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Efecto antimicotico del aceite esencial del Origanum vulgare L. “orégano”
y Rosmarinus officinalis L. “romero”, sobre Candida albicans ATCC 10231

in vitro



4.Resumen

La investigacion actual se propuso evaluar la eficacia antifingica del aceite
esencial de Origanum vulgare L. y Rosmarinus officinalis L. frente a cepas de
Candida albicans ATCC 10231, comparandolas con los resultados obtenidos
utilizando Nistatina. La extraccion del aceite esencial se llevd a cabo mediante
destilacion por arrastre con vapor de agua en un enfoque experimental.se
prepararon muestras con concentraciones del 50%, 75% y 100%. Cada muestra
se enfrentd a Candida albicans mediante el método de Kirby Bauer, se
registraron los resultados mediante la medicién de los halos de inhibicion. A
una concentracion del 50%, el aceite esencial de Rosmarinus officinalis L.
mostré una actividad antifungica baja contra Candida albicans, siendo de
actividad intermedia al 75% y de actividad alta al 100%. En comparacion, el
aceite esencial de Origanum vulgare L. al 50% exhibi6 una actividad
antifungica baja, con actividad intermedia al 75% y alta al 100%. Se observo
que el aceite esencial de Origanum vulgare L. tuvo un efecto antifingico
superior al de Rosmarinus officinalis L. Ademas, a una concentracién del 75%,
el aceite esencial de Origanum vulgare L. demostré una eficacia similar a la

Nistatina, y al 100%, super0 en eficacia a la Nistatina contra Candida albicans.

Palabras claves: Candida albicans, Origanum vulgare, Efecto antimicotico,

Rosmarinus officinalis, Nistatina,
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5. Abstract
The current research aimed to evaluate the antifungal efficacy of the essential
oil of Origanum vulgare L. and Rosmarinus officinalis L. against strains of
Candida albicans ATCC 10231, comparing them with the results obtained
using Nystatin. The extraction of essential oil was carried out by steam
distillation in an experimental approach. Samples with concentrations of 50%,
75% and 100% were prepared. Each sample was challenged with Candida
albicans using the Kirby Bauer method, the results were recorded by measuring
the inhibition zones. At a concentration of 50%, the essential oil of Rosmarinus
officinalis L. showed low antifungal activity against Candida albicans, with
intermediate activity at 75% and high activity at 100%. In comparison, 50%
Origanum vulgare L. essential oil exhibited low antifungal activity, with
intermediate activity at 75% and high activity at 100%. It was observed that the
essential oil of Origanum vulgare L. had a higher antifungal effect than that of
Rosmarinus officinalis L. Furthermore, at a concentration of 75%, the essential
oil of Origanum vulgare L. demonstrated similar efficacy to Nystatin, and at

100% %, surpassed Nystatin in effectiveness against Candida albicans.

Keywords: Candida albicans, Origanum vulgare, Antifungal effect,

Rosmarinus officinalis, Nystatin,

vii



6.Introduccion
Antecedentes y fundamentacion cientifica

Aytag et al., (2022), en su articulo “El acido himico mejora el rendimiento de
las plantas, la actividad antimicrobiana y la composicion del aceite esencial del
orégano (Origanum vulgare L. subsp. hirtum (Link.) letswaart)” demuestra que la
actividad antimicrobiana de las muestras de aceite esencial contra dos especies de
bacterias (Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus) y dos especies de
levaduras (Candida albicans y Candida parapisilosis) fue generalmente mas alta
que la de los medicamentos de control, y que dicha actividad tiene un aumento
directamente proporcional a la dosis de acido hiumico usada durante el cultivo. Del
analisis de la composicion quimica del aceite esencial infieren que las proporciones
de carvacrol y y-terpineno generalmente aumentaron a medida que las dosis de
acido humico aumentaron a 50,0 L hectarea.

Stringaro et al., (2022), en un reporte preliminar y no impreso, cuyo tema fue la
Evaluacién in vitro y preclinica de la actividad del aceite esencial de Origanum
vulgare y sus dos compuestos fenolicos sobre Candida spp. afirman que
actualmente se dispone de un arsenal terapéutico limitado contra las infecciones por
miembros del género Candida, agentes infecciosos que muestran una alta
resistencia a los agentes antifungicos. Por este motivo, existe una gran necesidad de
priorizar el ensayo de agentes terapéuticos para el tratamiento de la candidiasis. El
uso de aceites esenciales y sus fitoconstituyentes se ha enfatizado como un nuevo
enfoque terapéutico. La hidrofobicidad de la superficie celular (CSH), el contenido
de polisacéridos, el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Origanum vulgare
L. y sus principales compuestos fendlicos, carvacrol y timol, se evaluaron en cuatro
diferentes especies de Céandida albicans y especies emergentes de Candida no
albicans (NAC) como Candida glabrata, Candida tropicalis y Candida krusei. Los
resultados mostraron las profundas diferencias entre las especies de Candida; por
ejemplo, C. tropicalis revel6 mayor resistencia que otras cepas a diferentes
tratamientos con moléculas naturales. Las variabilidades ultraestructurales en las
biomembranas y paredes celulares de estas Candidas spp. podria explicar los

diferentes efectos bioldgicos observados después de los tratamientos con este aceite



esencial, carvacrol y timol. Los autores demostraron tanto la seguridad de estos
compuestos bioactivos como sus actividades antimicrobianas relevantes contra
estas cuatro cepas de Candida.

Elyemni et al., (2022), en su publicacion sobre la composicion quimica y la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de la especie Rosmarinus officinalis
silvestre y cultivado en 2 localidades de marruecos, dan a conocer el impacto de la
procedencia en el rendimiento, el perfil quimico y la actividad antimicrobiana del
aceite esencial de ambas muestras, es decir de la muestra de Fez y de la muestra de
Figuig. En cuanto a la actividad antimicrobiana se investigd la actividad sobre
cuatro cepas bacterianas y dos mohos. el aceite esencial obtenido de cada una de las
muestras, mostrd0 una buena actividad antimicrobiana contra todas las cepas
microbianas, destacando que el aceite esencial producido por las plantas de Fez fue
el mas efectivo contra los microorganismos seleccionados con valores de MIC de
0,315-2,5 mg/L.

Ez-Zriouli et al., (2022) en su articulo de revisién sobre la composicion
quimica y la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Mentha pulegium vy
Rosmarinus officinalis frente a microbios multirresistentes y el estudio de toxicidad
aguda, reportan que el contenido promedio de aceite esencial fue de 3.2 y 2.5%
para Mentha pulegium y Rosmarinus.officinalis, respectivamente. La
caracterizacion quimica mostrd una riqueza en algunos compuestos identificados
como R(+)-Pulegone (45,48 %), Mentona (14,2 %), Piperitona (8,15 %) e
Isometona (7,18 %). %) en M. pulegium y 1,8-Cineol (46,32%), Canfeno (13,4%) y
a-Pineno (9,52%) en R. officinalis; y que estos metabolitos mostraron un efecto
antimicrobiano significativo contra las cepas probadas (bacterias y levaduras
aisladas del ambiente hospitalario) en comparacion con los antibidticos sintéticos
que parecen ser ineficaces contra los microorganismos resistentes. Basados en la
concentracion letal LD50 >5,000 mg/kg (peso corporal), encontraron que el aceite
es marginalmente seguro de acuerdo con las pautas de la OCDE y puede explorarse
maés a fondo (bioproducto con bajo riesgo).

Meccatti et al., (2022) analizaron el potencial antibiofilm del extracto de R.
officinalis L. sobre Candida. albicans, Candida krusei, Candida tropicalis Candida

dubliniensis y Candida glabrata,. Las biopeliculas formadas in vitro durante 48 h



fueron expuestas a diferentes concentraciones del extracto vegetal (50, 100 y 200
mg/mL) durante 5 min 0 24 h. y se compard el efecto del extracto natural con el
antifangico comercial nistatina. Los porcentajes de reduccion proporcionados por el
extracto vegetal fueron significativamente similares a los de la nistatina, En
resumen, se determind que el extracto de R. officinalis L. exhibié propiedades
antibiopelicula frente a cepas de Candida spp., de manera equiparable a la accion

antifangica de la Nistatina comercial.

En un estudio llevado a cabo por Pérez Delgado y Vallejos Campos en 2019,
investigadores afiliados a la Universidad Sefior de Sipan, se llevo a cabo una
evaluacion de la capacidad antifungica in vitro del extracto crudo acuoso de
Rosmarinus officinalis frente a Céandida albicans. La investigacion adopt6 un
enfoque experimental que comprendié un total de 60 unidades experimentales.
Estas unidades incluyeron seis concentraciones distintas del extracto acuoso de
Rosmarinus officinalis y se emplearon dos cepas de Céandida albicans, con cada
experimento repetido en cinco ocasiones. Para evaluar la actividad antifingica, se
recurrié al método de difusion en pozo en agar Mueller-Hinton después de realizar
una dilucion doble seriada para obtener diferentes concentraciones del extracto. Los
resultados obtenidos indicaron que al exponer a Candida albicans al extracto crudo
acuoso, se observaron zonas de inhibicion para concentraciones de 40 y 20 mg/mL,
mostraron medidas promedio de 21.12 mm y 16.08 mm, respectivamente. En
cuanto a la otra cepa, el didmetro promedio de las zonas de inhibicion para
concentraciones de 40, 20 y 10 mg/mL fueron de 10.35 mm, 8.43 mm y 7.21 mm,
respectivamente. En conclusion, los investigadores afirmaron que el extracto crudo
acuoso de las hojas de R. officinalis demostrd tener un efecto antifingico contra

Céandida albicans.

En un estudio realizado Vasquez (2019), este autor examind minuciosamente
la actividad antibacteriana del extracto acuoso de Origanum vulgare L. contra el
Streptococcus mutans. La muestra comprendia 14 placas Petri que albergaban
bacterias, con discos de papel inoculados con el extracto acuoso de Origanum
vulgare L. en concentraciones del 10, 50 y 100%. Para evaluar la accion
antibacteriana, se midieron en milimetros los didmetros de los discos utilizando un

calibrador digital. Los resultados revelaron que las tres concentraciones bajo



estudio demostraron actividad antimicrobiana contra el Streptococcus mutans,
evidenciando halos de inhibicion promedio de 6,18 mm, 7,81 mm y 8,63 mm
respectivamente. La diferencia de promedios entre estas concentraciones resulté ser
estadisticamente significativa (P <0.05). Este hallazgo sugiere que el extracto
acuoso de Origanum vulgare L. exhibe una clara capacidad para inhibir el
crecimiento del Streptococcus mutans, destacando la prometedora naturaleza

antibacteriana de este compuesto.

En su investigacion llevada a cabo por Neira, 2018, este investigador se enfoc6 en
evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos etandlicos de plantas medicinales
utilizadas por residentes de Chiguata, Quequefia y Tuctumpaya, frente a
Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus. A través de entrevistas con los
habitantes, se seleccionaron cuatro especies vegetales para el estudio. La técnica
empleada fue la difusion en disco de Kirby Bauer, la cual permitié determinar el
efecto antibacteriano de estos extractos, siendo la Amikacina utilizada como control
positivo y el Dilmetil sulféxido como control negativo. Los resultados obtenidos
indicaron que los extractos de Origanum vulgare y Rosmarinus officinalis
exhibieron una mayor eficacia, mientras que Clinopodium bolivianum y Artemisia
abrotanum mostraron un efecto antibacteriano menor. La concentracion minima
inhibitoria del Romero para Staphylococcus aureus fue de 3,75 mg/ml y para
Streptococcus pneumoniae fue de 1,875 mg/ml. En el caso del Orégano, la
concentracion minima inhibitoria para Staphylococcus aureus fue de 1,875 mg/ml y
para Streptococcus pneumoniae fue de 0,9375 mg/ml. Estos resultados sugieren que
los extractos de Rosmarinus officinalis y Origanum vulgare podrian ser
considerados como agentes antimicrobianos efectivos, demostrando un potencial
significativo en la lucha contra Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus

aureus.

En la investigacion realizada por Vilca, (2019), se examind detalladamente el
efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano)
proveniente de Otuzco sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. El estudio
experimental in vitro implico la extraccion y preparacion de muestras de aceite

esencial a las concentraciones del 10, 25 y 50 %. La concentracion al 10 % reveld



un halo de inhibicién promedio de 12.15 mm, mientras que el 25 % present6 un
halo de 16.38 mm y el 50 % exhibi6é un halo de 20.00 mm. Al llevar a cabo el
analisis estadistico, se evidenci6 una diferencia significativa entre las
concentraciones (p<0.05). En consecuencia, se concluy6 que el Origanum vulgare
al 50% posee un efecto antibacteriano mas pronunciado en comparacion con las
otras concentraciones evaluadas. Este resultado sugiere que el aceite esencial de
Origanum vulgare, especialmente en una concentracion del 50 %, podria ser
considerado como un agente efectivo en la inhibicion de Streptococcus mutans

ATCC 25175, destacando su potencial relevancia en aplicaciones antimicrobianas.

En su tesis de grado, Solano Rojas (2018) realiz6 una experiencia in vitro con
el proposito de evaluar la capacidad antifangica del aceite volatil extraido de las
hojas de Rosmarinus officinalis L. en comparacion con el fluconazol, frente a la
cepa comercial de Candida albicans. El autor prepar6 el aceite volatil en muestras
al 25, 50, 75 y 100 %, Fluconazol a 25 pg y un control neutro con DMSO,
replicando cada grupo de estudio en 10 ocasiones. Los resultados indicaron que el
aceite volatil de las hojas de Rosmarinus officinalis L. generd halo de inhibicion
para las diluciones al 75 y 100 %, con didmetro promedio de 12,7 y 14,7 mm
respectivamente. Estos valores no cumplieron con el criterio efectivo establecido
por el CLSI (>19 mm) y fueron menores que el halo de inhibicion producido por el
fluconazol, que alcanzé los 25,8 mm. El andlisis estadistico ANOVA demostro una
alta significancia en los resultados (0.000), y la prueba de Tukey indicd
homogeneidad entre los grupos evaluados, destacando que el grupo tratado con
fluconazol exhibio un efecto antifngico superior. Se observo que conforme
aumentaba la concentracion del aceite esencial de Rosmarinus officinalis, también
aumentaba el tamafio de la zona de inhibicién. En resumen, se concluyé que el
aceite esencial extraido de las hojas de Rosmarinus officinalis L. presenta una
actividad antifingica contra Candida albicans ATCC 10231. Sin embargo, este
efecto es inferior en comparacion con el fluconazol, sugiriendo que podria
considerarse como un complemento terapéutico en el tratamiento de las infecciones

por Candida albicans.

En el estudio llevado a cabo por Carhuas, (2018), se examin0 el impacto

antimicrobiano de los aceites esenciales de Origanum vulgare (Orégano), Menta



piperita (Menta), y Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) sobre Lactobacillus
acidophilus y Streptococcus mutans. En el entorno in vitro, se preparé un indculo
con una turbidez de 0,5 Mc Farland y se sembrd en 72 placas de Petri.
Posteriormente, se colocaron discos estériles sobre la siembra y se midieron los
halos de inhibicion correspondientes. Los diametros de los halos de inhibicion
fueron los siguientes: 20,02 = 5,09 mm para O. vulgare, 12,19 + 0,86 mm para
Mentha piperita y 20,94 £ 2,11 mm para Cymbopogon citratus. No se observaron
diferencias significativas (p >0,05) entre los diversos grupos de estudio. En
particular, el aceite volatil de Cymbopogon citratus exhibié un halo de inhibicion
mayor sobre Lactobacillus acidophilus y S. mutans en comparacion con los aceites
volatiles de O. vulgare y M. piperita, aunque estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas.
Marco tedrico

El creciente interés a nivel mundial en la utilizacion de plantas medicinales ha
Ilevado a un redescubrimiento de sus efectos beneficiosos, sirviendo como base para
el desarrollo de nuevos farmacos. Gracias a sus diversas aplicaciones no
farmacoldgicas, que han inspirado investigaciones actuales en la busqueda de
compuestos medicinales, los productos naturales se presentan como valiosas fuentes
de informacién para abordar diferentes objetivos farmacolégicos. A lo largo de la
historia, las poblaciones indigenas han empleado plantas medicinales en todo el
mundo, desempefiando un papel crucial en el tratamiento de enfermedades tanto
humanas como animales. En tiempos mas recientes, la mayoria de los farmacos
modernos han surgido a partir de compuestos aislados de plantas medicinales,
basdndose en sus aplicaciones etnofarmacoldgicas. El papel de los productos
naturales en el desarrollo de medicamentos no solo se limita al uso directo de
compuestos bioactivos como agentes terapéuticos, sino que también abarca su
utilizacion como materia prima para la sintesis de farmacos o como modelos para la
creacion de nuevos compuestos biolégicamente activos. Sin embargo, la validacion y
aplicacion de las plantas como fitofarmacos requiere una extensa investigacion tanto
basica como aplicada, con el fin de equiparar este recurso con la importancia de los
productos farmaceuticos convencionales. Es importante destacar que solo alrededor

del 10% de las aproximadamente 250,000 especies de plantas estimadas en todo el



mundo han sido objeto de estudio cientifico para determinar su posible utilidad en el
ambito de la salud. Ademas, se estima que cerca de 60,000 especies podrian
extinguirse para el afio 2050, subrayando la urgencia de buscar nuevos compuestos

con potencial terapéutico (Andrade et al., 2018).

El Origanum vulgare, una especie originaria del Mediterraneo europeo, tiene
sus primeras menciones en cronicas helenisticas, aunque su uso posiblemente se
remonte a comunidades prehistdricas. Los romanos lo incorporaron en la preparacion
de sus platos, a veces combinandolo con el potente sabor del garum originario de la
colonia romana de Carthago Nova. La poblacion antigua reconocia las propiedades
curativas del orégano, utilizdndolo para tratar trastornos nerviosos, contusiones,
retencion de liquidos y dolores articulares. Durante la Edad Media, se empled para
abordar problemas hepaticos y como desinfectante en epidemias, quemandolo junto
con ramas de menta y tomillo. Con el descubrimiento de América, los colonizadores
llevaron semillas de orégano para cultivarlas en tierras sudamericanas, adaptandose
con rapidez al nuevo entorno climéatico. En el caso del Pert, los espafioles
introdujeron el orégano, y en la actualidad, se encuentra en las zonas interandinas,

especialmente en el sur del pais (Tellez, 2017).

Segun Acosta et al, (2017); Chapa, (2018) la clasificacion taxonémica del orégano es

la siguiente:
- Reino: Plantae,
- Division: Tracheophyta,
- Clase: Magnoliopsida,
- Sub Clase: Asteranae,
- Orden: Lamiales,
- Familia: Lamiaceae,
- Sub familia: Nepetoideae,
- Género: Origanum L.,

- Especie: Origanum vulgare L.



Origanum vulgare L es planta que tiene su origen en Europa y Asia, que se adapta a
cualquier tipo de clima, pero crece de espontaneamente en lugares Radiantes y
deseérticos hasta 2000 msnm. Ademas, crece en suelos poco fértiles, y en cualquier
tipo de terreno, siempre y cuando sea rico en materia organica, de preferencia en los
suelos franco arenosos y Se cultiva en diferentes paises en zonas templadas por sus
propiedades aromaticas y terapéuticas (Mendoza y Vésquez, 2019; Sanchez, 2017;
Schovelin, 2018).

Origanum vulgare L es una planta que puede alcanzar una altura de hasta 80
cm. Sus tallos son rectos, cubiertos de vellosidades y emanan un aroma
caracteristico. Las hojas son de forma ovalada, tienen peciolos, y pueden presentar
margenes dentados o ser enteras. Las flores, que pueden ser de color rosa, violeta o
blanco, tienen un diametro de hasta 7 mm y se caracterizan por estambres

prominentes (Tellez, 2017).

En Origanum vulgare L, se identifican componentes activos fundamentales,
tales como el carvacrol y el timol. Ademas, se encuentran presentes el pineno,
selineno, dipenteno, cimol, terpenos, a-terpineno, acidos polifenolicos como el acido
cafeico, &cido ursolico, acido rosmarinico, &cido clorogénico, principios amargos,
algunos flavonoides y taninos, entre los que se incluyen el kaemferol, lutenol,

diosmetol, y derivados de apigenol (Abalco, 2020).

El orégano se utiliza con propdsitos antisépticos, antifungicos, antibacterianos,
antivirales, expectorantes, asi como antiinflamatorios, diuréticos, antiespasmodicos,
sedantes, antirreumaticos y para aliviar dolores musculares, otalgias y odontalgias,
entre otros beneficios. Ademas, diversos estudios han investigado la actividad
antimicrobiana de extractos de diferentes variedades de orégano, como se ha

sefialado en investigaciones realizadas por Mamani (2017) y Schovelin (2018).

Rosmarinus officinalis L. es una planta medicinal perteneciente a la familia
Lamiaceae, comunmente conocida como romero. Ademas de su uso en la cocina
gracias a su distintivo aroma, esta planta es ampliamente empleada por las
poblaciones indigenas en su estado silvestre. EI romero forma parte de la familia
Lamiaceae, una de las familias de plantas con flores mas extensas y destacadas, que

engloba aproximadamente 236 géneros y entre 6900 y 7200 especies en todo el



mundo. Aunque originalmente la familia se denominaba Labiatae debido a que las
flores solian tener pétalos fusionados en labios superior e inferior, hoy en dia, la
mayoria de los botanicos prefieren el nombre Lamiaceae. La familia Lamiaceae es
reconocida por sus aceites volatiles biologicamente activos, presentes en muchos de
sus miembros, asi como por sus hierbas ornamentales y especias culinarias como
albahaca, lavanda, menta, romero, salvia y tomillo. Diversos estudios han
identificado una amplia variedad de compuestos en las plantas de esta familia, como
terpenos, iridoides, flavonoides y compuestos fendlicos. El acido rosmarinico, un
acido fendlico abundante en estas plantas exhibe propiedades antibacterianas,
antivirales, antioxidantes y antiinflamatorias. Esta familia incluye especies con altos
niveles de &cidos fendlicos, como el &cido rosmarinico, que ha demostrado tener
propiedades antivirales, antibacterianas, antioxidantes y antiinflamatorias.
Numerosos estudios experimentales respaldan la eficacia de algunas de las
aplicaciones tradicionales de estas plantas. Los extractos del romero se usan como
antioxidantes naturales, alargando la vida util de alimentos perecederos. De hecho, la
Union Europea ha aprobado al E392 (extracto de romero) como un antioxidante

natural eficaz y seguro para la conservacién de alimentos (Andrade et al., 2018).

Céndida albicans es un hongo de levadura comun de las superficies mucosas
orales, gastrointestinales y genitales humanas y de la piel. La disbiosis inducida por
antibidticos, la inmunosupresion iatrogénica y/o las intervenciones médicas que
deterioran la integridad de la barrera mucocutanea y/o perturban los mecanismos
protectores de defensa del huésped permiten que C. albicans se convierta en un
patdgeno oportunista y cause una enfermedad mucocutanea sistémica debilitante y/o

potencialmente mortal. Infecciones sistémicas. (Lopes & Lionakis, 2021)

Como uno de los reinos eucariotas mas grandes, los hongos tienen una
variedad de patrones de ciclo de vida con adaptaciones en el metabolismo y la
morfogenesis que les permiten adaptarse a los ecosistemas cambiantes. A pesar de
gue se estima que este reino cuenta con una poblacién que oscila entre 1,5 a 5
millones de especies diferentes de hongos, solo unos pocos cientos de ellos pueden
causar enfermedades clinicas en humanos. El phylum Ascomycota contiene algunos
de los patdgenos humanos mas exitosos; estos incluyen hongos virulentos que

pueden infectar a individuos sin compromiso inmunoldgico, como las especies



Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides y Paracoccidioides, asi como hongos
oportunistas que causan enfermedades principalmente en individuos
inmunodeprimidos, como las especies Aspergillus, Fusarium, Scedosporium y
Candida. (Lopes & Lionakis, 2021)

Céandida albicans es un hongo de naturaleza diploide en su forma asexual
(levadura), esta especie pertenece a la familia de los Saccharomicetos y de naturaleza
saprofita. ComUnmente presente en la cavidad oral, el tracto gastrointestinal y la
vagina, la Candida desempefia un papel esencial en la fermentacién y digestion de
azucares. La célula de Candida albicans se manifiesta como una forma
levaduriforme ovalada de 3-8 x 2-7 micras aproximadamente, con paredes delgadas.
Sin embargo, en tejidos infectados, se han observado diversas formas filamentosas
con longitudes variables, presentando extremos redondos de 3 a 5 micras de
didmetro. A nivel microscopico, todas las especies de Candida comparten una
apariencia similar, y todas las levaduras son Gram positivas (Quispe Castrejon &
Torrel Ramos, 2022).

El género Candida reside de manera simbiotica en el microbiota de la mucosa
reproductiva y gastrointestinal del 50-70% de individuos sanos aproximadamente.
No obstante, bajo condiciones particulares, estos microorganismos pueden adquirir
caracteristicas patdgenas, llegando a convertirse en la tercera causa mas comun de
septicemia a nivel global. Estos hongos tienen la capacidad de ocasionar infecciones
superficiales que afectan membranas mucosas y la piel, asi como infecciones
invasivas en 6rganos Y tejidos profundos, como los pulmones, intestinos y la sangre.
La especie més frecuentemente aislada en infecciones relacionadas con el género es
Candida albicans. No obstante, se observa cada vez mas el aislamiento de especies
no albicans de Candida, como Candida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis
y Candida parapsilosis. Es importante destacar que se ha informado un aumento en
la resistencia a agentes antifingicos de uso clinico, tanto en cepas de Candida
albicans como en cepas no albicans, lo que complica el tratamiento de las infecciones

causadas por estas variedades (Rocha et al., 2021).
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La técnica ampliamente utilizada para extraer aceites volatiles de diversas
especies vegetales es el proceso de destilacion por arrastre de vapor de agua. En este
método, el vapor de agua entra en contacto con la materia vegetal, liberando la
esencia y transportando consigo el aceite esencial. Posteriormente, los vapores se
enfrian en un condensador, recuperando su estado liquido y generando un destilado
en forma liquida, compuesto por dos fases inmiscibles: la fase acuosa, conocida
como hidrolato, y la fase organica, que constituye el aceite volatil. La diferencia de
densidad entre ambas fases permite la separacion de los componentes mediante
decantacion, resultando en la obtencidn del aceite esencial en su forma pura (Casado,
2018; Cederio et al., 2019).

Justificacion de la investigacion

Justificacion teorica, los resultados obtenidos del estudio y la confirmacion de
que uno o los 2 aceites esenciales tienen efecto antimicotico sobre candida albicans
aportan méas data a la ya existente, lo cual servird de fundamento para nuevo
conocimiento, teorias y solucién de candidiasis multirresistente. Considerando, la

posibilidad de servir a otros estudios en el futuro.

La justificacion metodolégica se fundamenta en que proporcionara una
herramienta para recopilar informacion asociada a la evaluacion del impacto
antifingico derivado del aceite volatil extraido tanto de Origanum vulgare L.
comunmente conocido como orégano y de Rosmarinus officinalis L. comiUnmente

conocido como romero, en relacion con Candida albicans.

Justificacion Social, el estudio y la confirmacion de que uno o los 2 aceites
esenciales tienen efecto antimicdtico sobre candida albicans deja abierta la
posibilidad de que el gran grupo de personas con candidiasis multirresistente se

podrian beneficiarse con los resultados de la investigacion.

Problema

(Cudl serda el efecto sobre candida albicans ATCC 10231 “in vitro”,
provocado por los aceites esenciales provenientes de Origanum vulgare L.y

Rosmarinus officinalis L.
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Conceptualizacion y operacionalizacion de las variables

Definicion conceptual Dimensiones Indicadores Esca_la_ ,de
medicion
Diluciones:
VI:
Aceite esencial: aceite volatil o Dilucion 1 e Muestra 1" al 50 %
esencia, es una sustancia aromatica Ordinal
de origen natural que le da el olor o Dilucion 2 e Muestra2” al 75 %
fragancia a las flores y a otros
organos de la planta. Generalmente Puro e Muestra 3 al 100
se obtiene mediante arrastre en
vapor de agua, euffleurage vy %
expresion (en los citricos) (LOpez
Luengon, 2004)
VD: Diametro del Halo de
Actividad antimicotica: | Diametro del halo |Inhibicién
Capacidad de las sustancias | de inhibicion
quimicas frente a este tipo Mayor de 20 mm De
microorganismos (hongos) |e Sumamente >14 <20mm intervalo
responsables de muchas sensible >8mm <l4mm
enfermedades  conocidas como |e Muy sensible <8mm
micosis (Bonifaz Trujillo, 2015) e Sensible
e Nula

“Muestras 1, 2 y 3 son las diluciones del aceite esencial de cada una de las plantas

en estudio

Hipotesis

De acuerdo con la literatura consultada que reporta que la mayoria de los aceites

esenciales tienen efecto antimicrobiano sobre bacterias, hongos y virus. El aceite

volatil de ambas especies en investigacion, como son Origanum vulgare L. y

Rosmarinus officinalis L. debe tener una accion antimicética importante sobre
sobre candida albicans ATCC 10231 in vitro.
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Objetivos

Objetivo general:

Evaluar la capacidad antimicotica in vitro de los aceites esenciales extraidos

de Origanum vulgare L. y Rosmarinus officinalis L. contra la cepa de
Céandida albicans ATCC 10231.

Objetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

Extraer y caracterizar los aceites volatiles de Origanum vulgare L. y
Rosmarinus officinalis L.

Elaborar diluciones al 50, 75 y 100 % de los aceites esenciales obtenidos
de Origanum vulgare L. y Rosmarinus officinalis L.

Llevar a cabo el aromatograma utilizando cada una de las diluciones de
los aceites esenciales de Origanum vulgare L. "orégano” y Rosmarinus
officinalis L. en cepas de Candida albicans ATCC 10231.

Realizar el antibiograma con Nistatina sobre cepas de Candida albicans
ATCC 10231 in vitro

Evaluar y contrastar la actividad antimicética del aceite esencial de
Origanum vulgare L. y Rosmarinus officinalis L. en comparacion con la
nistatina, especificamente sobre la cepa ATCC 10231 de Céandida

albicans.
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7. Metodologia

a.

Tipo y Disefio de investigacion

Tipo de investigacion:

Béasica: Muy conocida como investigacion pura, tedrica o dogmatica.
Nuestra investigacion busca incrementar los conocimientos cientificos sobre
la existencia de una sustancia que puede eliminar a un hongo tan resistente a
los tratamientos convencionales, pero sin llevarlos al aspecto practico que es
usarlos en el tratamiento de personas afectadas con candidiasis. (Muntané
Relat, 2010)

Experimental: En nuestro estudio los resultados son producto de la
intencionalidad de la propuesta cientifica de recrear en el laboratorio el
enfrentamiento entre el microorganismo y un potencial antimicotico, donde
claramente se produce la intervencion del investigador para obtener
conclusiones. Se cumple el hecho que Este tipo de investigacion es un
estudio in vitro. (Muntané Relat, 2010)

Disefio de investigacion:

La investigacion de tipo experimental posibilita la manipulacion deliberada
de las variables independientes para analizar la variable dependiente, segun
lo indicado por Hernandez et al. (2006), utilizando repeticiones multiples y

llevando a cabo una postprueba.

Grupo 1 Est. 1 Obs 1
Grupo 2 Est. 2 Obs 2
Grupo 3 Est. 3 Obs 3
Grupo 4 Est. 4 Obs 4
Grupo 5 Est.5 Obs s

Donde:

Est. 1: Aceite esencial de al 100%

Est. 2: Aceite esencial de al 75%

Est. 3: Aceite esencial de al 50%

Est. 4: Nistatina (Control positivo)

Est. 5: Solucion salina Fisioldgica (Control negativo)
Obs.: Observacion (diametro halo de inhibicion)
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b)

Poblacion, muestra y muestreo

Poblacion

Se define como un conjunto de personas, maquinas, elementos,
eventos, etc de interes del investigador (Arias, et al., 2016). En esta
investigacion la poblacion estuvo conformada por la totalidad cepas
obtenidas por cultivo de la cepa comercial de Céandida albicans
(cepa ATCC 10231).

Criterios de inclusion

1.Solo las cepas obtenidas a partir de la cepa comercial de Candida

albicans (cepa ATCC 10231).

2.Solo se trabajo con hojas de las plantas orégano y romero, que

muestren cumplir con el criterio de calidad.

Criterios de exclusién

1.Se excluyeron lo que nos son candida albicans ATCC 10231.

2.Se excluyeron las hojas de orégano y romero que no cumplan con el

criterio de calidad.

Muestra

La muestra de trabajo estuvo compuesta por todos los elementos
escogidos a partir de la poblacion (cultivo del hongo en estudio), los
cuales fueron escogidos segun si cumplen con los criterios de
inclusién y exclusion. Tedricamente, se cumple con el hecho que la
cantidad de elementos elegidos es representativa y que se puede
definir con precision sus caracteristicas durante el disefio del plan
de investigacion (Hernandez, et al., 2014).

e 24 placas de Petri inoculadas con candida albicans ATCC 10231
e 5 kilogramos de planta completa de Origanum vulgare L.

e 5 kilogramos de planta completa de Rosmarinus officinalis L

“romero”.
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Método

de seleccion de la muestra:

De acuerdo con Kinnear y Taylor (1998), este analisis opt6 por
utilizar un enfoque de muestreo probabilistico, dado que todos los
elementos considerados tenian la oportunidad de ser escogidos y

formar parte integral del estudio.

c) Técnicas e instrumentos de investigacion:

En este

estudio la observacion es la técnica de investigacion y el

instrumento de investigacion ha sido la ficha de recoleccion de datos, la que

se fue llenando conforme se obtenian los resultados de las pruebas

ejecutadas durante la investigacion.

Obtencion del aceite esencial:

Destilacion por arrastre de vapor.

Se ejecutd la técnica siguiendo las indicaciones de Mendoza Rezza
etal., (2021)

Se utiliz6 el equipo de destilacion.

Se colocé 4 litros de agua destilada en la camara generadora de
vapor.

En la cAmara de extraccion se colocé 4 kilogramos de la planta a
trabajar (orégano o romero).

Con un mechero bunsen se calent6 el agua presente en la camara
generadora de vapor hasta ebullicion, para obtener el vapor de
agua, el cual ingresé en la camara de extraccion, arrastrando a su
paso al aceite volatil, el cual fue inmediatamente arrastrado por la
corriente de vapor de agua por un proceso de codestilacion.

El producto de la destilacion se recibio en embudo de
decantacion, en donde se observé la formacion de 2 capas
inmiscibles muy bien definidas.

La capa superior de color amarillento es el aceite esencial y la

capa inferior es la fase acuosa y se llama hidrolato.
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e Para evitar el rebasamiento del aceite esencial en el embudo de
decantacion, la salida del hidrolato se regula tratando que sea la
misma cantidad de gotas que entran al embudo sean las mismas
que la cantidad de gotas que salen del embudo.

e Terminada la destilacion se dejo en reposo el embudo con su
contenido para lograr una buena separacion de las 2 fases.

e A continuacion, se procedio a obtener el aceite esencial, para lo
cual primero se obtuvo el hidrolato controlando la separacién
mediante la lleve del embudo de decantacién|, para en un segundo
momento extraer el aceite esencial en un vaso de precipitados de
capacidad apropiada.

e Al aceite esencial contenido en el vaso de precipitacion, se le
agregd sulfato de sodio anhidro (cantidad apropiada) para
eliminar el agua residual (secado del aceite volatil).

o El aceite volatil se almacend en un frasco de vidrio ambar.

o El aceite esencial se conservd en refrigeracion y al abrigo de la
luz hasta el momento de su utilizacién en las diferentes pruebas.

Preparacion de las diluciones de cada aceite esencial:

Las diluciones de los aceites esenciales, Origanum vulgare L. y

Rosmarinus officinalis L., sujetos a experimentacién, se

prepararon de acuerdo con Castafieda Matute, (2019)

e Parala dilucion de 50% se mezclaron 0.5 mL en 0.5 mL de
DMSO.

e Parala dilucion del 75% se mezclaron 0.75 mL de AE en
0.25 mL de DMSO.

e La Dilucion al 100 % corresponde al aceite esencial puro.

Preparacion del Agar Mueller Hinton
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Este medio de cultivo es de naturaleza solida recomendado
para pruebas de susceptibilidad de microrganismos patégenos.
Su elaboracion se realizo siguiendo las instrucciones del
fabricante (Merck, 2023)

¢ 38 gramos de Agar Mueller Hinton fueron disueltos en
1 Litro de agua destilada en un matraz Erlenmeyer de 1
Litro de capacidad. Para este ensayo se adicionaron 50
uL de azul de metileno y 20 gramos de glucosa

eSe llevo a calentamiento agitando suavemente y
dejando hervir durante un minuto.

¢ Se acondiciond colocando un algodon en la boca del
matraz, para luego cubrir con papel Kraft y sellar
usando hilo pabilo.

e Se coloco en la autoclave para realizar su esterilizacion
a 121°C durante 15 minutos.

e Transcurrido el tiempo adecuado, el matraz con el
medio de cultivo fue retirado de la autoclave y se dejo
enfriar hasta 50°C.

e Se mezcld suavemente y se dispenso en placas de Petri
esterilizadas.

Preparacion de los discos y placas para el ensayo (Castafieda
Matute, 2019)

e Los discos de sensibilidad de Nistatina se extraeran del
congelador y se exponen a temperatura ambiente.

e En la realizacion del antibiograma es esencial que los discos
de Nistatina alcancen la temperatura ambiente con el fin de
eliminar la humedad, la cual podria ocasionar variabilidad en
la concentracion del agente antimicrobiano.

e EIl medio de cultivo, previamente elaborado, se distribuira en
las placas Petri, asegurdndose de que la profundidad se

encuentre alrededor de 4 mm de espesor.
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e El exceso de humedad se evitd dejando las tapas ligeramente
abiertas durante un periodo de 10 minutos a una temperatura
de 20 °C.

e La contaminacion se evitd, realizando todas las operaciones
en la camara de flujo con el prop6sito de prevenir cualquier
forma de contaminacion.

Inoculacion del microorganismo en cada una de las placas.
(Castarieda Matute, 2019)

e En un lapso inferior a 15 minutos después de haber
estandarizado el in6culo, se procedi6 a impregnar
completamente un hisopo estéril con la suspension

microbiana.

e A continuacion, se realizd la inoculacion de la placa de
manera paralela en toda su extension, repitiendo este
procedimiento tres veces y rotando la placa alrededor de 60°
en cada ocasién, abarcando la totalidad de la superficie de
borde a borde.

e Se permitié un periodo de secado de 5 minutos antes de
colocar los discos, con el propdésito de lograr un crecimiento
confluente que cubra la totalidad de la placa, evitando asi
areas sin crecimiento y posibles complicaciones en la

interpretacion durante la lectura posterior.

Distribucion de los discos. (Castafieda Matute, 2019)

e Los discos se posicionaran a una distancia de 15 mm desde el
borde de la placa, dispuestos de manera que no se
sobrepongan los halos de inhibicion.

e La colocacion se llevara a cabo utilizando una pinza estéril,
comenzando con el disco de control positivo (sensibilidad),
seguido por los discos de control negativo (agua estéril y
DMSO).
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e A continuacién, se ubicaran los discos impregnados con las
diversas diluciones del aceite esencial, aplicando una leve
presion después de su colocacion en el agar para asegurar la
adhesion.

e Las placas se sellaron y posteriormente fueron incubadas a 37

°C durante un periodo de 24 horas.

Medicidn de halos de inhibicion. (Castafieda Matute, 2019)
Concluido el periodo de incubacion procedimos a medir el
didmetro de cada uno de los halos de inhibicion producidos

como efecto de cada una de las muestras.

d) Procesamiento y andlisis de la informacion
Valderrama (2015), considera que posterior a la recopilacion de la
informacidn, se debe de aplicar mecanismos estadisticos para dar solucion a
nuestro problema, de tal manera permita aceptar o rechazar nuestras teorias
planteadas. La informacién obtenida sera tabulada en Excel vy
posteriormente sera analizada por el programa SPSS version 25. Se
aplicaran las pruebas estadisticas para analizar cada grupo en estudio y
luego se evaluo si existe diferencia significativa entre los valores promedio

de los halos de inhibicion, mediante el anlisis de varianza (ANOVA).
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8 Resultados
Tabla 1l

Caracteres fisicos y quimicos del aceite esencial de Origanum vulgare L.

“orégano”
Paradmetros Resultado
Color Amarillo
Olor Sui generis
Sabor Astringente
Aspecto Transparente, Fluido, Homogéneo

Solubilidad en aceite mineral
Solubilidad en agua
Solubilidad en etanol al 70 %
pH

indice de refraccion
Densidad

indice de acidez

Soluble en proporcion 1:1
Insoluble

Soluble en proporcién 1:100
4.992 + 0.0287424

1.42 + 0.002542

0.981 + 0.03242 g/cc

0.899 + 0.3574 mg KOH/g

Fuente: Hecho por el autor

Descripcion

La tabla 1 muestra los resultados del anlisis del aceite volatil de

Origanum vulgare L. “orégano”. Es un producto de color amarillo

claro, olor caracteristico, de sabor astringente, es un liquido bastante

fluido, soluble en aceite mineral y alcohol de 70 % y poco soluble en

agua (1/10), segun su pH de 4.992 es ligeramente acido, menos

denso que el agua (0.981 g/cc), con un IR de 1.42 y un indice de
acidez bajo de 0.899 mg KOH/qg.
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Tabla 2

Caracteres fisicos y quimicos del aceite esencial de Rosmarinus officinalis

L. “romero”.
Parametros Resultado
Color Amarillo
Olor Sui generis
Sabor Astringente
Aspecto Transparente, Fluido, Homogéneo
Solubilidad en aceite mineral ~ Soluble en proporcion 1:1
Solubilidad en agua Insoluble
Solubilidad en etanol al 70 %  Soluble en proporcion 1:100
pH 5.652 + 0.0287424
Densidad 0.991 + 0.03242 g/CC
indice de refraccion 1.49 + 0.002542
indice de acidez 1.019 + 0.3574 mg KOH/g
Fuente: Hecho por el autor
Descripcion

La tabla 2 muestra los resultados del anélisis del aceite volatil de

Rosmarinus officinalis s L.

“romero”. ES un producto de color

amarillo claro, olor caracteristico, de sabor astringente, es un liquido

bastante fluido y transparente, soluble en aceite mineral y alcohol de

70 % y poco soluble en agua (1/10), segin su pH de 5.652 es

ligeramente &cido, menos denso que el agua (0.991 g/cc), con un IR
de 1.49 y un indice de acidez bajo de 1.019 mg KOH/qg.
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Tabla 3

Diametros promedio de los Halos de Inhibicion en la Evaluacion de la

Fuente:

Actividad Antifangica del Aceites Esenciales de Origanum vulgare L.,

Rosmarinus officinalis L. y el farmaco patron Nistatina contra Candida

albicans, cepa ATCC 10231."

Diametros promedio del halo de inhibicion

(mm)
Concentracion Romero Orégano (Nistatina)
X + DS X + DS X + DS
121 16+
0,
50% 122474487  1.22474487
32+ 34+
0,
5% 158113883  1.22474487
34+ 39 +
0,
100% 291547505  2.23606798
Nistatina 33+
070710678 pyocho
por el autor
Descripcion

La Tabla 3 muestra los resultados de la evaluacién de la actividad

antifungica de las sustancias analizadas. Cada valor representa el

promedio de cinco repeticiones para cada concentracion de los

aceites esenciales evaluados, asi como para el farmaco patrén

Nistatina, que se empled como sustancia de referencia. Se observo

que el didmetro promedio de la zona de inhibicion para la Nistatina

fue de 32.60, indicando, segun los criterios establecidos para esta

investigacion, que la Nistatina exhibe una actividad antifingica

(Sensible: > 17 mm) contra Candida albicans en un entorno de

investigacion in vitro.
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Tabla 4

Actividad antimicotica de las muestras del aceite esencial de Rosmarinus officinalis

L. al 50, 75 y 100 % en cultivos de Candida albicans ATCC 10231.

ANOVA
Rosmarinus officinalis L.
Fuente de Suma de I Media F si
variacion  cuadrados g cuadratica g
Entre grupos
grp 1496.33 2 748.067 510045  0.000
Dentro de
grupos 17.600 12 1.467
Total 1513.733 14
POST ANOVA
HDS Tukey
Grupo N Subconjunto para alfa = 0.005
1 2 3
ROM 50 % 5 11.8
ROM 75 % 5 31.8
ROM 100 % 5 34
Sig 1.000 1.000 1.000
Fuente: Hecho por el autor
Descripcion

La Tabla 4 muestra que el valor de F obtenido fue de 510.045

(prueba estadistica Fisher) con significancia de 0,000 (p < 0.05),

demostrando estadisticamente que el efecto antimicotico del aceite

esencial de Rosmarinus officinalis L. sobre la levadura en estudio es

real. La prueba Tukey al evaluar las muestras de los aceites

esenciales en 4 grupos distintos, muestra concluyentemente que el

aceite esencial puro (100 %) es la concentracion mas efectiva.
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Tabla 5

Actividad antimicotica de las muestras del aceite esencial de Origanum vulgare L.,
al 50, 75y 100 % en cultivos de Candida albicans ATCC 10231.

ANOVA
Origanum vulgare L.
Fuente de Suma de | Media = si
variacion  cuadrados g cuadratica g
Ent
e GUPOS 1453733 2 726.867  375.966 0.000
Dentro de
grupos 23.200 12 1.933
Total 1476.933 14
POST ANOVA
HDS Tukey
Grupo N Subconjunto para alfa = 0.005
1 2 3
ORE 50 % 5 16.6
ORE 75 % 5 34.8
ORE 100 % 5 39.40
Sig 1.000 1.000 1.000
Fuente: Hecho por el autor
Descripcion

La Tabla 5 muestra que el valor para F fue de 375,966 (prueba
estadistica Fisher) con significancia de 0,000, p < 0.05,
demostrandose estadisticamente el efecto antimicético del aceite
esencial de Origanum vulgare L. sobre la levadura en estudio. La
prueba Tukey al evaluar las muestras de los aceites esenciales en 4
grupos distintos, muestra concluyentemente que el aceite esencial

puro (100 %) es la concentracion mas efectiva.
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Tabla 6

Actividad antimicotica de las muestras del aceite esencial de Rosmarinus officinalis

L.y Origanum vulgare L. al 50, 75y 100 % en cultivos de Candida albicans ATCC

10231.
ANOVA
Origanum vulgare L. Vs Rosmarinus officinalis L.
Fuente de Suma de Media si
variacion  cuadrados cuadrética g
Ent
MEOMPOS 1666150 3 555.838 390.977 0.000
Dentro de
grupos 22.800 16 1.425
Total 1688.950 19
POST ANOVA
HDS Tukey
Grupo N Subconjunto para alfa = 0.005
1 2 3 4
ROM 50 % 5 11.80
ORE 50 % 5 16.6
ROM 75 % 5 31.8
ORE 75 % 5 34.8
ROM 100 % 5 34
ORE 100 % 394
Sig 1.000  1.000 1.000
Fuente: Hecho por el autor
Descripcion

La Tabla 6 muestra que el valor de F es de 390.977 (prueba

estadistica Fisher) con significancia menor al 5% p < 0.05,

demostrandose que existe efecto antimicotico de ambos aceites

esenciales en investigacion experimental sobre la levadura en

estudio. La prueba Tukey muestra concluyentemente que el aceite

esencial puro de ambas muestras (100 %) es la concentracién mas
efectiva. sobre Candida albicans ATCC 10231 in vitro.
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Tabla 7

Actividad antifungica del aceite esencial Rosmarinus officinalis L. al 50, 75y 100
% Yy el compuesto de referencia Nistatina en cultivos de Candida albicans ATCC
10231.

ANOVA
Rosmarinus officinalis L. Vs Nistatina
Fuente de Suma de Media i
variacioén cuadrados g cuadratica F Sig
ENMe grupos 1553 6ag 3 825267 395977  0.000
Dentro de
grupos 33.1 15 2044
Total 1586.744 18
POST ANOVA
HDS Tukey
Grupo N Subconjunto para alfa = 0.005
1 2 3 4
ORE 50 % 5 13.5
ORE 75 % 5
NISTATINA 5 32.86
ORE 100 % 5 32.122
Sig 1.000 1.000 1.000
Fuente: Hecho por el autor
Descripcion

La Tabla 7 muestra que el valor de F fue de 375,966 (prueba
estadistica Fisher) con significancia menor al 5% (p < 0.05), hecho
que demuestra estadisticamente que existe efecto antimicético del
aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. sobre la cepa de Candida
albicans ATCC 10231 en evaluacion. La prueba de Tukey concluye

que el aceite al 100% es maés efectivo.
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Tabla 8
Actividad antifungica del aceite esencial de Origanum vulgare L. y de la

sustancia patrén Nistatina en cultivos de Candida albicans ATCC 10231.

ANOVA
Nistatina Vs Origanum vulgare L.
Fuente de Suma de Media i
variacion cuadrados g cuadratica Sig
Entre grupos 1866.25 5 855.266 389.845 0.000
Dentro de
grupos 35.7 15 1800.12
Total 1901.95 20
POST ANOVA
HDS Tukey
Grupo N Subconjunto para alfa = 0.005
1 2 3 4
ORE 50 % 5 135
ORE 75 % 5 23.55
Nistatina 5 32.89
ORE 100 % 5 32.122
Sig 1.000 0.812 0.389

Fuente: Hecho por el autor

Descripcion

La Tabla 8 evidencia que el valor de F fue de 389,743 (prueba
estadistica Fisher) con una significancia menor al 5% (p < 0.05),
demostrando que hay existe actividad antimicotica significativa de
aceite esencial de Origanum vulgare L. y de Nistatina sobre la cepa
de Céandida albicans ATCC 10231 en evaluacion. La prueba de
Tukey (POST ANOVA), evidencia que la muestra del aceite al 100%

es mas efectiva.
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9.

Andlisis y Discusion

En esta investigacion, se calculd el diametro promedio del halo de
inhibicion para el aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. a una
concentracion del 50%, que result6 ser de 12 mm. Al contrastar este valor con
las pautas del Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) de 2019, que
clasifica como resistente cualquier formacion de halo de inhibicion < 13 mm,
se evidencio que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. a una
concentracion del 50% no ejerce accion antifungica sobre la cepa de Candida
albicans ATCC 10231.

En el marco de la presente investigacion, se establecié que el didmetro
promedio del halo de inhibicién para el aceite esencial de Origanum vulgare
L. a una concentracion del 50% es de 16 mm. Al cotejar este valor con las
directrices del Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) de 2019, que
categoriza como "Intermedio” la formacion de halos de inhibicion en el rango
de 14 a 16 mm, se confirmé que, dado que el promedio es de 16 mm, no se
alcanza el umbral para considerar que el aceite esencial de Origanum vulgare
L. a la concentracion del 50% exhibe accion antimicética sobre la cepa de
Céandida albicans ATCC 10231.

En el curso de la presente investigacion, se establecio que los diametros
promedio de los halos de inhibicion para el aceite esencial de Rosmarinus
officinalis L. y el Origanum vulgare L. a concentraciones del 75% son de 32
mm y 34 mm, respectivamente. En cuanto a las concentraciones del 100%, se
observaron didmetros promedio de 34.00 mm y 39 mm, respectivamente. Al
comparar meticulosamente estos valores con las directrices del Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI) de 2019, que considera como indicativo
de sensibilidad la formacion de halos de inhibiciéon con un tamafio > 17 mm,
se concluye que tanto el aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. como el
de Origanum vulgare L. sin duda alguna exhiben actividad antifingica sobre
la cepa de Candida albicans ATCC 10231.

En la Tabla 3, se observa que el aceite esencial de Rosmarinus

officinalis L. y el aceite esencial de Origanum vulgare L., a concentraciones
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del 75% y del 100%, presentan una eficacia comparable (32 mm para el
aceite esencial de romero al 75%, comparado con los 33 mm de la Nistatina)
o superior (34 mm y 39 mm para el aceite esencial de Origanum vulgare L.,
respectivamente; y 34.00 mm para el aceite esencial de romero al 100%,
todos en comparacion con los 33 mm de la Nistatina). Estos resultados
demuestran de manera concluyente que ambos aceites esenciales tienen una
eficacia similar a la Nistatina contra Candida albicans, conforme a los
criterios del Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) de 2019, que
establece que el microorganismo se considera sensible si el halo de inhibicién
es > 17 mm. Ademads, segin los datos consignados en la Tabla 3, se puede
inferir que la actividad antimicotica del aceite esencial de ambas especies
vegetales en estudio sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231 es
dependiente de la concentraciéon, ya que su efecto aumenta con la
concentracion. Este hallazgo es significativo y respalda investigaciones
anteriores, como la llevada a cabo por Pérez Delgado & Vallejos Campos

(2019), que también mostraron resultados similares.

Ademas, al examinar los datos presentes en la Tabla 3 y comparar la
actividad antifingica contra Candida albicans entre el aceite esencial de
Rosmarinus officinalis L. y el aceite esencial de Origanum vulgare L. en las 3
concentraciones evaluadas, se evidencia que la eficacia antifingica del aceite
esencial de Origanum vulgare L. supera la eficacia del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis L. contra Candida albicans. Este hallazgo se respalda
mediante el andlisis estadistico detallado en la Tabla 6.

Asimismo, sobre el aceite esencial de Rosmarinus officinalis L., es
relevante sefialar que, como se detalla en la Tabla 3, el aceite esencial de
romero al 50% no demuestra eficacia como agente antifingico contra
Candida albicans, ya que generé un halo de inhibicién de 12 mm, siendo
considerado resistente segun los criterios establecidos por el CLSI (<13). Este
resultado contrasta notablemente con los hallazgos presentados en el estudio
de Pérez Delgado & Vallejos Campos (2019), donde el aceite esencial de
romero, a una concentracion de 50 ul, logroé una zona de inhibicion de 29

mm.

30



En contraste, en lo que respecta al aceite de romero al 100%, se observa
que genera un halo de inhibicion de 34 mm de diametro, comparado con el
halo de inhibicidén correspondiente a la nistatina, que mide 33 mm. Este
resultado guarda similitud con los hallazgos presentados en la investigacion
de Pérez Delgado & Vallejos Campos (2019), donde el aceite esencial de
romero, a una concentracion de 100 ul, alcanz6 una zona méxima de

inhibicién de 38 mm.

En relacién con el aceite de Origanum vulgare L. al 50%, se puede
deducir, a partir de los resultados expuestos en la Tabla 3, que no exhibe
eficacia, ya que, al generar un halo de inhibicion de un didmetro de 16 mm, se
considera una efectividad intermedia segun los estandares del CLSI (14 a 16
mm) en cuanto a la actividad antifingica contra Candida albicans. Este
resultado es comparable con lo documentado en la investigacion de Dionicio
(2019), donde el aceite esencial de eucalipto a una concentracion del 50%
generd un halo de inhibicion de 12.2 mm de diametro, siendo catalogado
como resistente segun los criterios del CLSI (<13), lo que indica que no

presenta actividad antifungica contra Candida albicans a esta concentracion.

Es relevante destacar que Vasquez (2019) llevd a cabo una
investigacion para evaluar la eficacia antimicdtica del extracto etandlico de
Origanum vulgare L. contra Candida albicans mediante un estudio in vitro.
En este trabajo, el investigador analizé el efecto antimicético del extracto
etandlico a concentraciones del 5, 25, 0%, 75y 100%, utilizando la técnica de
difusion con discos de Kirby-Bauer. Segun los resultados obtenidos, la
concentracion al 100% generd un halo de inhibiciébn con un didmetro
promedio de 17.4 mm. Como conclusién, afirmaron que el extracto etanolico
demuestra eficacia general contra Candida albicans, y que el efecto

antifungico se intensifica a medida que aumenta la concentracion del extracto.
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10. Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El aceite volatil de Rosmarinus officinalis L. mostrd baja actividad
antimicética sobre Candida albicans a la concentracion de 50 %; pero a las
concentraciones de 75 % y 100 % mostro elevada actividad antimicotica, en

la evaluacion in vitro.

El aceite volatil de Origanum vulgare L. mostr6 actividad antimicotica
intermedia sobre Candida albicans a la concentracion de 50 %; y a las
concentraciones de 75 y 100 % mostré una actividad antimicética elevada

sobre Candida albicans en la evaluacion in vitro.

La nistatina, como era de esperar, mostré una alta actividad antimicotica

sobre Candida albicans en la evaluacion in vitro.

El aceite volatil de Origanum vulgare L. mostré mayor efecto antimicético
que el aceite volatil de Rosmarinus officinalis L. frente Candida albicans en

la evaluacion in vitro para cada una de las concentraciones evaluadas.

El aceite volatil de Rosmarinus officinalis L. al 75 % mostro un efecto
antimicético, semejante a la Nistatina y los resultados de la evaluacion de la
muestra a la concentracion al 100 % mostrd ser mas efectivo que la

sustancia patrén.

El aceite volatil de Origanum vulgare L. al 75 % mostro efecto semejante a
la Nistatina y la muestra al 100% resulté ser mas efectiva que la Nistatina

sobre Candida albicans in vitro.
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Recomendaciones

1) La universidad deberia estimular con mayor énfasis los estudios sobre la
potencial utilidad de estos aceites esenciales, talvez formulando

productos de aplicacion topica.

2) Realizar més estudios sobre los aceites esenciales, especialmente con el
aceite volatil de Origanum vulgare L., no solo como agentes

antifangicos. sino también, como antibacterianos.
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13. ANEXOS
Anexo 1

SOLUCIONES NATURALES
Sol-naT AL NATURAL S.R.L.

JR. JOSE SABOGAL NRO. 313 URB. PALERMO — TRUJILLO

£ 2 p ‘ TRUJILLO- LA LIBERTAD
*&é f LR 2 % - RUC 20601408288 - TELEFONO 360453
M F L) e 5
PR % ;::‘ 5
PR TR

AUTORIZACION DE USO DE AMBIENTES Y EQUIPO

En atencién a la solicitud verbal sobre la prestacién de ambiente y equipos de
Laboratorio, por parte del Sra. RUBI MILENA RODRIGUEZ PAREDES, identificada con
DNI 45732339, con cddigo 1314100006, alumna del Programa académico de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad San Pedro, Bachiller en Farmacia y Bioquimica, la cual para
culminar su carrera universitaria debe desarrollar un trabajo de investigacion que se
constituird en su Tesis de Pregrado.

En representacién de la empresa y conociendo que la Universidad san Pedro
terminG sus actividades en la ciudad de Trujillo, es nuestra voluntad ceder en forma
gratuita nuestro ambiente y equipo (control de calidad) que estan en perfecto estado, para
que la antes mencionada alumna realice las pruebas pertinentes a su trabajo de
investigacién, bajo la direccion de su asesor el Q.F. Mg. Felipe Rubén Rubio Lo6pez,
dejando constancia que la sefiora traera los reactivos y otros insumos que necesite para el
desarrollo de su investigacion que lleva por titulo “Efecto antimicotico del aceite esencial
del Origanum vulgare L. “orégano” y Rosmarinus officinalis L. “romero”, sobre Candida
albicans ATCC 10231 in vitro”.

Se otorga el presente documento a solicitud de la alumna, para los fines que estime
conveniente

Trujillo, 10 de Junio del 2022 b
/ /2, X
/[ —

Carlos Naval Sopan Benaute
Gerente
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Anexo 2

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS DE
CARACTERES ORGANOLEPTICOS

C. Aceite esencial
Organoléptico Romero Orégano
A romero A orégano
Olor A romero A orégano
A romero A orégano
Amarillo (Pantone 115) AmarilLoSS()I;antone
Color Amarillo (Pantone 115) AmarilLoEél)Dantone
Amarillo (Pantone 115) AmarilLoSS(;antone
Astringente Astringente
Sabor Astringente Astringente
Astringente Astringente
Transparente Transparente
Aspecto Transparente Transparente
Transparente Transparente
Homogénea Homogénea
Textura Homogeénea Homogénea
Homogénea Homogénea
Liquido Liquido
Estado fisico Liquido Liquido
Liquido Liquido




Anexo 3

RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE SOLUBILIDAD

Aceite esencial

Ensayo Solvente
Romero Orégano
Soluble (1:1) Soluble (1:1)
Aceite mineral Soluble (1:1) Soluble (1:1)
Soluble (1:1) Soluble (1:1)
Insoluble (1:10000) ('fsfgggge)
Solubilidad En agua Insoluble (1:10000) ('fsf(;ggge)
Insoluble (1:10000) ('fsl"(;gg'oe)

En etanol de 70 %

Soluble (1:10)

Soluble (1:10)

Soluble (1:10)

Soluble (1:10)

Soluble (1:10)

Soluble (1:10)
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Anexo 4

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS FISICO-QUIMICAS

PRUEBA RESULTADO
5.65

pH 5.73

5.58

1.02

Densidad g/cm3 0.99
0.964

1.48

pcese |
15

1.021

e gt | vou
1.013




Anexo 5

RESULTADOS DEL ENSAYO MICROBIOLOGICO

HALO DE INHIBICION (mm)

PRODUCTO Orégano Romero
Resultado | Promedio | D. estdndar | Resultado | Promedio| D. estandar
14.00 11
16.00 11
Aceite esencial |, ) 16 122474487 | 12 12 | 1.22474487
al 50 %
17.00 14
17.00 12
34.00 34
34.00 32
Aceite esencial |44 ) 34 | 120474487 | 30 32 | 158113883
al 75%
36.00 31
33.00 33
38.00 35
36.00 32
Aceite esencial
al 100% (Puro) 39.00 39 2.23606798 30 34 2.91547595
42.00 36
40.00 37
Resultado Promedio Desviacién estandar
32.00
o 33.00
Nistatina
33.00 33 0.70710678
33.00
34.00
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Anexo 6

Matriz de consistencia

PROBLEMA VARIABLES OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA
Aceite esencial de | Objetivo General: El aceite esencial | Tipo: bésica,
romero y de | Evaluar la actividad antifungica “in vitro” del aceite esencial de de Origanum Experimental.
orégano Origanum vulgare L. “orégano” y Rosmarinus officinalis L. “romero”, vulgare L.
sobre candida albicans ATCC 10231 in vitro. “orégano” y Disefio:
Rosmarinus Cuasi experimental y
officinalis L. de enfoque

¢ Cual es el efecto
antimicético del
aceite esencial del
Origanum vulgare L.
“orégano” y
Rosmarinus
officinalis L.
“romero”, sobre
candida albicans
ATCC 10231 in
vitro?

Actividad
Antiflingica

Objetivos Especificos:

o Extraer y caracterizar los aceites esenciales de Origanum vulgare L.
“orégano” y Rosmarinus officinalis L. “romero”.
o Preparar las diluciones al 50%, 75% y 100% del aceite esencial de
Origanum vulgare L. “orégano” y Rosmarinus officinalis L. “romero”
¢ Realizar el aromatograma con cada una de las diluciones de los aceites
esenciales de Origanum vulgare L. “orégano” y Rosmarinus officinalis
L. “romero”, sobre candida albicans ATCC 10231.

o Realizar el antibiograma con Nistatina sobre cepas de candida albicans
ATCC 10231 in vitro

. Comparar el efecto antimicotico del aceite esencial de Origanum
vulgare L. “orégano” y Rosmarinus officinalis L.” romero” Vs
Nistatina, sobre cepas de candida albicans ATCC 10231

“romero” tiene
una actividad
antimicética
importante sobre
cepas de candida
albicans ATCC
10231

cuantitativo.

Poblacién y Muestra:
Cepas de candida
albicans ATCC10231.

Metodologia:

Se utilizara el método
de Kirby-Bauer. A
partir de donde se
obtienen los halos de
inhibicion.

El andlisis estadistico
se hara mediante Exel
SSPP.
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1. Informacidn del Autor

Rodriguez Paredes Rubi Milena 45732339 | ibra_ub@hotmail com

Apellidos y Noenbres DN Correo Electronico

2. Tipo de Documento de Investigacion

S e Y

Grado Académico o Titulo Profesional

e

4. Tiulo del Documento de Investigacion

Efecto antimicoético del aceite esencial del Origanum vulgare L.
“orégano” v Rosmarinus officinalis L.
“romero”, sobre Candida albicans ATCC 10231 in vitro

FARMACIA Y BIOQUIMICA

Tipo de Acceso al Documento
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A. Originalidad del Archivo Digital
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Anexo 8

Reporte de similitud

Efecto antimicético del aceite esencial del Origanum vulgare
L. “orégano” y Rosmarinus officinalis L. “romero”, sobre
Candida albicans ATCC 10231 in vitro

INFORME DE ORIGINALIDAD

26 26+« 7w

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET PUBLICACIONES

TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

repositorio.usanpedro.edu.pe

Fuente de Internet

11%

-~ -

hdl.handle.net

Fuente de Internet

3%

sl

repositorio.ucv.edu.pe

Fuente de Internet

2%

Submitted to Universidad Cesar Vallejo

Trabajo del estudiante

1%

o -~

repositorio.uladech.edu.pe

Fuente de Internet

1%

repositorio.unsa.edu.pe

Fuente de Internet

1w

B B

portal.amelica.org

Fuente de Internet

1w

repositorio.ug.edu.ec

Fuente de Internet

1%
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dspace.espoch.edu.ec
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Submitted to Universidad Nacional Federico <1 %
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repositorio.unfv.edu.pe
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www.researchgate.net
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Loyola
Trabajo del estudiante
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