2017. (3 meses).



1.4. Justificacion e Importancia de la Investigacion

El presente trabajo de investigacion se justifica en la gran incidencia de
infecciones bucales ocasionada por Candida albicans reportados a
nivel hospitalario y centros de salud y que pueden ser resistentes a
muchos antifingicos de uso comun y vehiculizadas por equipos o

procedimientos invasivos.

Ademas, no existen reportes de trabajos que revelen el efecto
antifangico del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis “Romero”
contra Candida albicans.

Los resultados de este estudio permitirdn determinar si el extracto
acuoso tiene actividad antifungica, teniendo con ello la posibilidad de
incentivar otros estudios destinados a, demostrar el efecto inhibitorio
sobre otros microorganismos tipo parasitos u otros tipos de especies de
hongos, la purificacién del producto, a su uso en terapia 0 como
desinfectante o como indicador de inhibicion del crecimiento
microbiano, como también para elaboracion de posibles colutorios.

1.5. Limitaciones de la Investigacién

Una limitacién para la ejecucion fue no contar con una cepa estandar
de Candida albicans, pero se empleo cepas aisladas e identificadas en

el Hospital Regional Lambayeque.



1.6. Objetivos de la Investigacion

Objetivo general

Determinar el efecto antifungico in vitro del extracto acuoso de
Rosmarinus officinalis “Romero” contra Candida albicans

Objetivos especificos

Determinar la zona de inhibicion del extracto acuoso de Rosmarinus
officinalis “Romero” contra Candida albicans mediante el método
Kirby-Baeur.

Determinar la zona de inhibicion del extracto acuoso de Rosmarinus
officinalis “Romero” contra Candida albicans mediante el método

difusién en pozo.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion:

Muhammad et al, (2015) realizaron un estudio con el objetivo de
determinar la actividad antifingica de extracto acuoso de Mimosa
pudica contra aislamientos de hongos de maquinas de afeitar en
Sokoto Metropolis, Nigeria. Dos de los ocho hongos aislados de la
maquina afeitar mostraron una zona de inhibicion significativa.
Trichophyton verrucosum y T. soudanense revelaron el mayor
didmetro de la zona de inhibicion a 200 mg/mL, 250 mg/mL y 300
mg/mL para extracto acuoso de hojas de M. pudica, respectivamente,
mientras que Microsporum canis reveld el menor didmetro de la zona
de inhibicibn a 150 mg/mL, 200 mg/mL y 250 mg/mL y T.
concentricum y M. gypseum no se presentaron zona de inhibicion. La
presencia de componentes fitoquimicos podria ser la razon para la

inhibicién en el crecimiento de algunos de los microorganismosé.

Gupta et al. (2014) Realizaron un estudio con el objetivo de determinar
la actividad antifingica del extracto acuoso de hojas de Ocimum
sanctum en especies fungébmicas dominantes de monumentos. Cuatro
especies comunes de hongos aislados Aspergillus niger, Rizopous,
Cladpsporium y Curvularia lunata del sitio arqueoldgico fueron

sometidos a experimentos de laboratorio que involucraron el control in



vitro de las especies de hongos usando extractos de plantas. Se
determinaron extractos de hojas acuosas al 10%, 20%, 30% y 40% con
las concentraciones de control (medio basal) ensayadas en agar de
dextrosa de patata (PDA) para la actividad contra el crecimiento de
micelio a 26 += 1°C con tres placas replicadas. Los valores de
crecimiento fangico registrados fueron generalmente bajos en
comparacion con el control (sin placa de petri extracto). El extracto
mostré actividad antifingica a diferentes concentraciones 10%, 20%,
30% y 40% de la solucién preparada para el estudio. Se encontré que
el extracto de la planta a una concentracion del 40% era eficaz para
reducir el crecimiento micelial de A. niger, Rizopous, Cladpsporium sp.
Mientras que el 30% de extracto vegetal es efectivo para Curvularia
lunata. Extractos de plantas facilmente disponibles y asequibles y
respetuosos con el medio ambiente en el control de enfermedades

fingicas®.

Mahmoud et al. (2011) realizaron un estudio para evaluar el efecto de
extractos acuosos de las hojas de neem en el crecimiento de algunos
patogenos humanos (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Candida albicans y Microsporum
gypseum) in vitro. Diferentes concentraciones (5, 10, 15 y 20%)
preparadas a partir de estos extractos inhibieron el crecimiento de los

patdgenos de ensayo y el efecto aumenté gradualmente con la



concentracion. El 5% de extracto acuoso de hoja de neem caus6 una
inhibicion en el crecimiento de los seis patdgenos fungicos de prueba.
El més alto (35,22%) se registré en A. niger, mientras que el mas bajo
(4,00%), fue en C. albicans. Una concentracion del 10%
moderadamente inhibid el crecimiento de todos los hongos de prueba
con el valor méas alto (49,55%) registrado en A. niger y el mas bajo
(11,53%) en C. albicans. Se registré una inhibicion del 86,22% en el
crecimiento de A. niger en comparacion con el 38,44% en el
crecimiento de M. gypseum, cuando el extracto acuoso de hoja de
neem se ensay0 a una concentracion del 15%. Estas relaciones de
inhibicién saltaron a 100% y 53,66% en el crecimiento de A. niger y M.

gypseum durante el ensayo con la concentracion del 20%%°.

Omidpanah et al. (2015) realizaron un estudio para evaluar Actividad
antifngica de extractos acuosos de Plantas medicinales contra
Aspergillus flavus, aflatoxina de pistacho producido por hongos in vitro.
Se afadieron extractos con diferentes concentraciones (200-800
pMg/mL) y polietilenglicol con el mismo potencial osmoético de extractos
de plantas al medio de agar de dextrosa de papa para evaluar el
crecimiento del hongo después de 7 dias usando el método de dilucion
en agar Benomyl, un fungicida, se utiliz6 como un estandar positivo.
Los ensayos se realizaron por triplicado, y también se calcularon los

didametros medios de crecimiento de hongos. Todas las

10



concentraciones de los extractos de plantas inhibieron
significativamente el crecimiento del hongo en comparacion entre si y
los tratamientos de control, mientras que los extractos de tomillo y
cartamo manifestaron la prohibicion mas efectiva comparada con
benomil con una concentracién inhibitoria minima de 200 y 400

pug/mLL,

Ubulum et al. (2011), analizaron los extractos acuosos y etandlicos de
las semillas de Picralima nitida para determinar sus actividades
antifingicas utilizando Aspergillus flavus, Candida albicans vy
Microsporum canis como organismos de ensayo. El analisis fitoquimico
revelé la presencia de algunos metabolitos de plantas que se ha
informado que tienen efectos antimicrobianos. Los ensayos se
realizaron usando concentraciones de extracto de 25, 50, 100 y 200 mg
/ ml y se emple6 la técnica de difusion de pozos de agar. Los
resultados obtenidos, revelaron una diferencia significativa (P <0,05) en
el diametro de la zona de inhibicion entre A. flavus y C. albicans y entre
C. albicans y M. canis. Sin embargo, no hubo diferencias significativas
(P> 0,05) en el diametro de la zona de inhibicion entre A. flavus y M.
canis. Con el extracto acuoso de semilla, se observo una diferencia
significativa (P <0,05) en el diametro de la zona de inhibicién entre A.
flavus y C. albicans y entre A. flavus y M. canis pero no hubo

diferencias significativas (P> 0,05) en la inhibicion Entre C. albicans y

11



M. canis. La actividad inhibidora del extracto etandlico en cada
organismo de ensayo se comparo6 con la del extracto acuoso y en todos
los casos la diferencia observada fue significativa (P <0,05). Estos
hallazgos indican el potencial de las semillas de P. nitida como

panacea para algunas infecciones fungicas'?.

Nasrollahi y Abolhasannezhad (2015). En este estudio, se examinoé la
propiedad antifingica de extractos de hoja de olivo contra Candida
albicans PTCC-5027. Se prepararon extractos de hojas de olivo frescas
utiizando agua destilada en un aparato Soxhlet. La actividad
antifangica del extracto se analiz6 midiendo la concentracién inhibitoria
minima (MIC) y la concentracién fungicida minima (MFC), utilizando el
ensayo de microdilucion y el ensayo de difusion en disco. Los extractos
acuosos de hojas de olivo exhibieron efectos antifungicos contra la
levadura con una CIM de 24 mg / ml, MFC de 48 mg / ml y un didmetro
de la zona de inhibicibn de 21 mm. Los resultados indicaron la
sensibilidad de Candida albicans PTCC-5027 a extractos acuosos de

hoja de olivo®3.

2.2. Estado del arte
El estudio publicado por Mendez y Herrera en el 2001 da un enfoque

sobre los antifingicos empleados!4.

12



Agentes antifungicos sistémicos

Polienos

La anfotericina B (1956, E. R. Squibb & Sons, Princeton, NJ), en la
presentacion liposomal de complejo de anfotericina B y los lipidos son
los macrdlidos poliénicos, que se utilizan principalmente en el
tratamiento de infecciones sistémicas e infecciones fuangicas del
tratamiento a largo plazo. La formulacion liposomal y el complejo
lipidico de anfotericina B se sometieron a una evaluacién clinica.
Agentes antifungicos de polieno actian mediante la union a la
ergosterol de la membrana celular, lo que provoca una inestabilidad
osmoética y la pérdida de integridad de la membrana. La toxicidad
directa de la membrana es en parte debido al dafio oxidativo, a menudo
fungicida. El efecto se extiende a células de mamifero en la que el
farmaco se une al colesterol, que hace que la alta toxicidad asociada

con los medios de polieno-similares®.

La anfotericina B es producido por Streptomyces nodosus; Y se ha
utilizado en el tratamiento de enfermedades producidas por hongos
durante muchos afos, no es estable cuando, suave pH &cido o se
expone al calor. Sin embargo, la resistencia a la anfotericina B es raro,
pero los cambios en Membran se correlaciona con el desarrollo de
resistencia tanto in vitro como in vivo. Las formulaciones liposomales y

complejo lipidico de anfotericina B fueron disecados a fin de maximizar

13



la distribucién de la anfotericina B en pacientes con infecciones
fungicas diseminadas como candidiasis hepatosplenischer vy
aspergilosis pulmonar invasiva, una de las ventajas de este tipo de
farmacos que tienen una toxicidad selectiva de las células fungicas y
no para los eritrocitos?4.

Azoles

Azol antifungico se introdujeron en la década de 1960, pero sélo un
grupo de ellos tienen actividad antifUngica sistémica, miconazol,
ketoconazol, fluconazol e itraconazol se muestra; Los azoles inhiben la
enzima citocromo dependiente de P-450, ocasionan degeneraciéon a la
sintesis incompleta de ergosterol y la union del ergosterol de la

membrana celular de hongos“.

Miconazol, y ketoconazol se establecieron como agentes de amplio
espectro para una variedad de patdégenos fuangicos, incluyendo

levaduras, hongos dimérficos, dermatofitos y patégenos oportunistas!4.

Miconazol (1970, Janssen Pharinaceutica, Piscataway, N, J.) era para
ser administrado por via intravenosa en el tratamiento de infecciones

fingicas sistémicas, el primero derivado de azol, se ha desarrollado'4.

A pesar de su relativamente alta toxicidad limita su uso para ciertos
casos de Pseudallecherosis, meningitis criptococica y meningitis

coccidiodal infantil y la via de administracion es intraventricularmente

14



ademas del ketoconazol oral4.

Ketoconazol (1977, Janssen Pharinaceutica) es un agente antifungico
que se absorbe por via oral, para su absorcion y su penetracion en el
liguido cefalorraquideo requiere un pH normal intragastrico, esto se
considera una alternativa eficaz de Amphotericina B para el tratamiento
de individuos inmuno-competentes con localizada establecido o
histoplasmosis, blastomicosis, candidiasis mucocutdnea vy

Paracoccidioidomicosis diseminadal*.

En los dltimos afos, itraconazol y fluconazol fueron admitidos como
agentes sistémicos orales activos con un menor potencial de toxicidad
que imidazoles debido a su mayor unién especifica a los citocromos de

la célula micética que de los citocromos de la célula de mamifero!4,

El fluconazol (Phizer Pharmaceuticals, New York, NY) es una pequefia
molécula relativamente, y soluble parcialmente en agua, se absorbe
facilmente y con una vida media prolongada (hasta 25 horas en los
seres humanos), se excreta como sustancia activa en la orina y penetra

en el liquido cefalorraquideo®4.

Itraconazol (Janssen Pharmaceutica) es un componente lip6filo, que se
distingue por una buena absorcién oral, una amplia distribucién tisular y
una larga vida media en el suero. El itraconazol es muy insoluble en

liquidos acuosos y tiene un alto contenido de proteina (mas del 90%).

15



Este farmaco se une fuertemente a las proteinas plasmaticas y penetra
facilmente en el liquido cefalorraquideo y la orina, pero se siente bien

en la piel y los tejidos'*.

Los inhibidores de la sintesis de pirimidina

5-Fluorodtocina (5-FC) (Hoffmann-La Roche Inc., NJ) es un compuesto
estable soluble en agua, para la administracion oral en el tratamiento
de infecciones sistémicas causadas por patbgenos oportunistas y otras

levaduras u hongos'4.

Su modo de accidon es un antimetabolito competitivo para uracilo en la
sintesis de ARN de levadura, y también interfiere con la timidilato
sintetasa. Existen 5 enzimas que estan implicadas en el mecanismo de
accion de la 5-FC. Al menos 2 sitios metabdlicos son responsables de
la resistencia a 5-FC, uno con el permeasa enzima citosina y la otra la
enzima citosina desaminasa, la primera es con la deteccién de 5-FC en
la célula fangica y la segunda con la conversion el farmaco de la forma

metabdlicamente actival?.

Sensibilidad a los antifungicos

En las pruebas de sensibilidad in vitro son de construccion similar a las
pruebas con agentes antibacterianos. En las pruebas de sensibilidad in

vitro idealmente:
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A) Presentan una actividad relativa de dos o0 mas agentes antifungicos.

B) Es necesario correlacionar la actividad in vivo y predecir lo que

puede esperarse en terapia.

C) Permiten el seguimiento del desarrollo de resistencia entre las

poblaciones de organismos susceptibles normales

D) Existe una prediccion del potencial terapéutico de los agentes del

reciente descubrimiento.

Desafortunadamente, hay poca evidencia para apoyar los correlatos
clinicos de la sensibilidad antifungico con resultados de la prueba in
vivo. Los métodos para realizar pruebas de susceptibilidad anti-
fungicas incluyen diluyentes caldos (macro- y micro-dilucién), método
de dilucién en agar y, ensayo de difusion en disco'*. En la actualidad,
se evaluaron dos pruebas de susceptibilidad antifingica comercial; es
desarrollado por Alamar Biosciences, Inc. prueba de microdilucién
colorimétrica y la prueba E-test de difusibn en agar antifungico

desarrollado que el de AB Biodisk (Soina, Suecia) conocido®*.

El Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clinico (NCCLS) ha
propuesto como un método de referencia, el método de caldo de

dilucién para las pruebas de susceptibilidad de levaduras!4.

La anfotericina B presenta pocos casos de resistencia a este farmaco,
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especialmente para los aislados de Candida spp., Zigomicetes y
Pseudallescheria boydii no probados a menudo para Ila

susceptibilidad®4.

Los otros hongos son sensibles a este farmaco. Las pruebas de
susceptibilidad a los Azoles presentan algun valor en los aislados de
levadura, como la susceptibilidad de levadura a estos farmacos es
variable. Sin embargo, estas pruebas no estan garantizadas para los
hongos dimérficos porque estas cepas son susceptibles a ella en
general. En las pruebas de sensibilidad in vitro con 5-FC son
clinicamente importante que la prueba utilizando polieno o compuestos
de azol, desde que se detectd la resistencia al 5-FC como la aparicion
de cepas de levaduras y otros hongos resistentes después de la

exposicion terapéutica a este farmaco'*.

La mayoria de los hongos, incluyendo hongos dimorficos son
resistentes a 5-FC. Sin embargo, los resultados de estas pruebas
deben ser interpretados con precaucion debido a que los resultados no

siempre son predictivos de las reacciones clinicas4.

La prueba de susceptibilidad antifingica esta influenciada por un
namero de variables técnicas, incluyendo el indculo y la preparacion, la
formulaciéon y el pH del medio, la duracién y la temperatura de

incubacion, asi como los criterios para determinar el punto final.
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Ademas, la prueba de susceptibilidad antifGngica se complica por
problemas de los mismos hongos, una tasa de crecimiento lento, como
una levadura unicelular para crecer (en comparacion con la bacteria) y
la capacidad de ciertos hongos dimorficos que producen
blastoconidios, hifas o formas de los filamentos de los hongos
producido que producen esporas asexuales, en funcion de pH,

temperatura y composicion del medio'4.

Por ultimo, las propiedades béasicas de agentes antifungicos tales como
la solubilidad, estabilidad quimica, modos de accion y la tendencia es a
causar una inhibicion parcial del crecimiento en un amplio rango de

concentracion a considerar#

La determinacion de la concentracién inhibitoria minima es un paso
critico en la prueba de susceptibilidad antifingica, en particular con
azoles. Lo observado con 5-FC inhibicién parcial y azoles hace que sea
dificil determinar un buen punto final, y crea una gran cantidad de

variabilidad#.

Tradicionalmente, la concentracion inhibitoria minima se considerd
como la concentracion mas baja de un agente antifUngico que inhibe

completamente el crecimiento de un hongo'*

La determinacion de la concentracion inhibitoria minima o del punto

final con un criterio menos estricto (baja turbidez cerca del punto final
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se ignora), la reproducibilidad entre diferentes laboratorios ha
aumentado y un cambio en la distribucion de CMI a bajas
concentraciones de medicamentos para Candida albicans y Candida

tropicales especialmente cuando se utilizan azoles'4.

2.3. Baseteodrica cientificas

Rosmarinus officinalis “ROMERO”
Descripcién y habitat
Este arbusto aromatico pertenece a la familia Labiatae. Puede tener
una altura de 50 a 150 cm y es perenne, frondoso y muy ramificado*®.
Los principios activos se concentran en las hojas y a veces en el pico
de la floracion. Los primeros son opuestos, coriaceas y estrecho lineal.
Puede medir hasta 3 cm de largo y 4 mm de ancho, y sus margenes
globales que se enrollan hacia abajo, se ven casi cilindrica. La cara
superior de las hojas jovenes son peludas e intensos verdes hojas
adultas carecen de pelos o tricomas. Esta cara es aspera y surcada por
el nervio mediano, que esta dividido. Las proyecciones nerviosas claras
de la parte inferior que esta cubierta por un denso tomento blanco'®.
La floracion dura casi todo el afio y las flores labiadas se agrupan en
inflorescencias densas, que se encuentran en las axilas de las hojas.
La corola es azul, rosa o blanco, con manchas de color parpura en el

interior y tienen dos estambres dobladas que estan unidos a la corola y
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tienen un pequefio diente. Estas flores tienen dos labios bien
marcados, la superior con dos Iébulos y la parte inferior con tres, de las
cuales la etapa intermedia es concava y alargada. El fruto es una
tetraguenio parduzco®®.

Toda la planta desprende un olor fuerte, aromatico, similar al alcanfor.
Su sabor caracteristico también es aromatico, aspero y ligeramente
picante °

Este arbusto, tipico de las zonas aridas y secas, se origina en el
mediterraneo, donde se cultiva.

De hecho, sus principales paises productores de Espafia, Marruecos y
Tanez. La recoleccion se lleva a cabo entre abril y julio y sera
entregado en cajas de carton o bolsas de papel.

Composicion quimica

Las hojas de Romero contienen de 1,0 a 2,5% de aceite esencial que
se compone de monoterpenos tales como 1,8-cineol, alfa-pineno,
alcanfor, alfa-terpineol, canfeno, borneol, acetato de bornilo, limoneno,
linalool, mirceno, verbenona. También presentan sesquiterpenos como
el beta-cariofileno. Sin embargo, la composicién de aceite esencial de
romero en funcion de diversos factores, varian considerablemente la
parte de la planta, el grado de desarrollo de la planta en el momento de
la encuesta o el origen geogréafico. En el Mediterraneo se distinguen

dos tipos de esencias de romero: los tipos Marruecos, Tunez, que
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tienen un alto contenido de 1,8-cineol y el tipo espafol que tiene un
menor contenido de 1,8-cineol®.

Las hojas de romero presentan principios amargos, que consta de
diterpenos  (Picrosalvin, carnosol, isorosmanol, Rosmadial,
rosmaridifenol, Rosmarichinon) y triterpenos (oleanolische y ursolische
acidos y sus 3-acetil). Los Flavonoides (Cirsimarina, diosmina,
hesperidina, Homoplantiginina, Fegopolina, nepetina y Neptina) y
polifenoles (acido rosmarinico, acido clorogénico, acido cafeico, y
acidos fendlicos de acido cinamico) °.

Actividad farmacologica

El romero es carminativo, digestivo y antiespasmédico y tiene
capacidades coleréticos, colageno y las propiedades hepatoprotector.
El efecto favorable que tiene sobre la digestion se produce en el acto
en varios niveles. En primer lugar, estimula la produccion de jugos
digestivos.

También relaja los musculos lisos gastrointestinales, elimina posibles
calambres y promueve secreciones. Al relajar el cardias, que tiene un
efecto carminativo y colagogo, gracias a la relajacién del esfinter de
Oddi.

La planta también ejerce una actividad diurética, anti-inflamatorio,
antiulcerosa y efectos antioxidantes. Si bien no se han descrito
estudios clinicos sobre estas propiedades farmacolégicas en la

literatura cientifica, que se hayan detectado in vivo y en pruebas in
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vitro. Su actividad colagoga, colerética y hepatoproteccion, asi como su
efecto diurético en ratas y conejillos de indias. Algunas pruebas
farmacoldgicas también han demostrado que el aceite esencial,
algunos extractos y algunos de sus componentes aislados relajan los
musculos lisos traqueales, intestinales y vasculares de varios animales.
Y aunque el mecanismo de accidon no esta del todo claro, algunos
autores creen que es debido a un efecto antagonista del calcio,
especialmente en los efectos relajantes de aceite esencial en el
musculo liso traqueal.

En cuanto al efecto anti-inflamatorio de sustancias activas del romero,
se hallo en los animales de experimentacién que el acido rosmarinico
aumenta la produccion de prostaglandina E2 y disminuye la produccion
de leucotrieno B4 en leucocitos polimorfonucleares humanos. También

se observé que este acido fendlico inhibe el sistema del complemento.

Por esta razén, su uso en el tratamiento o la prevencién de diversas
condiciones inflamatorias podria ser util. También se ha demostrado en
ratas que el extracto hidroalcohdlico de la planta presenta una actividad
antiulcerosa, algunos investigadores afirman que el efecto se deberia a
los componentes antioxidantes contenidos en el mismo?®.

Los estudios sobre la actividad farmacoldgica de los componentes de

romero actualmente en curso estan dirigidos principalmente a
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diterpenos (especialmente rosmanol), desperto el gran interés debido a
sus propiedades antioxidantes®.

De hecho, cuando los diterpenos contenidas en el romero se
biosintetizan en las plantas en respuesta al estrés oxidativo, que ejerce
un efecto protector sobre las membranas celulares de las plantas, no
es de extraiar que tienen un fuerte efecto antioxidante y captadores de
radicales. Sin embargo, se encontr6 que estos dos componentes
aislados y extractos de la droga tienen esta actividad*®.

Por otra parte, se ha demostrado que inhiben la oxidaciéon de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y el envejecimiento causado por
fendbmenos de oxidacién de la piel.

Algunos estudios recientes muestran que el carnosol promueve la
sintesis de un factor de crecimiento neuronal, que es esencial para el
crecimiento y mantenimiento del tejido nervioso.

Finalmente, la naturaleza de la planta tiene antibacteriano, antiséptico,
fungicida y propiedades balsdmicas. Es debido a este efecto balsamico
para lo que se utiliza comunmente para combatir las enfermedades

respiratorias. A cambio, tiene actividad rubefaciente y cicatrizante®®.

CANDIDIASIS O CANDIDIOSIS
Definicion: Es una infeccion primaria o secundaria causada por
levaduras del género Candida, con manifestaciones clinicas muy

variables de aguda, subaguda, evolucién cronica o episédica, en la que
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las lesiones de la piel por hongos, mucosa de la piel, causan profunda
0 se pueden propagar?®,

Agentes etioldgicos: El principal agente es Candida albicans, pero
pueden estar implicadas otras especies de Candida, como, Candida
dubliniensis, Candida glabrata, Candida famata, Candida krusei; C.
lusitaniae, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, etc. Levaduras de
otros géneros distintos de Candida como Saccharomyces, Pichia,

Rhodotorula pueden dar cuadros clinicos similares a la Candidiasis®®.

Clasificacion taxondémica:
Teniendo en cuenta la reproduccion sexuada de las levaduras se las
incluye en las subdivisiones Ascomycotina, Basidiomycotina vy

Deuteromycotina (cuando no se conoce la reproduccién sexuada) .

Dominio: Eucarya

Reino: Fungi

Divisién: Eumycota

Subdivision: Deuteromycotina

Clase: Blastomycetes

Familia: Cryptoccocaceae

Género: Candida

Especies: C. albicans; C. glabrata; C. krusei; C. parapsilosis; C.

tropicalis, etc.
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A algunas de estas especies se les conoce su teleomorfo (forma
sexuada):

C. famata: Debaryomyces hansenii;

C. krusei: Issatchenkia orientalis;

C. lusitaniae: Clavispora lusitaniae

Epidemiologia

Es una infeccion cosmopolita. Es una de las infecciones oportunistas
mas comunes en los seres humanos. La incidencia ha aumentado
significativamente en los Ultimos 20 afios. Las levaduras son
responsables de 7,45% de las infecciones por hongos, el 25% de las
micosis superficiales y entre el 75 y el 88% de las infecciones flungicas
nosocomiales. No hay personas de todas las edades, género o etnia
sin infeccion por levaduras del género Candida, que se encuentran en
la naturaleza, en el suelo y el agua fresca, verduras, frutas, exudado
arbol, granos y en general cualquier sustancia rica en hidratos de
carbono simples. Ademas, son residentes habituales de los sistemas
digestivo, respiratorio y areas muco-cutaneas de las personas y de
otros hospederos!4. El sistema gastrointestinal humano tiene un
pequefio pero constante poblacion de C. albicans. En los adultos,
existen dos factores regulan el numero de levaduras en el intestino:

(1) otros miembros de la flora intestinal, la densidad de poblacién de

levaduras (principalmente bacterias lactobacilos y anaerobios) por
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factores antimicrobianos, inhibidores de la adherencia, de oxidacion-
reduccion competencia potencial y control por los nutrientes disponibles
y (2) dieta, ya que el consumo excesivo de frutas frescas, dulces u
otros materiales fermentables en un aumento considerable en el
namero de levaduras intestinales, especialmente C. albicans. Ademas
de C. albicans otras especies que pueden colonizar la mucosa oral y
del tracto gastrointestinal humano como C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. dubliniensis, C. krusei. La piel normal también puede
presentar flora de levaduras residentes, que incluye C. parapsilosis, C.
guillermondii, C. krusei. Otras especies como C. albicans y C. tropicalis
no se encuentran con regularidad en la piel normal, salvo en la region
ano-genital y alrededor de la boca. En la mucosa vaginal normal se
puede aislar C. albicans y, con menor frecuencia, C. glabrata, C.

tropicalis C. parapsilosis y C. krusei

Las rutas de infeccion mencionadas son las infecciones de origen
endogeno desde depdsitos mucocutaneas 0 cutanea, se puede
evidenciar también en los hospitales donde las levaduras pueda
transmitirse a lactantes de biberones contaminados, pacientes con
trasplantes o pacientes inmunocomprometidos a partir de instrumentos
quirdrgicos, instrumentos utilizados en didlisis o endoscopios
contaminados o por la existencia de infecciones por hongos en las

uflas de las manos o los empleados que trabajan en unidades de
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cuidados intensivos, transmitidos, sin la proteccion adecuada.
Patogenia: El equilibrio entre dichas comensal (levadura) y el anfitrion
podria ser invadido y dar al parasitismo o el desarrollo de infecciones
oportunistas'®. El desarrollo de la enfermedad de Candida depende de
la interaccion de determinados factores:

- Factores predisponentes para la infeccion.

- Patogenicidad intrinseca del microorganismo.

- Mecanismos de defensa del huésped.
Factores predisponentes
Los factores que desencadenan la enfermedad son comunes las
modificaciones en los mecanismos de defensa del huésped, los cuales,
inducen transformaciones en el comportamiento del hongo'S. Las
manifestaciones clinicas y la severidad de la infeccion estan en relacién
con la naturaleza y el grado de compromiso de las defensas normales
del huésped. Las causas predisponentes se pueden agrupar en:

- Locales: maceracion, contacto con agua, mala higiene.

- Fisioldgicas: recién nacidos, vejez (edades extremas),

embarazo.

- Endocrinas: diabetes, hipotiroidismo.

- Alteracion de la flora normal: por uso de antibioticos (ATB).

- Enfermedades hematolégicas: linfomas, leucemias, anemia

aplasica, agranulocitosis, neutropenia, hipo y

agamaglobulinemia.
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- Factores iatrogénicos: uso prolongado de corticoides,
guimioterapicos, inmunosupresores, agentes  citotoxicos,
alimentacion parenteral, transplantes, cirugia abdominal,
utilizacion de sondas y catéteres, radioterapia, protesis,
hemodialisis, cateterismo.

- Enfermedades debilitantes: infeccibn por virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), neoplasias, inanicion,
guemaduras graves y extensas, drogadiccion, tuberculosis y
otras enfermedades infecciosas. En general, la candidiasis
cutdneo mucosa es frecuente en pacientes con deficiencias en
las células T, tal como ocurre en los pacientes con SIDA, en
pacientes diabéticos y con otras endocrinopatias. La infeccion
mas seria, la candidiasis invasiva (Cl), que compromete la vida
del paciente, se desarrolla en individuos severamente
inmunocomprometidos, y, en la mayoria de los casos de CI
confluyen dos o mas de estos factores predisponentes. La
neutropenia es una de las principales causas de CI; aunque los
pacientes sometidos a transplantes de 6érganos, con tumores
sélidos o con enfermedades malignas de la sangre, también
tienen alto riesgo de sufrir CI.

Factores de patogenicidad
El potencial patogénico de las levaduras varia considerablemente.

Estas no son un componente pasivo del proceso infeccioso, sino que
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poseen una serie de factores de virulencia. No existe un unico factor

gque pueda ser considerado por si solo como responsable de la

patogenicidad, sino que se ha propuesto una combinacion de

diferentes factores que contribuyen a una o mas etapas de la infeccion.

Los principales factores de virulencia, que han sido estudiados en

profundidad para C. albicans (aunque algunos de ellos han

encontrados en otras especies) 16 son:

1.

Capacidad de adherencia de las levaduras a diferentes
superficies: es una interaccion fuerte entre una adhesina de la
levadura y un receptor de la célula del hospedero.

Produccién de enzimas extracelulares: son proteinasas Yy
fosfolipasas especificas de cada cepa. Se han detectado en C.
albicans una familia de 10 isoenzimas con actividad proteinasa
conocidas como Sap (secreted aspartic proteinase), de las cuales
Sap 1-3 son cruciales para la infeccion superficial y Sap 4-6 serian
importantes en la candidiasis invasiva.

Producciéon de hifas y pseudohifas: Aumenta de la capacidad
invasiva de la levadura, la capacidad de adherencia, aumenta la
resistencia a la fagocitosis, aumenta el poder agresivo sobre las
células del hospedero

“Switching” o variabilidad fenotipica y antigénica: Es un
cambio espontaneo, frecuente y reversible entre diferentes

fenotipos distinguibles por la morfologia de la colonia o por la
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morfologia celular.

Mecanismos de defensa del huésped?*®
a. No inmunes:

1. La interaccion con otros miembros de la flora microbiana.

2. Laintegridad funcional del estrato corneo.

3. El proceso de descamacion debido a la proliferacion epidérmica

inducida por la inflamacion.

b. Inmunes:

1. Inmunidad mediada por células.

2. Inmunidad humoral.
Una alta contaminacion fungica, (colonizacién) como resultado de la
administracion de antibidticos de amplio espectro o la ocurrencia de
una lesién o alteracion del epitelio intestinal puede conducir a cambios
en la expresion del fenotipo (switching) y en las levaduras se adhieren.
Las levaduras pueden emitir un tubo de germen que penetra en el
epitelio y la membrana basal, faciltado por la produccion de
proteinasas y fosfolipasas. En un pacientes inmunocompetentes esta
invasion esta limitada por los macréfagos y / o células
polimorfonucleares. Los pacientes neutropénicos cuando la respuesta
celular innata falla (disfuncién inmune), la levadura pueden ingresar al
torrente sanguineo y propagarse. Otra forma de propagarse por via de

entrada directa de la levadura en el torrente sanguineo, con la insercion

31



a través de un catéter, que puede estar contaminada o que puede
llevar la levadura en la piel del paciente o el personal médico o

paramédico.

2.4. Definicion de laterminologia

Antifungico: Sustancias que destruyen hongos al suprimir su
capacidad para crecer o reproducirse’’.

Inmune: Complejo formado por la unién de moléculas de antigeno y
anticuerpo. La deposicion de grandes complejos antigeno-anticuerpo
produce dafio tisular y genera enfermedades de inmunocomplejos?'’.
Extracto de vegetales: Concentrados de plantas obtenidas mediante
la eliminacion de componentes activos con un disolvente adecuado,
gue se evapora a distancia, y ajustando el residuo a una norma
prescrital’.

Levadura: Término general para hongos redondos unicelulares que se
reproducen por brotes'’.

Micosis: Enfermedades causadas por hongos?’.

Antigeno: Sustancias que son reconocidas por el sistema inmune y
que inducen una reaccién inmune?’,

Fenotipo: Apariencia externa del individuo. Es producto de las
interacciones entre genes y entre el genotipo y el ambiente?”’.

Huésped: Relacibn entre un invertebrado y otro organismo (el

huésped), uno de los cuales vive a expensas del otro. Tradicionalmente
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se excluye de la definicion de parasitos a las bacterias, hongos, virus

y plantas patégenos, aunque puedan vivir de forma parasitaria®’.

CAPITULO lIl: MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipo y Disefio de Investigacion

3.1.1. Tipo de Investigacion

Esta investigacion se basa en el paradigma cuantitativo?®.

3.1.2. Disefio de Investigacion?®
Segun la intervencion del investigador es
experimental.
Segun la planificacion de la medicion de la variable
de estudio es prospectivo
Segun el numero de mediciones de la variable de
estudio es longitudinal
Segun el numero de variables de interés es
analitico

El presente trabajo es un estudio experimental de estimulo creciente y

grupo control'®, el cual se representa de la siguiente manera.

GC OC (grupo control)
Gl 1X O1 (grupo experimental)
G2 2X 02 (grupo experimental)
G3 3X O3 (grupo experimental)
G4 4X O4 (grupo experimental)
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G5 5X O5 (grupo experimental)

G6 6X 06 (grupo experimental)
En el grupo control (GC) y experimental (G1 — G5) va estar presente la
variable dependiente representado por la cepa de Candida albicans y la
variable independiente (X) las diferentes concentraciones del extracto
acuoso de Rosmarinus officinalis “Romero” (01 — O5) sera la
observacién de la inhibicién del crecimiento a través de la presencia de
zona o halo de inhibicion de Candida albicans.
3.2. Poblacion y Muestra
Para el presente proyecto de investigacion la poblacion sera
equivalente a la muestra, determinada por la interaccion entre 6
diluciones del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis “Romero”
contra dos cepas de Candida albicans, considerando tres repeticiones,
se totalizan 36 unidades experimentales u observaciones.
Calculandose de la siguiente manera:

UE=DXEXCXxR

U.E=6 x 1 x 2 x 3 = 36 unidades experimentales u observaciones.

3.3. Hipotesis

El extracto acuoso de Rosmarinus officinalis “Romero” tiene efecto

antifangico in vitro contra Candida albicans

3.4. Variables

Independiente: Extracto acuoso de Rosmarinus officinalis “Romero”
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Dependiente: Efecto antigunfico contra Candida albicans

3.5. Operacionalizacion:

Variable
Independiente

Extracto
acuoso de
Rosmarinus
officinalis
“Romero”

Dimension

Concentraciones

Indicadores

Concentracion 1
Concentracion 2
Concentracion 3
Concentracion 4
Concentracion 5
Concentracion 6

Indices

(wg/mL)

Técnica e
instrumento
de
recoleccion
de datos

Dilucion
doble seriada

Variable
dependiente

Actividad
antiganfica
frente a
Candida
albicans

Dimensién

Indicadores

Indices

Técnica e

instrumento de
recoleccion de
datos

Concentracion | Crecimiento Zona de Siembra en
minima de la inhibicion | superficie
inhibitoria levadura (mm) Agar sabouraud

3.6. Métodos, técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

3.6.1. Método experimental*®

Es un tipo de método de investigacion en el que el investigador

controla deliberadamente las variables para delimitar relaciones entre

ellas, esta basado en la metodologia cientifica. En este método se

recopilan datos para comparar las mediciones de comportamiento de
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un grupo control, con las mediciones de un grupo experimental. Las
variables que se utilizan pueden ser variables dependientes (las que
gueremos medir o el objeto de estudio del investigador) y las variables
independientes (las que el investigador manipula para ver la relacion
con la dependiente). Ademas debemos controlar todas las demas

variables que puedan influir en el estudio (variables extrafias).

3.6.2. Método Kirby-Bauer?'®

Método de difusibn en agar es empleado para determinar la
sensibilidad de un agente microbiano frente a un antibiético o
quimioterapico. Este método comprende lo que se denomina un
antibiograma o prueba de susceptibilidad bacteriana frente a drogas

especificas.

3.6.3. Método de difusién en pozo?

Método de difusion en agar es empleado para determinar la
sensibilidad de un agente microbiano frente a un antibidtico o
quimioterapico. Con un variante al método anterior, para este método

se emplea un sacabocado para realizar pozos en el agar

3.7. Procedimiento paralarecoleccién de datos
3.7.1. Coleccion de la muestra.
Las hojas secas de Romarinus officinalis “Romero”, fueron compradas

en el Mercado Modelo seccion Herbolarios tipo granel 1 Kg.
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3.7.2. Preparacion del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis
“Romero”?!

- Se llevé a licuar 1kg de las hojas de Rosmarinus officinalis
“‘Romero”.

- El material en polvo se mantuvo en botella de vidrio hermética.
Este material en polvo se utilizo para extraccidon adicional.

- Se pesaron 21 g de polvo Rosmarinus officinalis “Romero” y se
agregaron 500 mL de agua destilada y se hirvié por 15 minutos.

- El producto fue filtrado con papel filtro Whatmann N° 40, se
obtuvo un extracto purificado libre residuos.

- El extracto resultante fue distribuido en placas petri y fue
secado en estufa a una temperatura de 50°C hasta sequedad.

- El residuo seco obtenido, posteriormente fue guardado en
refrigeracion a 2°C en frasco de vidrio color ambar, hasta su
reactivacion en agua destilada estéril para su posterior uso.

3.7.3. Preparacion del agente antifungico
Siguiendo las recomendaciones del CLSI??, para evaluar la potencia
puede expresarse como porcentaje o en unidades de mg/mL, pg/mL
Mg/mg (p/p).
- El residuo seco se disolvio en 50 mL de agua destilada estéril,
obteniéndose una solucion madre.
- Se realizo diluciones doble seriadas a partir de la solucion madre,

obteniéndose diferentes concentraciones.
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3.7.4. Preparacion de la suspension indculo de Candida albicans.

Siguiendo las recomendaciones del CLSI?3, para el estudio de la

sensibilidad a los antifingicos.

Se tomaron 5 colonias =2 1 mm de diametro procedente de cultivo
de 24 h de Candida albicans cultivado en agar dextrosa
Sabouraud (ADS).

Se suspendieron en 5 mL de solucion salina fisiolégica (NacCl
0,85%) estéril.

Con ayuda del espectrofotometro (longitud de onda: 600 nm), se
ajustd a una densidad Optica de 0,12 equivalente a la turbidez
del tubo N° 0,5 de la escala de Mc Farland equivalente a una
concentracion aproximadamente de 1-5 x 108 UFC/mL.
Posteriormente se realiz6 una dilucion 1:1000 con (caldo

Sabouraud glucosado) (concentraciéon de 1 x 102 — 5 x103).

Esta ultima dilucién es la que se utilizo para inocular las placas de

antifungico. La concentracion final de levaduras en las placas sera de

0,5x10% - 2,5x108,

3.7.4. Actividad Antifungica

Método de la difusion del disco (Kirby Bauer)?®,

En un lapso de tiempo 6ptimo de 15 minutos después de ajustar
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la turbidez de la suspension del inéculo, una torunda de algodén
se sumerge en ella. La torunda debe ser rotada varias veces y
presionada firmemente contra la pared interna del tubo sobre el

nivel de liquido. Esto remueve el exceso de indculo.

Se inocula la superficie de una placa de agar Mueller -Hinton por
rayado con la torunda sobre toda la superficie. Este
procedimiento es repetido rayando dos o mas veces, rotando la
placa aproximadamente 60° cada vez para asegurar una
distribucién constante del in6culo. Como paso final se pasa

sobre los bordes del agar.

La tapas de la placa pueden quedar entreabiertas por 3 a 5
minutos, pero no mas de 15 minutos para permitir que un exceso
de humedad de la superficie se absorba antes de aplicar el disco

con el extracto acuoso impregnado.

Se debe evitar excesos en la densidad del in6culo. Nunca usar
caldos de cultivo de la noche anterior sin diluir u otro inoculo no

estandarizado.

Método de difusion en pozos

Sobre las placas sembradas:

Se realizaron 6 perforaciones de 6 mm de diametro, con un
sacabocado.

Se colocaron 50 pyL en cada pozo, con ayuda de una

39



micropipeta, el extracto acuoso de Rosmarinus officinalis
“‘Romero” a diferentes concentraciones.

Cada pozo fue marcado con su respectiva identificacion, se sello
con parafilm y se incub6 las placas a 37 °C, por un periodo de

24h.

Lectura e interpretacion de resultados

Después de 16 a 18 horas de incubacion, cada placa es
examinada. Las zonas de inhibicion resultantes deben ser
uniformemente circulares en wuna capa homogénea de
crecimiento.

El margen de las zonas debe ser tomado como el area donde no
se observa crecimiento visible. Un crecimiento pobre de
pequefias colonias, las que se detectan con lente de aumento al
borde de la zona de crecimiento inhibido, son ignoradas

Los tamafios de las zonas de inhibicion fueron medidos con un
Vernier en milimetros fueron interpretados segun orientaciones

del CLSI (Clinical and Laboratory Standars Institute ).

3.8. Analisis Estadistico e Interpretacion de los datos

Para determinar la relacion del efecto antifingico del extracto acuoso

de Rosmarinus officinalis “Romero” en el crecimiento de Candida

albicans, se realiz6 un analisis de varianza de dos factores con una
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sola muestra por grupo para el factorial 1 x 2 x 6 x 3 (1 Extracto acuoso
2 cepas, 6 concentraciones, 3 repeticiones) para determinar si el
extracto y sus concentraciones influyen o no en el crecimiento de

Candida albicans.

3.9. Principios éticos

Para la ejecucion de la presente investigacion, no se consideran los
principios de la Declaracion de Helsinki, puesto que, es un estudio in

vitro.

3.10. Criterios de rigor cientifico

Se cumplié con la presentacion de datos fiables y validos que fueron
codificados y protegidos. La credibilidad y estabilidad de los datos
fueron presentadas al utilizar instrumentos que fueron validos y
confiables. Los resultados fueron aplicados por otros estudios

cumpliendo asi los criterios de transferibilidad.
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CAPITULO IV: ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS

4.1. Resultados:

Concentracién del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis

Se obtuvo 2g de residuo seco, a partir este residuo se obtuvo una
concentracion de 40 mg/mL, y a través de las diluciones doble
seriadas a partir de la solucion madre, se obtuvo concentraciones de
20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL 2,5 mg/mL y 1,25 mg/mL (Figura 4.

Anexo 4).

Actividad antifungica in vitro del extracto acuoso de Rosmarinus
officinalis

Método Kirby-Bauer

A través de esta metodologia no se evidencié zonas o halos de
inhibicion del crecimiento de C. albicans (Figura 10. Anexo 4).

Método difusidén en pozo

Mediante la difusion en pozo se evidencid zonas de inhibicion de
crecimiento y las medidas de los halos varié dependiendo de la cepa
de C. albicans (Figuras 2 y 3) como también de las concentraciones

que fueron empleado tal como se muestra en la tabla N° 1.
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La cepa N° 1 de C. albicans ofreci6 mayor sensibilidad frente a el
extracto acuoso de hojas de R. officinalis en comparacion a la cepa
N° 2.

(andida
A‘b\ cansy

Fig. 1. Efecto antifingico in vitro del extracto acuoso de Rosmarinus
officinalis “Romero” contra dos cepas de Candida albicans,

Fig. 2. Zona de inhibicién del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis
“Romero” contra la cepa 1 de Candida albicans,
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Fig. 3. Zona de inhibicion del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis
“Romero” contra la cepa 2 de Candida albicans,

Tabla 1. Zona de inhibicibn en milimetros del extracto acuoso de Rosmarinus
officinalis “Romero” contra las cepas de Candida albicans,

Zona de inhibicién (mm)
Concentracion

Cepa N°1 Cepa N° 2
40 mg/mL 21 10
20 mg/mL 16 8
10 mg/mL 9 0
5 mg/mL 7 0
2,5 mg/mL 0 0
1,25 mg/mL 0 0
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Gréfica. 1. Tamafio de la zona de inhibicibn (mm) del extracto
acouso de Rosmarinus officinalis “Romero”

Se realizé un andlisis de varianza de dos factores con una muestra por
grupo a un nivel de significancia de 0,05 (Tabla N° 2). Para las
concentraciones se obtuvo un valor de P menor al nivel de significancia
como para las especies enfrentadas al extracto acuoso de R.

officinalis.

Tabla 2. Andlisis de varianza de dos factores con una sola muestra del
extracto acuoso de Rosmarinus officinalis “Romero”

Grados Promedio

Origen de las Suma de de de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Concentraciones 413.4166 5 82.6833333 7.4601 0.022
Especie 102.0833 1 102.083333 9.2105 0.028
Error 55.4166 5 11.0833333
Total 570.9166 11

Nivel de significancia: 0,05Si el valor de P es menor que el nivel de
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significancia (P < 0,05) se acepta la hipoétesis investigacion, entonces el
extracto acouso de hojas de Rosmarinus officinalis “Romero” si tiene efecto
antifungico frente a Candida albicans

4.2. Discusion de resultados.

El extracto acuoso de las hojas de Rosmarinus officinalis mostraron
efecto antifungico contra C. albicans, comprobado por el método de
difusién en pozo aplicados en este estudio. Por el contrario, al realizar
el método de Kirby-Bauer se evidencié que las cepas de C. albicans
no fueron sensibles ante ninguno de las concentraciones ensayados en
la prueba. Se puede suponer que el extracto acuoso de las plantas
empleando el papel filtro Whatman N° 41 no permite la difusién de los
principios bioactivos, sin alcanzar a cumplir el efecto, este hallazgo no
es coincidente por otros estudios in vitro que demuestran la actividad
antifangica con diferentes especies de hongos a través del método de

difusion en disco o Kirby Bauer®L,

Buscando corroborar el efecto del extracto sobre C. albicans, se
efectud las mediciones de los halos de inhibicion de la solucion madre
a una concentracion de 40 mg/mL presentd una zona de inhibicion
mayor para la cepa N° 1 con 21 mm y para la cepa N° 2 de 10 mm. Las
medias de los diametros de los halos de inhibicion que se presentaron
al evaluar las diferentes concentraciones de los extractos se
compararon, para determinar la relacion actividad concentracion (Tabla

1). Con ello se logro evidenciar una relacion directamente proporcional
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entre la concentracion del extracto y el diametro de la zona de
inhibicion. Con esto se demuestra la presencia principios bioactivos en
el extracto acouso, esta evidencia es coincidente con estudios de otros
extractos vegetales como extracto acuoso de Mimosa pudica y

Azadirachta indica®1°.

Se observd que las cepas de C. albicans utilizados en esta
investigaciéon exhibian diversos grados de susceptibilidad a los
extractos. Asi, los valores obtenidos para las zonas de inhibicién
difieren, para cada organismo de prueba (Figura 2 y 3). Estos
resultados corroboran los hallazgos de Mahmoud et al*® y Ubulom et

all2,

Los resultados de este estudio también coinciden con lo reportado en el
trabajo de Nasrollahi y Abolhasannezhad!®. La diferencia de
susceptibilidad observada en este estudio podria atribuirse al factor de
resistencia inherente de los organismos de prueba entre otros

factores!213,

La diferencia significativa (P <0,05) observada entre la actividad

inhibitoria del extracto acuoso coincide con los resultados de la

investigacion de Ubulom et al*?..
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Este estudio ha revelado que los extractos de acuoso de hojas de R.
officinalis poseen un potencial antifingico, que puede ser explorado en

el tratamiento y control de algunas infecciones fungicas.

CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

Se concluye:
- El extracto acuoso de hojas Rosmarinus officinalis tiene efecto
antifangico contra Candida albicans.
- El método difusion en pozo presentd efecto antifiingico in vitro
a concentraciones 40 pg/mL, 20 pg/mL, 10 ug/mL.
- ElI método Kirby-Bauer no presentd evidencia de efecto

antifanco in vitro contra cepas de Candida albicans.
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6.2. Recomendaciones

Se recomienda:
- Realizar estudios de efecto antifingico in vitro con cepas
ATCC.
- Realizar una caracterizacién fitoquimica del extracto acuoso de
hojas de Rosmarinus officinalis.
- Realizar ensayos in vitro con lineas celulares para descartar

citotoxidad.

49



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Akpan A, Morgan R. Oral candidiasis Postgrad Med J 2002; 78:455
—459.

Lalla RV, Patton LL, Dongari-Bagtzoglou A. Oral candidiasis:
pathogenesis, clinical presentation, diagnosis and treatment
strategies. Journal of the California Dental Association. 2013;
41(4):263-8.

Janus MM, Crielaard W, Volgenant CMC, Van der Veen MH,
Brandta BW, Krom BP. Candida albicans alters the bacterial
microbiome of early in vitro oral biofiims. Journal of Oral
Microbiology. 2017; 9(1): 1-10

Otero E, Pefiamaria M, Rodriguez M, Martin B, Blanco A.
Candidiasis oral en el paciente mayor. Av. Odontoestomatol. 2015;
31(3): 135-148.

Alzarea BK, Sghaireen MG, Taher |, Mohager M. Prevalence of
Oral Candidiasis in Diabetic Patients at Northern of Kingdom of
Saudi Arabia. Research Journal of Biological Sciences. 2015; 10(3):
10-14.

Hoshi N, Mori H, Taguchi H, Taniguchi M, Aoki H, Sawada T,
Kawabata M, Kuwabara A, Oono A, Tanaka K, Hori N, Toyoda M,
Kimoto K. Management of oral candidiasis in denture wearers.

Journal of Prosthodontic Research. 2011; 55: 48-52

50



7.

10.

11.

12.

Kuyama K, Sun Y, Taguchi C, Endo H, Wakami M, Fukumoto M, Ito
T, Yamamoto H, A clinico-pathological and cytological study of
oral candidiasis Open Journal of Stomatology. 2011; 1: 212-217
Muhammad MT, Abdullahi K, Shehu K, Shinkafi SA. Antifungal
activity of Mimosa pudica leaves extracts against fungal isolates
from razor bumps in Sokoto Metropolis, Nigeria. Annals of
Biological Sciences. 2015: 3(1):16-19

Gupta SP, Rana KS, Sharma K, Chhabra BS. Antifungal activity of
aqueous leaf extract of ocimum sanctum on dominant fungal
species of monuments Eur. Chem. Bull. 2014; 2(6): 609-611
Mahmoud DA, Hassanein NM, Youssef KA, Abou Zeid MA.
Antifungal activity of different neem leaf extracts and the nimonol
against some important human pathogens. Brazilian Journal of
Microbiology. 2011; 42: 1007-1016

Omidpanah S, Sadeghi H, Sarcheshmeh MM, Azadeh Manayi A.
Evaluation of antifungal activity of aqueous extracts of some
medicinal plants against Aspergillus flavus, pistachio aflatoxin
producing fungus in vitro. Drug Development and Therapeutics.
2015; 6(2): 66 — 69.

Ubulom P, Akpabio E, Udobi CE, Mbon R. Antifungal activity of
agueous and ethanolic extracts of Picralima nitida seeds on
Aspergillus flavus, Candida albicans and Microsporum canis. Res.

Pharm. Biotech. 2011 ; 3(5) : 57 -60

51



13.Nasrollahi Z, Abolhasannezhad M. Evaluation of the antifungal
activity of olive leaf aqueous extracts against Candida albicans
PTCC-5027 Curr Med Mycol, 2015; 1(4): 37-39

14. Méndez J, Herrera ML. Métodos de susceptibilidad antifungica.
Revisidbn metodologica Rev. méd. Hosp. Nac. Nifios (Costa Rica).
2001; 36: 1 -2

15.L6pez MT. El romero Planta aromatica con efectos antioxidantes of
farm.2008; 27 (7): 60 - 63

16.Biasoli M. Candidiasis [On line] [Consultado 10 de mayo del 2017]
Disponible en:
www.fbioyf.unr.edu.ar/evirtual/file.php/118/...2013/.../CANDIDIASIS
_2013-1.pdf

17. Portal Regional de la Biblioteca Virtual de Salud. Informacion vy
Conocimiento para la Salud
Disponible en: http://pesquisa.bvsalud.org/portal/decs-
locator/?output=site&lang=es&from=0&sort=&format=summary&co
unt=20&fb=&page=1&q=&index=tw

18.Herndndez R, Fernandez C, Baptista P. Metodologia de la
Investigacion. 6ta Edicion. Editorial McGraw-Hill Interamericana.
México 2013. 689p.

19.Clinical and Laboratory Standars Institute. Reference Method for
Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing Yeasts. Aprproved

Estandar - tercera edicion 2008 (28)14: 1 - 25. M27-A3

52



20.Alvarez M, Izasa M, Echeverry H. Efecto antibacteriano in vitro de

Austorcupatorium inulaefolium HBK (salvia amarga) y Ludwigia

polygonoides HBK (clavo de laguana). Biosalud. 2005; 14:46-55.

21.Zarate MA. Efecto in vitro antibacteriano del extracto acuoso de

Caesalpinia spinosa “Tara” sobre cepas de Streptococcus
pyogenes y Escherichia coli aisladas de pacientes del Hospital
Regional Docente de Trujillo en el afio 2014. Pueblo. Cont. 2015;

26(1): 15 -23

22.Clinical and Laboratory Standars Institute. Métodos de dilucion para

23.

determinar la sensibilidad a los antimicrobianos de bacterias que
crecen en condiciones aerobicas. Norma aprobada—octava edicion
2009; (26)2: 1 -100. M0O7-A8

Clinical and Laboratory Standars Institute. Reference Method for
Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing Yeasts. Aprproved

Estandar - tercera edicién 2008 (28)14: 1 - 25. M27-A3

53



ANEXOS

Anexo N° 1

Fig 4. Triturado de hojas de Rosmarinus officinalis “Romero”

Fig 5. Pesado de triturado de hojas de Rosmarinus officinalis
“‘Romero”
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Anexo N° 2

Fig 6. Hervido y filtrado de triturado de hojas de
Rosmarinus officinalis “Romero”

Fig 7. Secado del extracto de hojas de Rosmarinus officinalis
“‘Romero”
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Anexo N° 3

Fig 8. Residuo seco del extracto de hojas de Rosmarinus
officinalis “Romero”

Fig 9. Preparacion del extracto acuoso de hojas de Rosmarinus
officinalis “Romero”
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Anexo N° 4

andida

A‘bl(:mg

Fig 10. Actividad antifangica del extracto acuoso de hojas de
Rosmarinus officinalis “Romero”, A. Método de difusién en pozo.
B. Método Kirby - Bauer

Fig 11. Extracto acuoso de Rosmarinus officinalis “Romero” y sus
diluciones. A: 40 mg/mL, B: 20 mg/mL, C: 10 mg/mL, D: 5 mg/mL,
E: 2,5 mg/mLy 1,25 mg/mL.
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