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RESUMEN

El trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio Biomolecular y Genética de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Chimborazo durante los
meses abril - julio del 2017. El objetivo general es determinar la actividad anti fangica “in
vitro” de aceite esencial y extracto alcoholico de la planta aromatica, Eucalyptus globulus
“Eucalipto”, por lo que se relaciono el efecto inhibidor en diferentes concentraciones. Para
el aceite esencial se utiliz las concentraciones de 12.500ppm, 10.500ppm, 8.500ppm,
6.500ppm, 4,500ppm y 2,500; para el extracto alcohdlico las concentraciones de 50,000ppm,
40,000ppm, 30,000ppm, 20,000ppm, 10,000ppm y 5,000ppm sobre C. albicans cepa ATCC
10231. Para dicho fin se sembré en agar Sabouroud utilizando el método de difusion en
pocillos con las soluciones experimentales, se usé como micético el Fluconazol, se realizd
tres repeticiones de cada tratamiento para obtener una medida estandar, se incubé durante 18
h a 37° C, pasado dicho tiempo se procedio a la lectura de los didmetros del halo de inhibicién,
para el andlisis estadistico se utilizé el programa SPSS y la escala de aceites esenciales de
Duraffourd y Lapraz. Como resultando obtuvimos que el aceite esencial Eucalyptus globulus
tiene actividad inhibitoria sobre C. albicans con un promedio de halo de inhibicién 11,6mm
en 2,500ppm; 10mm en 4,500; 11,3mm en 6,500; 12,3mm en 8,500ppm; 14mm en 4,500ppm
y 17mm en 12,500ppm. En cambio, el extracto alcohdlico no presenta actividad inhibitoria
ya que las dimensiones de los halos son nulos, en un promedio de 0,83mm en 5,000ppm, 1,5
mm en 10,000ppm, 1,83 mm en 20,000ppm, 2,16 mm en 30,000ppm, 2,33mm en 40,000ppm,
2,83mm en 50,000ppm. Se determind que el aceite esencial presenta efecto inhibitorio sobre
el hongo C. albicans, de modo que puede ser utilizado como un agente en el control de

candidiasis oral.

Palabras claves: Eucalyptus globulus, agar sabouroud, Candida albicans, actividad anti

fangica, dimetilsulfoxido, fluconazol.
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ABSTRACT

The research work was carried out in the Biomolecular and Genetic Laboratory of the
Faculty of Health Sciences of the National University of Chimborazo during the months
April - July 2017. The general objective is to determine the anti fungal activity "in vitro"
of oil essential and alcoholic extract of the aromatic plant, Eucalyptus globulus
"Eucalyptus", so the inhibitory effect was related in different concentrations. For the
essential oil, concentrations of 12,500ppm, 10,500ppm, 8,500ppm, 6,500ppm, 4,500ppm
and 2,500 were used; for the alcoholic extract the concentrations of 50,000ppm,
40,000ppm, 30,000ppm, 20,000ppm, 10,000ppm and 5,000ppm on C. albicans strain
ATCC 10231. For this purpose it was seeded on Sabouroud agar using the well-diffusion
method with the solutions experimental, Fluconazole was used as mycotic, three
repetitions of each treatment were performed to obtain a standard measurement, incubated
for 18 h at 37 ° C, after which time the diameters of the inhibition halo were read, for
statistical analysis The SPSS program and the Duraffourd and Lapraz essential oils scale
were used. As a result, we obtained that the essential oil Eucalyptus globulus has
inhibitory activity on C. albicans with an average inhibition halo of 11.6mm at 2,500ppm;
10mm at 4,500; 11.3mm at 6,500; 12.3mm at 8,500ppm; 14mm at 4,500ppm and 17mm
at 12,500ppm. In contrast, the alcoholic extract has no inhibitory activity since the
dimensions of the halos are null, at an average of 0.83mm in 5,000ppm, 1.5mm in
10,000ppm, 1.83mm in 20,000ppm, 2.16 mm at 30,000ppm, 2.33mm at 40,000ppm,
2.83mm at 50,000ppm. It was determined that the essential oil has an inhibitory effect on
the fungus C. albicans, so that it can be used as an agent in the control of oral candidiasis.
Key words: Eucalyptus globulus, sabouroud agar, Candida albicans, anti fungal activity,

dimethyl sulfoxide, fluconazole.
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1. INTRODUCCION

Candida albicans es un patégeno flingico oportunista comun de los humanos,™ es la especie
mas virulenta y prevalente, seguida por las especies no albicans C. tropicalis, C. glabrata , C.
parapsilosis , C. krusei , C. dubliniensis y otras®®. Es un comensal del intestino, la boca y el
tracto genital, pero también es capaz de causar enfermedades en los nichos de las mucosas o

diseminarse al torrente sanguineo y causar infecciones sistémicas mas serias.®

Se ha asociado a multiples factores de riesgo del huésped, incluida la funcién de las glandulas
salivales, el uso de dentaduras postizas, la alteracion de la mucosa oral, el uso de drogas
(administracion a largo plazo de antibidticos de amplio espectro, corticosteroides,
antidepresivos, antineoplasicos, medicamentos e inmunosupresores), edad (comUn en recién
nacidos y ancianos), alteraciones endocrinas (diabetes mellitus, embarazo, insuficiencia renal
e hipertiroidismo), factores dietéticos (dieta alta en carbohidratos y anemia por deficiencia

de hierro), cancer e infeccion por VIH.®

En individuos inmunocomprometidos, especialmente aquellos que padecen SIDA, la
candidiasis puede dar como resultado lesiones localizadas y dolorosas en la cavidad oral e
infecciones  sistémicas  potencialmente  mortales. Incluso en  hospedadores
intactos, Candida puede causar infecciones persistentes en la cavidad oral, como la
estomatitis en personas que usan dentaduras postizas. La candidiasis pseudomembranosa, es
una de las mas comunes, se caracteriza por parches blancos en las superficies de la mucosa
labial y bucal, el paladar y la lengua y otras superficies de la mucosa oral. Si no se trata, los
sintomas pueden dar como resultado nutricion deficiente y otras complicaciones. Ademas de

ser una causa importante de morbilidad en pacientes inmunocomprometidos.®

El eucalipto es uno de los géneros méas importantes y mas plantados del mundo, pertenece a
la familia de las Myrtaceae incluye 140 géneros y alrededor de 3800 especies distribuidas en
regiones tropicales y subtropicales del mundo.® Es un arbol de hoja perenne, alto, de
crecimiento rapido y se desarrolla en una amplia gama de condiciones climaticas, nativo de

Tasmania y el sudeste de Australia. ")



Las especies de eucalipto son bien conocidas como plantas medicinales debido a sus
propiedades bioldgicas y farmacoldgicas. Eucalyptus globulus (E. globulus), es el principal
suministrador de aceites esenciales. Estos aceites esenciales tienen una gran demanda en el
mercado, ya que encuentran aplicaciones como anestésicos, antisépticos, desinfectantes,
expectorantes, hemostaticos, inhalantes, repelentes de insectos, remedio popular para
abscesos, artritis, asma, bronquitis, quemaduras, cancer, diabetes, diarrea, difteria, disenteria,
encefalitis, enteritis, erisipela, fiebre, gripe, inflamacion, laringitis, lepra , malaria, mastitis,

miasma, faringitis, tisis, rinitis, llagas, dolor de garganta, espasmos, y heridas.®

El interés del presente trabajo de investigacion es buscar alternativas de solucion a
enfermedades bucales, con productos naturales, econdmicos y précticos. Dentro de estos
productos, encontramos numerosos estudios con eucalipto, donde entre sus efectos cabe
destacar: efecto antibacteriano, anti fangico, antinflamatorio, antiviral, analgésico,
cicatrizante, estimulando y favoreciendo la regeneracion tisular sobre un importante nimero

de microorganismos.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La cavidad bucal es un érgano que estd predispuesto a la invasién de microorganismos
oportunistas como es el hongo C. albicans siendo su principal causa la candidiasis oral, con
frecuencia se produce en personas inmunocomprometidas, incluidos pacientes con VIH y
SIDA.®

Pacientes con cancer también poseen factores que aumentan el riesgo de adquirir infecciones
causadas por microorganismos oportunistas pues son pacientes inmunosuprimidos. En el
estado de Yucatan, realizaron un estudio en un grupo de pacientes con cancer, encontrando
una prevalencia del 50.3%, ademas se observé que el 75% de los pacientes que presentaron
candidiasis oral estaba colonizado por C. albicans, los cuales nos indican que el hongo C.
albicans es el primer factor etiologico de cancer, cabe destacar que este hongo es un comensal

(ue esta presente en personas sintomaticas y asintomaticas. ©

Un estudio realizado por Anna CBP Costa, Cristiane A Pereira, Juliana C Junqueira,
y Antonio OC Jorgese tiene el propdsito de discutir nuevos estudios en la literatura que
describen la candidiasis oral experimental en ratas y ratones y para comparar los diferentes
métodos para la induccién. Dado que el dorso de la lengua es el hébitat principal de la
levadura en la cavidad oral de individuos sanos e inmunocomprometidos, la mayoria de los
estudios de candidiasis oral experimental en modelos de roedores se realizaron en el dorso
de la lengua. Otra ventaja del modelo de candidiasis oral en ratas es que este modelo permite
la colocacion de un dispositivo protésico en el paladar para imitar a la estomatitis
de Candida humana, la forma méas comun de candidiasis oral en los portadores de protesis

de personas mayores.?®

En el presente trabajo de investigacion se estudiard si el aceite esencial y el extracto
alcohdlico de E. globulus (eucalipto) tiene mayor actividad sobre C. albicans cepa ATCC
10231.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23715031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pereira%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23715031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Junqueira%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23715031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jorge%20AO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23715031

3. JUSTIFICACION

En el Ecuador alrededor del 70% de la poblacion entre colonos, campesinos, indigenas
nativos y pobladores urbanos, requieren el uso de plantas medicinales para curar las
enfermedades y aliviar el sufrimiento fisico. A pesar de esta importante tradicion
etnofarmacoldgica se excluye el potencial terapéutico de estos recursos. Existen escasos
estudios fitoquimicos y microbiolégicos que justifiquen o descarten las préacticas médicas
tradicionales empleadas en diversas enfermedades.?

Las plantas medicinales tienen una gran variedad de metabolitos secundarios, en su mayoria
desconocidos, con diferentes propiedades medicinales en el tratamiento de infecciones
bacterianas y micoticas. En la actualidad se esta dando un uso muy importante a las plantas
medicinales por diferentes razones o factores. Es por ello que la poblacién prefiere consumir

cada vez més productos de origen natural.

La siguiente investigacion tiene gran importancia ya que beneficiara a gran parte de la
poblacién en especial a persona de bajo nivel econdémico, la principal ventaja es la menor
proporcién de efectos colaterales que presenta el uso de plantas medicinales con respecto a

la medicina convencional.



4. OBJETIVOS:

4.1 Objetivo General

e Determinar la actividad antifungica “irn vitro” de aceite esencial y extracto alcoholico de
la planta aromaética, Eucalyptus globulus “Eucalipto” sobre Candida albicans cepa
ATCC 10231.

4.2 Objetivos Especificos

e Demostrar la actividad anti fungica in vitro del aceite esencial de Eucalyptus globulus
“Eucalipto” a diferentes concentraciones mediante la medicion de los halos de inhibicién
formados en el cultivo.

e Demostrar la actividad anti fangica del extracto alcohdlico de Eucalyptus globulus
“Eucalipto” a diferentes concentraciones para determinar su sensibilidad.

e Relacionar la efectividad entre el extracto alcohdlico y el aceite esencial en comparacion

con el fluconazol 150mg.



5 MARCO TEORICO

5.1 Antifungicos o antimicoticos

Agente antifungica o antimic6tico engloba cualquier sustancia capaz de producir una
alteracion tal de las estructuras de una célula fungica que consiga inhibir su desarrollo,
alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia, directa o indirectamente, lo que facilita

el funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped.?
5.2 Aceite esencial

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente se obtiene por
destilacién por arrastre con vapor de agua, contienen las sustancias responsables del aroma
de las plantas y que son importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de

alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéutica.*?

En el medio ambiente, los aceites esenciales tienen la funcion de proteger las plantas contra
las lesiones causadas por microorganismos. Los aceites esenciales son productos de plantas,
que tiene la funcion vital de provocar una mejor adaptacion de la planta en el entorno donde

se encuentra.®®
5.2.1 Obtencidn por arrastre de vapor

Consiste en sumergir directamente el material vegetal a tratar en agua, que a continuacion se
somete a ebullicion. En éste método es maxima la accion del agua sobre el material, por ello
se puede presentar hidrolisis y oxidaciones. Es aconsejable cargar el agua ya caliente para
disminuir la hidrolisis y el tiempo de operacion. Los vapores heterogéneos se condensan y el

aceite esencial se separa por diferencia de densidad.*

5.3 Eucalipto

El eucalipto es una planta medicinal perteneciente a la familia Myrtle. E. globulus es la
especie de eucalipto méas conocida y plantada en el mayor nimero de paises del mundo. Es
facil de establecer, de rapido crecimiento y resiste los vientos y heladas. Es un arbol de buen
porte y forma, usado como ornamental por su follaje plateado, facilmente reconocibles por
el penetrante olor a alcanfor de las hojas al estrujarlas. Tronco cilindrico, recto, grueso, llega

hasta 60 m de altura. 35



5.3.1 Taxonomia

Nombre comun: Eucalipto

Nombre cientifico: Eucalyptus globulus
Familia: Mirtaceas

Género: Eucalyptus

Especie: Globulus.

5.3.2 Habitaty distribucion

Eucalyptus domina los bosques australianos y es verdaderamente la "esencia” de Australia,
asi como ser el arbol de plantacién de madera dura dominante en el mundo. Los terpenos
foliares dan a los eucaliptos su olor caracteristico, son industrialmente importantes y median

muchas interacciones ecoldgicas.®
5.3.3 Clima

A pesar de que el eucalipto posee una gran adaptabilidad climatica, las introducciones mas
exitosas a nivel mundial han ocurrido en lugares con un clima templado y moderado o en

altas elevaciones con temperaturas frias en las areas tropicales.®”)
5.3.4 Composicién quimica del eucalipto

Dentro de su composicion quimica destaca su contenido de aceite esencial cuyo principal
constituyente es 1,8-cineol o eucaliptol seguido de cripton, a-pineno, p- cimeno, a-terpineol,
trans-pinocarveol, phellandral, cuminal, globulol, limoneno, aromadendreno, spathulenol y
terpineno-4-0l.48) El 1,8-cineol es el principal componente del aceite esencial del eucalipto
es el que posee propiedades antinflamatoria y antimicrobiana contra bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas. El mecanismo de accion de los componentes del aceite esencial
depende de su composicion quimica y la ubicacién de uno o mas grupos funcionales en las
moléculas presentes en ellos. Se propone que el dafio de la membrana sea el principal

mecanismo de accion. La solubilidad de los aceites esenciales en la bicapa de fosfolipidos



de las membranas celulares parece tener un papel importante en su actividad

antimicrobiana.!®

5.3.5 Propiedades

El aceite esencial de eucalipto posee propiedades anti-microbianas y antiinflamatorias las
cuales les atribuye el principal componente del eucalipto 1,8-cineol, el mismo q se usa como
ingrediente de algunos enjuagues bucales y preparados dentales como un solvente
endodontico y puede poseer propiedades antibacterianas.®®

También contiene propiedades expectorantes y antisépticas cualquiera que sea su via de
administracion el aceite esencial se elimina en gran parte por via pulmonar, lo que justifica
su interés en el caso de infecciones rinofaringeas y del tracto bronco pulmonar, gracias a su
accion antiséptica detiene el crecimiento de microorganismos perjudiciales para nuestro

aparato respiratorio tales como candida, virus de la tuberculosis.
5.3.6 Usos

El aceite esencial de E. globulus es eficaz en enjuagues bucales en caso de dermatitis (encias
inflamadas) y para desinfectar heridas, se utiliza también para inhalaciones e infusiones. Es
un ingrediente comin en cualquier producto para aliviar los sintomas de infecciones
respiratorias, como el resfrio, la gripe y la congestion nasal. El aceite esencial diluido se

aplica como linimento para el pecho y los senos paranasales en caso de sinusitis.
5.4 Candida albicans

C. albicans es un hongo polimérfico que se encuentra en el tracto digestivo y en otras
superficies de la mucosa del cuerpo (cavidad oral y vagina). Se considera que el hongo es un
constituyente normal de la microflora en el 50% de la poblacién humana y es la causa de
infecciones superficiales de la mucosa tales como aftas orales y vaginales. También es capaz
de causar enfermedades potencialmente mortales y representa tasas significativas de
mortalidad (40%) en personas inmunodeprimidas y en personas que reciben terapias

inmunosupresoras.©



5.4.2 Etiologia

Los hongos son huéspedes normales del ser humano, pero para que este microorganismo se
transforme en patdgeno es necesario que haya una alteracion en la inmunidad del huésped,
muchos factores predisponentes han sido identificados como importantes en el desarrollo de
candidiasis oral, incluyendo la malnutricion, trastornos endocrinos, enfermedades de la
sangre, inmunodeficiencias, terapia con antibidticos, corticosteroides, radioterapia uso de
aparatos de ortodoncia y protesis total, y otras condiciones inmunocomprometidos, tales

como el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).@3)@4)
5.4.3 Taxonomia

Tabla N°1. Taxonomia C. albicans.

Dominio Eucarya
Reino Fungi
Clase Saccharomycetes
Familia Sacharomycetaceae
Geénero Candida
Especie C.albicans

Fuente: De schimmelgeslachten Monilla, Oidium, Oospora en Torula.

Elaborado por: (C.P.Robin) Berkhout 1923.
5.4.4 Diagnostico

Para el diagnostico de enfermedades de candida se recomienda realizar pruebas de
laboratorio como examenes microscopicos y cultivos, en el caso de desarrollar un examen
microscopico de la cavidad bucal es necesario realizar un raspado con un hisopo de una
lesion, se puede emplear cualquier tipo de tincion microbioldgica, tradicionalmente la méas
utilizada es azul de metileno, la cual va a permitir ver las células de las levaduras y también
la tincion de Gram, o cultivos de hongos son métodos efectivos y sensibles para la deteccion

de la colonizacién oral de Candida .



5.4.5 Tratamiento

Al saber que la candidiasis oral es una infeccién oportunista debemos identificarla y
eliminarla, pero antes de esto debemos prevenirla y esto se da cuando recomendamos a los
pacientes a que tengan una adecuada higiene oral, ensefiarles a que le den una correcta
limpieza a sus placas, protesis o implantes dentales, lengua, si presenta xerostomia se
recomendara la administracion de saliva artificial e inclusive disminuir la ingesta de
carbohidratos. El tratamiento recomendado es la utilizacion de antimicéticos polienos entre
estos tenemos a la nistatina y el miconazol que son fungicidas y tienen un espectro muy
amplio, se los puede administrar topicamente, por via oral en suspensiones, pastilla o
intravenosa, otro tipo de antimicoticos son los azoles que son fungistaticos estos son

fluconazol e itraconazol.?®

5.5 Candidiasis oral

Existen mas de 100 especies de este género, aunque la mas frecuente es C. albicans, esta
forma parte de la flora microbiana normal de la piel, del tracto gastrointestinal y del tracto
genitourinario en individuos sanos. Cuando la inmunidad del huésped se ve comprometida,
aumenta el riesgo de desarrollar infecciones oportunistas por C. albicans es la especie mas
comun y a menudo se presenta como candidiasis bucal oral. Los factores predisponentes para
la candidiasis incluyen la diabetes y otras endocrinopatias, la obesidad, el embarazo, la
infeccion subyacente del VIH, mala higiene y tratamiento reciente con antibiéticos o
corticosteroides. Las personas que usan dentaduras postizas también tienen un mayor riesgo

de candidiasis oral.?"8)
5.5.2 Caracteristicas clinicas

Las infecciones de C. albicans en la cavidad bucal presentan cuadros clinicos muy variados
y suelen dividirse en pseudomembranosa, eritematosa e hiperplastica. La Gltima forma es
cronica, mientras que las dos primeras se clasifican como lesiones agudas.® La candidiasis
pseudomembranosa aguda se caracteriza por lesiones de un color blanquecino cremoso, las
cuales pueden desprenderse facilmente con un raspado suave dejando un fondo
sanguinolento por presentar este aspecto también se lo Ilama muget, puede afectar a la

superficie de la mucosa bucal, lengua y paladar blando, se presenta en pacientes que utilizan
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corticosteroides tépicamente o por aerosol, en pacientes VIH positivos y en otros tipos de

pacientes inmunocomprometidos.

La candidiasis eritematosa se localiza en la parte posterior del paladar duro, mucosa bucal y
dorso de la lengua, cuando se localiza en el paladar se presenta como una zona roja
generalizada del tejido atrofico que provoca una sensacion de quemazon y cuando se presenta
en la lengua tiene un aspecto liso y rojo carnoso debido a la hipertrofia de papilas filiformes,
esta condicion esta asociada a la administracion de antibidticos y va a causar ardor y

sensibilidad cuando se ingiera comida o liquidos calientes, acidos, picantes o saladas.®?

Ademas, existen lesiones asociadas a Candida como son: queilitis angulares que es una
infeccion bilateral de las comisuras labiales que se presenta como manchas rojas o blancas y
grietas que provocan la disminucion de la dimension vertical. La candidiasis hiperplésica que
es de forma lisa, de color rojo con un punteado blanco amarillento y se localizan en el paladar,

dorso y laterales de la lengua y en las comisuras labiales.®?
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6 METODOLOGIA

6.1 Tipo de investigacion

e Experimental. Se valora el efecto de un hongo, donde el Investigador manipula las
condiciones de la investigacion.

e Comparativo. Permite contrastar los resultados del experimento.

e Invitro. Latécnica para realizar el experimento se realiza en un ambiente controlado

fuera de un organismo vivo.
6.2 Unidades de estudio

e Se empled aceite esencial y extracto alcohdlico de Eucalyptus globulus “Eucalipto”
y se trabajo con cepas del hongo C. albicans ATCC 10231.

6.3 Universo

La actividad anti fungica “in vitro” de aceite esencial y extracto alcohdlico de E. gldbulos
“Eucalipto” se valor6 a través de la reaccion que mostraron las cepas de C. albicans, hongos

oportunistas pertenecientes a la flora bucal normal.

6.4 Tipo de muestreo

Candida albicans cepa ATCC 10231
6.5 Variables

6.5.1 Operacionalizacion de variables
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Tabla N° 2. Actividad antiftingica “in vitro” del aceite esencial y extracto alcohdlico del E.

globulus “eucalipto”

Conceptualizacion | Categoria — Indicador Técnica Instrumento
Dimension
La actividad Actividad Medicién de Observacion Bitacora de
antifungica es la antiftingica “in | halos ) .| laboratorio
] _ S Experimentacion
sustancia que vitro” inhibitorios
inhibe el
. Nada
crecimiento del
hongo Aceite Poco
Medio
Extracto Alto
alcohdlico o
Diluciones
Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo.
Elaborado por: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo.
Tabla N° 3. Candida albicans.
Conceptualizacion | Categoria — Indicador Técnica Instrumento
Dimensién
Es un hongo Hongo Factores Experimentacion | Bitacora de
diploide asexual. i .
P ambientales laboratorio
Produce
Candidiasis (humedad)
oral, vaginal,
bucofaringea Etiologia

Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo.

Elaborado por: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo
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6.6 Criterios de inclusion y exclusion

6.6.1 Criterios de inclusién

e Cepas puras de C. albicans sin contacto con contaminantes ni farmacos
e Aceite esencial y extracto alcohdlico de Eucalyptus glébulos “Eucalipto” obtenido en
el laboratorio de Biologia Molecular y Genética de la Universidad Nacional de

Chimborazo.
6.6.2 Criterios de exclusion

e Cepas de hongos no pertenecientes a C. albicans ATCC 10231.
e Otro derivado del aceite esencial y extracto alcohdlico de Eucalyptus globulus

“Eucalipto”

6.7 Recursos

6.7.1 Recursos ambientales:

Apoyo en la preparacion del extracto alcoholico de E. glébulos “Eucalipto” por el

Laboratorio de Biologia Molecular y Genética de la Universidad Nacional de Chimborazo.
6.7.2Recursos humanos:

Microbiélogos

Odontologos

6.8 Materiales

6.8.1 Materiales y equipos para extraer el extracto alcohélico
¢ Hojas de eucalipto molido
e Triturador
e Alcohol industrial al 96%
e Balanza
e Papel filtro
e Botellas ambar
e Vaso de precipitacion
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¢ Rotavapor Buchi
e Equipo de vortex

e Refrigeradora

6.8.2 Materiales y equipos para extraer el aceite esencial de E. globulus.
e Hojas de eucalitpto
e Balanza
e Cosina electrica
e Ollade presion
e Refrigerante
e Pipetas

e Refrigeradora

6.8.3 Materiales y equipos para la preparacién de medios de cultivo
e Agar sabouraoud con cloranfenicol
e Balanza
e Matraz de Elenmeyer
e Agua destilada
e Pipetas, probetas
e Esterilizacion de calor seco (horno)
e Refrigeradora
e Mascarilla, guantes
e Hisopo
e Gradillas

e Cajas Petri

e Autoclave
e Mecheros
e DMSO

e Asade siembra



6.8.4 Materiales para la activacion del hongo y antibiograma
e Cajas Petri esterelis
e Agar sabouraud con cloranfenicol
e C. albicans (cepa ATCC 10231)
e Asade siembra

e Mecheros



6.9 PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

6.9.1 Obtencion de aceite esencial.

La planta en estudio, “E. globulus” Eucalipto fue recolectada en la provincia Chimborazo,
cantén Riobamba — Ecuador. Fue trasladado a las instalaciones del laboratorio de Biologia
Molecular y Genética de la Universidad Nacional de Chimborazo. Se tomaron 5 kg de hojas
de eucalipto sin deshidratar, las mismas que se colocaron en una olla de presion con agua que
cubra todas las hojas. Mediante el sistema de hidrodestilacion por gotas logramos extraer el
aceite esencial del eucalipto en un periodo de 48 horas obteniendo 10ml, se continuo a filtrar
el liquido residual del aceite extraido, una vez que obtuvimos el aceite puro se lo envasé en

un frasco ambar y se refrigero hasta el momento de su utilizacion.
6.9.2 Obtencion de extracto alcohdlico.

Las hojas fueron separadas del tallo y se las pesaron en una balanza comun, se pesaron 5 kg,
se colocd en el secadero lugar donde no interfiera la luz solar y sea libre de humedad durante
3 semanas, se continu6 con la fase de pulverizacion de las hojas con un molino de mano, una
vez ya trituradas las hojas secas de eucalipto se colocaron en un frasco de vidrio de color
ambar y se le agrego 1 litro de alcohol de 96%, posteriormente bien cubierto con papel
aluminio en un lugar seco y fresco, alejado de la luz, lo dejamos macerar por quince dias,
agitdndolo todos los dias. El producto fue filtrado 3 veces, primero con papel filtro
Whatmann N° 41, utilizando una bomba de vacio para agilitar el filtrado, obteniéndose
extracto purificado libre de gérmenes. Luego el filtrado fue colocado en un recipiente de
vidrio de boca ancha y se llevo a una maquina térmica de agua, que a bafio Maria calenté 60
°C durante un 24h hasta que el alcohol se evapore por completo, quedando solo el extracto
puro de E. globulus con un peso neto 44 ml. Luego fue colocado en un frasco de vidrio, de

color &mbar para su conservacion.
6.9.3 Obtencion del hongo (C. albicans)

El hongo C. albicans cepa ATCC 10231 fue obtenida en la Universidad Nacional de
Chimborazo, se encontraba en refrigeracion, se esterilizo las cajas petri en el autoclave,

pesamos y preparamos el agar sabouroud con cloranfenicol para crecimiento fungico, a
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continuacion, plaqueamos el agar, se dejo secar al ambiente hasta que el medio se solidifique,
para posterior inocular el hongo con un hisopo, el mismo que se mantenia en congelacion -
80 grados centigrados, después de inocular las cajas petri ingresan a la incubadora a 37°C
por 24 horas aproximadamente, pasado aquel tiempo se observé el desarrollo de las colonias

de C. albicans para su posterior uso.
6.9.4 Medio de cultivo dilucién en caldo

Se utiliz6 el agar sabouraud con cloranfenicol del cual se manej6 2,7gramos en 500ml de
agua, fue colocado en un calentador hasta conseguir una mezcla uniforme, para posterior se
llevada a un esterilizador. Luego de este transcurso el preparado fue colocado en 18 placas
Petri.

Siembra

Para la siembra usamos un hisopo con el cual realizamos la técnica de barrido, girando las

cajas Petri en diferentes direcciones para asi lograr una siembra uniforme.
Técnica de susceptibilidad en el caldo de difusion

Tabla N° 4. Aceite esencial en DMSO vy caldo Saboroud

N° Tratamiento y Volumen ul aceite Mix+(aceite+DMSO)
concentraciones esencial+ DMSO

T1.50.000ppm 300 pl A.C + 300 pl 600 pl + 100 pl

T2 40.000ppm 250 pul A.C + 300 pl 500 pl + 80 pl

T3 30.000ppm 200 ul A.C + 200 pl 400 pl + 60 pl

T4 20.000ppm 150 pl A.C + 150 pl 300 pl + 40 pl

T5 10.000ppm 100 pl A.C + 100 pl 200 pl + 20 pl

T6 5.000ppm 75 ul A.C+ 75l 150 pl + 10 pl

Fuente: Datos recopilados en la Bitacora.
Elaborado por: Adriana Echeverria.
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Tabla N° 5. Preparacion del MIX + Caldo saboraund + C. albicans.

Tratamiento Mix + Cs+ Ca

T 1 50.000ppm 100 pl mix+900 ul cs +10 C.a ppm
T 2 40000ppm 80 pl mix + 920 pl cs +10 C.a ppm
T 3 30000ppm 60 pl mix + 940 pl cs+10 C.a ppm
T 4 20000ppm 40 pl mix + 960 ul cs+10 C.a ppm
T 510000ppm 20 pl mix + 980 pl cs+10 C.a ppm
T 6 5000ppm 10 pl mix + 990 pl cs+10 C.a ppm

Fuente: Datos recopilados en la Bitacora.
Elaborado por: Adriana Echeverria.

Se procede a poner con una pipeta 100 ul del mix + C. Saboraund + C. Albicans en las
cajas Petri.

Incubacion
Se coloco las placas en posicion inversa en la incubadora a 37°C por 48 horas.

Transcurrido aquel tiempo se procedio a la lectura de las cajas y observamos si su crecimiento

fue positivo o negativo.

6.9.5 Evaluacion de la actividad del aceite esencial de E. globulus “Eucalipto”

La actividad anti fungica del aceite esencial y extracto alcohélico de E. globulus “Eucalipto”
fue evaluado mediante el método de Kirby Bauer o conocido también como antibiograma

(difusion de discos).
6.9.6 Cultivo y método de Kirby Bauer (difusion de discos).

Se esterilizo todos los materiales necesarios incluido el medio de cultivo agar Sabouroud con

cloranfenicol por 30 minutos, dejamos enfriar para luego repartir en 6 cajas petri.
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Se sacé de refrigeracion el extracto alcoholico de E. globulus ‘“‘eucalipto” en las
concentraciones realizadas de 50,000ppm, 40,000ppm, 30,000ppm, 20,000ppm, 10,000ppm
y 5,000ppm, las cuales fueron colocadas en discos blank con absorcion estandar por disco.

También se preparé discos blank con la dilucion del aceite esencial de E. globulus (eucalipto)

con el solvente DMSO (Dimetilsulfoxido).

En las concentraciones realizadas 12,500 ppm, 10,500 ppm, 8,500 ppm, 6,500 ppm,

4,500ppm y 2,500ppm estas se colocaron en las cajas Petri.
Los seis discos de extracto alcoholico correspondian a las siguientes concentraciones:

Tabla N° 6. Concentraciones del extracto alcoholico.

Concentraciones Extracto alcoholico + Alcohol
50.000ppm 50 ul E.a + 950 pl alcohol
40.000ppm 40 ul E.a+ 960 pl alcohol
30.000ppm 30 ul E.a + 970 l alcohol
20.000ppm 20 ul E.a + 980 l alcohol
10.000ppm 10 pl E.a + 990 pl alcohol
5.000ppm 5 upl E.a+ 995 plalcohol

Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo.

Autor: Ing. Félix Falconi

Estos discos fueron impregnados con dichas soluciones para posterior a ello ser colocadas
en las tres cajas Petri con la ayuda de una pinza estéril presionando suavemente sobre cada

disco para asegurar un contacto completo con la superficie del agar

Se realizo la preparacion de un disco blank con el antimicotico Fluconazol de 150mg el

mismo que nos ayudara para el control positivo de la experimentacion.
Agar sabouroud +C. albicans + un disco de 150mg de Fluconazol

También preparamos una caja petri con agar sabouroud + 850 pl de H20 destilada el mismo
gue nos ayudara como control negativo ya que mediante esto podemos observar si hubo o no

contaminacioén del medio.
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Incubacion

Se coloco las placas en posicion inversa a 37°C dentro de los 15 minutos posteriores a la
aplicacion de los discos. Después de 48 horas de incubacion se examino cada caja petri, y se

midio los diametros de los halos de inhibicion alrededor de cada disco.
Lectura de las placas e interpretacion de resultados.

Se midié los didmetros de los halos de inhibicidn, usando una regla milimetrada. Se debe
mantener iluminada la parte posterior de la caja petri con una luz reflejada localizada a unos

cuantos centimetros sobre un fondo negro.

Después de haber realizado la técnica de Kirby Bauer en el extracto alcohdlico se realizé la
misma técnica en el aceite esencial, se retird de refrigeracion el aceite esencial de eucalipto

en las siguientes concentraciones:

Tabla N°7. Concentraciones aceite esencial “E.globulus .

Concentraciones Aceite esencial+ DMSO

12.500ppm 50 pl Ac+ 950 ul DMSO
10.500ppm 40 ul Ac+ 960 ul DMSO
8.500ppm 30 ul Ac +970 ul DMSO
6.500ppm 20 pl Ac +980 pl DMSO
4.500ppm 10 pl Ac+990 pl DMSO
4.500ppm S5 ul Ac+995 ul DMSO

Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo.
Autor: Ing. Félix Falconi
Se prepar6 el medio de cultivo agar sabouroud con cloranfenicol para la cual antes de la
inoculacion del hongo preparamos la prueba de Macfarlan.

Preparacion del estandar Mc. Farland para el inéculo.

Fue preparado en tubos de ensayo, suspendiendo las colonias puras aisladas de C. albicans
en 5ml de suero fisioldgico, luego preparamos 10ml de agua con 5ml de leche de magnesio,

procedemos agitar las dos soluciones hasta observar que las dos tengan homogenizad.
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Inoculacion de las placas.

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del in6culo, se sumergié un hisopo
estéril en la suspension, rotar el hisopo firmemente sobre la pared interior del tubo por encima
del nivel del liquido para remover el exceso del indculo. Inocular la superficie seca de la
placa de agar Sabouroud con cloranfenicol con la suspensién, estriando con el hisopo en tres
direcciones para asegurar una distribucion uniforme del inoculo; antes de colocar los discos
se dejé secar la placa a temperatura ambiente para que cualquier exceso de humedad

superficial sea absorbido.

Una vez colocados los discos impregnados con dichas soluciones se incubo durante 48 horas

a una temperatura de 37°C para su posterior lectura.
De igual forma se realiz6 el control positivo y negativo.

En el anélisis de resultados se estableceran pruebas estadisticas con el software SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences), Excel y se utilizardn tablas tomadas de la
literatura de Duraffour y Lapraz (1983) de la clasificacion de los aceites esenciales.
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7. RESULTADOS

Los siguientes resultados se basaron en tres tipos de experimentaciones realizadas en el
laboratorio de la Universidad Nacional de Chimborazo, como primer punto se realizé el
tratamiento 1 (T1), el cual se basé en la técnica de dilucion en caldo, se empled 6 diluciones
en diferentes concentraciones hasta obtener el crecimiento del hongo, el tratamiento 2 (T2)
fue la técnica de difusion en disco, por lo que se tomo de la literatura como referencia a
Duraffourd y Lapraz y en el tercer experimento se realizo la técnica difusion en disco

extracto alcohdlico de Eucalipto.

Tabla N° 8. Actividad de los aceites segun Duraffourd y Lapraz 1983.

Actividad de los aceites esenciales

Para un didmetro igual o inferior a 8mm, se le otorga la caracteristica de Nula (-).
Para un diametro comprendido de 9 a 14mm, se le otorga como (sensible=+).
Para un diametro entre 15 a 19mm se le otorga como medio (muy sensible=++).

Finalmente, para un diametro igual o superior a 20mm es sumamente sensible (S.S.=+++).

Fuente: Aceites esenciales 1983 Aliaga Mamani.
Elaborado por: Duraffourd y Lapraz 1983.

7.1. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DILUCION EN
CALDO.

Tabla N° 9. Determinacién del grado de sensibilidad frente a diferentes concentraciones.

N° Concentracion | Crecimiento Actividad R1 |R2 R3
Tratamiento positivo (+) anti fingica

Tl 50.000ppm Actividad _ _ _
T2 40.000ppm Actividad _ _ _
T3 30.000ppm Actividad _ + _
T4 20.000ppm + + _ + +
T5 10.000ppm + + + + +
T6 5.000ppm + + + + +

Fuente: Datos recopilados en la Bitacora.
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Elaborado por: Adriana Echeverria.

Descripcion. — En la tabla N° 9 muestra los 6 tratamientos realizados mediante la técnica de
dilucion en caldo, se encontrd que en los T1 al T3 no tuvieron actividad anti fingica debido
a la falta de formacion de colonias. En el T4, T5, T6 en concentraciones de 20.000 a

5.000ppm se observé la presencia de unidades formadoras de colonias.

Analisis e interpretacion: Se observd que mediante las concentraciones establecidas de
50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm, 10.000ppm y 5.000ppm; dio un resultado
(+) en sus concentraciones mas bajas de 20.000ppm a 5.000ppm y en sus concentraciones
mas altas desde 50.000ppm a 30.000ppm presento (-) ausencia de crecimiento.

7.2 RESULTADOS OBTENIDOS DE LA MEDICION DE HALOS DE HINIBICION
MEDIANTE LA TECNICA DE KIRBY BAUER.

Tabla N° 10. Prueba de actividad del aceite esencial.

Concentracion | R1 R2 R3 Media
(ppm)

2500 12mm 10mm 13mm 11.6mm
4500 11mm 9Imm 10mm 10mm

6500 13mm 10mm 11mm 11.3 mm
8500 12mm 11mm 14mm 12.3 mm
10500 13mm 15mm 14mm 14mm

12500 17mm 16mm 18mm 17mm
CONTROL | C.albicans | Fluconazol (+) Presentd Halo de
POSITIVO 150mg crecimiento 10mm
CONTROL H20 + No presento ) crecimiento
NEGATIVO DMSO

Fuente: Elaboracion de datos recopilados de la bitacora.
Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo.
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Descripcion. — Podemos observar la media de la medida de los halos de inhibicion presentes
en el método de difusion en disco a diferentes concentraciones del aceite esencial E. globulus
(eucalipto) sobre C. albicans cepa ATCC 10231. Mediante los resultados obtenidos durante
la lectura realizada, el halo con mayor inhibicién es de 17mm en la concentracion de
12.500ppm como una medida media en sus tres repeticiones, el halo de menor inhibicion es

de 10mm en la concentracion de 4.500ppm.

Analisis e interpretacion: De acuerdo a los resultados obtenidos durante la medida media
se observa que a partir de la concentracion 6.500 aumenta el halo de inhibicion hasta la
concentracion de 12.500 ppm. Es decir que a partir de dichas concentraciones existe mayor

efecto anti fangico.

7.3 RESULTADOS OBTENIDOS USANDO COMO LITERATURA A DURAFFOUR
Y LAPRAZ.

Tabla N° 11. Resultados de sensibilidad segun Duraffour y Lapraz.

Concentracion (ppm) Medida media del halo Resultados de senilidad

2500 11.6mm sensible=+

4500 10mm sensible=+

6500 11.3 mm sensible=+

8500 12.3 mm sensible=+

10500 14mm sensible=+

12500 17mm muy sensible=++
CONTROL | C.albicans | Fluconazol (+) Presento Halo de
POSITIVO 150mg crecimiento 10mm
CONTROL H20 + No presento ) crecimiento
NEGATIVO DMSO

Fuente: Datos recopilados de la Bitacora.
Elaborado por: Adriana Echeverria
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Descripcion: Podemos observar los resultados obtenidos mediante la técnica de Kirby Bauer

usando como analisis de literatura a los autores Duraffour y Lapraz, quienes clasificaron la

actividad de los aceites esenciales.

Andlisis e interpretacion: Mediante la medida media de los halos de inhibicion del aceite

esencial de E. globulus contra C. albicans se observd resultados positivos (+) en las

concentraciones de 2.500ppm hasta 10.500 ppm, segun la literatura utilizada, en la Tabla N°6

nos indica que para un diametro comprendido de 9 a 14mm, se le otorga como (sensible=+).

Mientras que en la concentracion de 12.500ppm se observo positivos (++), segun los autores

Duraffour y Lapraz nos indican que para un didmetro entre 15 a 19mm se le otorga como

medio (muy sensible=++). Hemos podido demostrar la actividad antifungica del E. globulus

contra C. albicans cepa ATCC 10231.

7.5 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE KIRBY BAUER.

Tabla N° 12. Resultados del extracto alcohélico.

TRATAMIENTOS | CONCENTRACIONES | R1 R2 R3 Media
T1 50.000ppm 3,00mm | 2,5mm | 3,00mm | 2,83mm
T2 40.000ppm 2,00mm | 3,00mm | 2,00mm | 2,33mm
T3 30.000ppm 2,5mm | 2,00mm | 2,00mm | 2,16mm
T4 20.000ppm 2mm 2,00mm | 1,5mm | 1,83mm
T5 10.000ppm 1mm 1,5mm 2mm 1,5mm
T6 5.000ppm 1mm 0,50mm Imm | 0,83mm
CONTROL | C. albicans Fluconazol (+) Presentd Halo de
POSITIVO crecimiento 7,5mm
CONTROL H20 + No presento ) crecimiento
NEGATIVO DMSO

Fuente: Elaboracion de datos recopilados de la bitacora.
Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo.
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Descripcion: Podemos observar los resultados obtenidos median la tecnica de Kirby Bauer

en sus diferentes concentraciones.

Analisis e Interpretacion: Se obtuvo halos de inhibion menores a 8mm dandonos como

resultado un crecimiento nulo.

27



8. ANALISIS ESTADISTICO MEDIANTE EL SOFTWARE SPSS.

8.1 RESULTADOS DE HALOS DE INHIBICION MEDIANTE LA TECNICA DE
DIFUCION EN DISCOS (KIRBY BAUER) EN EL ACEITE ESENCIAL DE E.

GLOBULUS.

Tabla N 13. Valor de medias y desviacion del halo inhibitorio.

Concentraciones | R1T2(mm) | R2T2(mm) | R3T2(mm) | Media(mm) | Desviacion
ppm estandar

12,500 17 16 18 17 1
10,500 13 15 14 14 1
8,500 12 11 14 12,33 1,52752523
6,500 13 10 11 11,33 1,52752523
4,500 11 9 10 10 1
2,500 12 10 13 11,66 1,52752523

Fuente: Datos recopilados en la Bitacora.
Elaborado por: Adriana Echeverria.

Descripcion: En la Tabla N°13 del presente estudio se determina una media y una desviacion
estandar para cada una de las concentraciones del aceite esencial E. globulus, donde la media
del halo de inhibicion a 12,500ppm del producto natural sobre C. albicans fue de 17+ 1, luego
a 10,500ppm fue de 14+1, a partir de la concentracion 8,500ppm aumento a 12,33+1,527,
6,500ppm fue de 11,33+1,527, en la concentracion de 4,500 nuevamente disminuye a 10+1,

y en la tltima concentracion de 2,500ppm nuevamente sube a 11,66+1,527.

Analisis e Interpretacion: Comparando las medias del halo de inhibicion de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de E. globulus sobre la C. albicans, se demuestra que en
las concentraciones de 2,500 a 8,500ppm se mantiene constante el efecto anti fangico, luego
aumento la accién antifngica del producto natural sobre la Candida albicans, presentando

una mejor eficiencia del aceite esencial de E. globulus.
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8.2 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA KIRBY BAUER EN
REPETICION 1.
Tabla N° 14. Crecimiento del halo inhibitorio R1T2

R1T2
Concentracion ppm Crecimiento Alto
2500 +
4500 +
6500 +
8500 +
10500 +
12500 +

Fuente: Datos recopilados en la Bitacora.
Elaborado por: Adriana Echeverria.

Descripcion: En la primera repeticion se observa que desde la concentracion 2500 hasta
12500 ppm se identifica un crecimiento de C. albicans, es decir que en todas las
concentraciones de mayor a menor existe crecimiento.

Analisis e Interpretacion: De acuerdo a los resultados se observa que en todas las

concentraciones de menor a mayor existe un crecimiento de C. albicans.
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Gréfico N° 1. Valor de la Media de Crecimiento para la concentracion en R1T2.
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Fuente: Valor de las medidas del Halo de Inhibicion procesado en SPSS.
Elaborado por: Adriana Echeverria.

Descripcion: En el gréfico indica que en la concentracion de 2500 ppm del aceite esencial
de E. globulus se observa un halo de inhibicion sobre el hongo C. albicans de 12mm, en 4500
ppm hubo una disminucion a 11mm, en 6500 ppm nuevamente el halo de inhibicion aumenta
a 13mm, en 8500 ppm el halo de inhibicién disminuye a 12mm, luego se evidencia un
aumento del halo de inhibiciéon a 10500 ppm 13mm y finalmente en la concentracién 12500
ppm se identifica un halo de 17mm.

Andlisis e Interpretacion: Al comparar los halos de inhibicion de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de E. globulus, se demuestra que a partir de la

concentracion de 10500 ppm existe un mejor efecto anti fingico sobre C. albicans.
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8.3 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA KIRBY BAUER EN
REPETICION 2

Tabla N°15: Crecimiento del halo inhibitorio R2T2

Concentracion R2T2 Ninguno Crecimiento Alto
2500 - +
4500 + -
6500 - +
8500 - +
10500 - +
12500 - +

Fuente: Datos recopilados en la Bitacora.
Elaborado por: Adriana Echeverria.

Descripcion: En la segunda repeticion se observa que en la concentracion 4500ppm del
aceite esencial de E. globulus no se pudo identificar el crecimiento del halo de inhibicion, en
cambio en la concentracion 2500 y desde 6500 hasta 12500ppm existe un crecimiento de
halo sobre C. albicas.

Analisis e Interpretacion: De acuerdo a los resultados obtenidos se puede observar que en
a mayores concentraciones aumenta el crecimiento del halo de inhibicién, por lo tanto, se
establece que hay mas actividad anti fungica al incrementar las concentraciones de 6500 hasta
12500 ppm aceite esencial de E. globulus.
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Grafico N° 2. Valor de la Media de Crecimiento para la concentracion en R2T2.
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Fuente: Valor de las medidas del Halo de Inhibicion procesado en SPSS
Elaborado por: Adriana Echeverria.

Descripcion: En el grafico se muestra que en la concentracion 2500ppm del aceite de
Eucalyptus globulus presentd un halo de inhibicion sobre el microorganismo C. albicans de
10mm, a 4500ppm, existié una disminucién de 9mm a continuacién sigue aumentando el
halo de inhibicion a 6500ppm a 10mm, a 8500ppm el producto natural sobre el
microorganismo C. albicans se evidencio un aumento del halo a 11mm, a 10500 ppm el halo
fue de 15mm y finalmente a 12500 ppm el halo fue de 16mm.

Analisis e Interpretacion: Al realizar una comparacion de los halos de inhibicion de las
diferentes concentraciones del aceite esencial de E. globulus, se establece que, a mayor
concentracion de 4500 ppm, existe un aumento del efecto anti fungico del aceite esencial
sobre C. albicans.
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8.4 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA KIRBY BAUER EN

REPETICION 3.

Tabla N°16: Crecimiento del halo inhibitorio R3T2.

Repeticion3Tratamiento?2
ConcentracionT2 Crecimiento Alto
2500 +
4500 n
6500 +
8500 +
10500 +
12500 +

Fuente: Datos recopilados en la Bitacora.

Elaborado por: Adriana Echeverria.

Descripcion: En la primera repeticién podemos notar que desde la concentracion 2500 hasta

12500 ppm se identifica un crecimiento de C. albicans, es decir que en todas las

concentraciones de mayor a menor existe crecimiento.

Andlisis e Interpretacion: De acuerdo a los resultados se observa que en todas las

concentraciones de menor a mayor existe un crecimiento de C. albicans.
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Grafico N° 3. Valor de la Media de Crecimiento para la concentracion en R3T2.
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Fuente: Valor de las medidas del Halo de Inhibicién procesado en SPSS
Elaborado por: Adriana Echeverria.

Descripcion: En el grafico podemos notar que en la concentracion de 2500 ppm del aceite
de E. globulus present6 un halo de inhibicion sobre el microorganismo C. albicans de 13mm,
en 4500 ppm m

ostro una disminucion a 10mm, luego fue aumentando el halo de inhibicion a 6500 ppm a
11mm, en la siguiente concentracion de 8500 y 10500 se mantuvo constante el halo de
inhibicion de 14mm, a 12500 ppm se observé un aumento del halo de 18mm.

Analisis e interpretacion: Al realizar una comparacion de los halos de inhibicién de las
diferentes concentraciones del aceite esencial de E. globulus, se establece que, a mayor
concentracion de 6500 ppm, existe un aumento del efecto antifingica del aceite esencial

sobre C. albicans.
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8.5 RESULTADOS OBTENIDOS EXTRACTO ALCOHOLICO DE E. GLOBULUS

(EUCALIPTO)

Tabla N° 17. Media y desviacion estandar del halo hinibitorio extracto alcoholico.

Tratamientos Concentraciones | R1 R2 R3 Media | Desv.
estand.
T1 50.000ppm 3,00mm | 2,5mm | 3,00mm | 2,83mm | 0,29
T2 40.000ppm 2,00mm | 3,00mm | 2,00mm | 2,33mm 0,58
T3 30.000ppm 2,5mm | 2,00mm | 2,00mm | 2,16mm 0,29
T4 20.000ppm 2mm 2,00mm | 1,5mm | 1,83mm 0,29
T5 10.000ppm Imm 1,5mm 2mm 1,5mm 0,5
T6 5.000ppm Imm | 0,50mm | 1mm | 0,83mm 0,29

Fuente: Datos recopilados en la Bitacora.

Elaborado por: Adriana Echeverria.

Descripcion: Para una concentracion de 50000 ppm del extracto alcohélico de la E. globulus

sobre la C. albicans, se present6 una media del didmetro del halo de inhibicion de 2,83 + 0,29

mm, a 40000 ppm el promedio fue de 2,33 £ 0,58 mm, a 30000 ppm la media obtenida fue
de 2,16 + 0,29 mm, a 20000 ppm fue de 1,83 = 0,29 mm, en el caso de 10000 ppm la media
fue de 1,5+ 0,5 mm y a 5000 ppm de 0,83 + 0,29 mm.

Andlisis e Interpretacion: Al comparar la longitud del didmetro del halo de inhibicion de

las diferentes concentraciones utilizadas en el estudio se evidencia que a mayor

concentracion de extracto alcohdlico de la E. globulus sobre la C. albicans mejor es el efecto

anti fungico. No obstante, al comparar con el comportamiento del aceite de E. globulus se

identifica que la accion antiflngica del extracto alcohélico sobre la C. albicans es menor que

del aceite esencial.

35



Grafico N° 4. Valor de la Media de Crecimiento para la concentracion en R1T3
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Fuente: Valor de las medidas del Halo de Inhibicion procesado en SPSS
Elaborado por: Adriana Echeverria.

Descripcion: En el grafico podemos notar que en la concentracion de 5000 y 10000 ppm de
extracto alcohdlico de E. globulus presentd un halo de inhibicién sobre el microorganismo
C. albicans de 1mm, en 20000 ppm mostro un aumento del halo a 2mm, luego fue
aumentando el halo de inhibicién a 30000 ppm a 2,5mm, en la siguiente concentracion de
40000 nuevamente disminuye el halo a 2mm y en 50000 aumenta el halo de inhibicion a
3mm.

Anélisis e interpretacion: Al realizar una comparacion de los halos de inhibicion de las
diferentes concentraciones del extracto alcoholico de E. globulus, se establece que, las
medidas de los halos son muy bajas por tanto no existe un efecto anti fungico sobre C.

albicans.
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Grafico N° 5. Valor de la Media de Crecimiento para la concentracion en R2T3
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Fuente: Valor de las medidas del Halo de Inhibicion procesado en SPSS
Elaborado por: Adriana Echeverria.
Descripcion: En el grafico podemos notar que en la concentracion de 5000 ppm de extracto
alcohdlico de E. globulus presentd un halo de inhibicion sobre el microorganismo C. albicans
de 0,50mm, en 10000 ppm mostro un aumento del halo a 1,50mm, luego siguié aumentando
el halo de inhibicion a 20000 y 30000 ppm se mantuvo en 2 mm, en la siguiente concentracién
de 40000 se observé un halo de 3mm y finalmente en la concentracion de 50000 ppm hubo

una disminucion del halo a 2,50mm.

Analisis e interpretacion: Al realizar una comparacion de los halos de inhibicién de las
diferentes concentraciones del extracto alcohdlico de E. globulus, se establece que, las

medidas de los halos son muy bajas por tanto no existe un efecto anti fungico sobre C.
albicans.
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Grafico N° 6. Valor de la Media de Crecimiento para la concentracion en R3T3
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Fuente: Valor de las medidas del Halo de Inhibicion procesado en SPSS
Elaborado por: Adriana Echeverria.
Descripcion: En el grafico podemos observar que en la concentracion de 5000 ppm de
extracto alcoholico de E. globulus presentd un halo de inhibicion sobre el microorganismo
C. albicans de 1mm, en 10000 ppm mostro un aumento del halo a 2mm, luego nuevamente
el halo de inhibicion a 20000 ppm disminuyo a 1,50 mm, en la siguiente concentracion de
30000 y 40000 se mantuvo un halo de 2mm y finalmente en la concentracién de 50000 ppm
hubo un aumento del halo a 3mm.
Anélisis e interpretacion: Al realizar una comparacion de los halos de inhibicion de las
diferentes concentraciones del extracto alcoholico de E. globulus, se establece que, las

medidas de los halos son muy bajas por tanto no existe un efecto anti fungico sobre C.
albicans.
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9. DISCUSION

El uso de aceites esenciales para controlar el crecimiento de C. albicans ha ganado
importancia debido a la resistencia adquirida por patégenos hacia una serie de farmacos

ampliamente utilizados.®?

Mediante un estudio realizado por Merih Simseky Resat Duman®? se demostro la eficacia
de 1,8-cineol el constituyente principal del aceite esencial del eucalipto solo y en
combinacion con clorhexidina contra C. albicans, los valores calculados mostraron en sus
resultados que la interaccién sinérgica entre la clorhexidina y el 1,8-cineol no alcanzé el
nivel fuerte contra el hongo C. albicans, llegando a la conclusién que la actividad sinérgica
entre la clorhexidina y 1,8-cineol puede ser beneficiosa en la antisepsia de la piel y otras
aplicaciones antisépticas para la eliminacién de micro colonias que es probable que
presenten una mayor resistencia a la clorhexidina sola, en cambio otro estudio publicado
por Khaled Sebei, Fawzi Sakouhi , Wahid Herchi , Mohamed Larbi Khouja ,y Sadok
Boukhchina,®® se demostro que la actividad antiflingica del aceite esencial E. globulus esta
dado por su principal componente que es el 1,8 cineol el cual estd presente en un 49.07 a
83.59%, se probd frente a varios microorganismo entre uno de ellos C. albicans, el diametro
de la zona de inhibicion vari6 de 10 a 29 mm lo que nos demuestra que hubo excelente
efecto inhibidor contra el microorganismo, en esta investigacion de igual manera se utilizo
aceite esencial de la especie E. globulus el cual sirvi6 como anti fangico dando los
resultados positivos en el aceite esencial con un halo de inhibicion de 9 a 14mm y negativo

en el extracto alcoholico contra el hongo C. albicans.

En un estudio publicado por Javad Safaei-Ghomiy Atefeh Abbasi Ahd®* evaluaron las
propiedades antimicrobianas in vitro de aceite esencial, y extracto alcoholico del
eucalipto. La concentracion minima inhibitoria (MIC) de los extractos se calculé mediante
el método de dilucion de caldo y la zona de inhibicidn se estudié mediante el método de
difusion en disco de agar. La gentamicina (10 x g / disco) y la rifampicina (5 « g / disco) se
utilizaron como controles de referencia para estudios antibacterianos y nistatina (100 ug /
disco) para estudios antifungicos. Los resultados del estudio MIC revelaron que el aceite

esencial tiene una actividad mas fuerte y un espectro mas amplio que el extracto alcohélico,
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en relacion a la presente investigacion podemos decir que, la actividad antimicotica tanto
del aceite esencial como del extracto alcoholico de E. globulus frente a C. albicans cepa
10231, se realiz6 mediante la técnica de difusion en discos (Kirby Bauer). Obteniendo como
resultados en el aceite esencial E. globulus contra C. albicans un halo de inhibicién de 9 a

14mm y negativo en el extracto alcohdlico contra el hongo C. albicans.

Mediante un estudio realizado por Martin Tequida-Meneses, Mario Cortez-Rocha, Ema
Carina Rosas-Burgos, Susana Lopez-Sandoval y Consuelo Corrales-Maldonado®®
evaluaron la actividad antifungica de un sinnimero de las plantas silvestres, entre ellas
Eucalyptus globulus, sobre las especies de hongos Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium chrysogenum, Penicillium expansum, Fusarium poae y Fusarium moniliforme.
Se mezclaron 6 g de polvo de planta y 94 ml de alcohol, utilizando como solventes metanol
y etanol ambos al 70%. La extraccidn se hizo mediante remojo por 15 min con agitacion
mecénica en una placa de calentamiento-agitacion y un reposo de 48 h, estos extractos
causaron una inhibicion del crecimiento del hongo hasta 59,3%., en comparacion con el
presente estudio se evaluo la actividad antifungica de Eucalyptus globulus contra el hogo
C. albicans se utilizo las hojas secas y trituradas por un molino de mano las cuales se
mezclaron con alcohol al 96%, dejando macerar por 15 dias en un lugar obscuro. Teniendo

como resultado un crecimiento nulo ya que su halo de inhibicién presento de 1,916mm.
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10. CONCLUSIONES

La media del halo de inhibicion sobre el hongo C. albicans a las concentraciones de
2,500ppm a 8,500ppm fueron de (10£1,527mm hasta 14+1,527mm), en cambio en la
concentracion de 12,500ppm el halo de inhibicion fue de (17+1) y de acuerdo a la escala
de actividad de los aceites esenciales segun Duraffourd y Lapraz presenta una
sensibilidad media (++), en cambio a partir de 2,500ppm a 8,500ppm su efecto

antifungica fue menor presentando una sensibilidad limite (+).

Se concluyd que el efecto anti fungico de extracto alcohodlico de E. globulus “Eucalipto”
a las diferentes concentraciones (50.000, 40.000, 30.000, 20.000, 10.000, 5.000 ppm),
sobre el hongo C. albicans cepa ATCC 10231, no superé los 3 mm del halo de inhibicion,
por lo cual al compararse con la tabla de Duraffourd y Lapraz se le otorga un crecimiento

nulo.

Se analiz6 la efectividad entre el extracto alcoholico y el aceite esencial en comparacion
con el fluconazol 150mg, resultando en el micético utilizado halos de hasta 10mm, en
cambio en el extracto alcohdlico halos menores a 3mm, dando como resultado mejor
actividad en el fluconazol que en el extracto alcoholico; en el aceite esencial dieron halos

de hasta 18 mm resultando més efectivo que el fluconazol.
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11.RECOMENDACIONES:

Se recomienda a los futuros investigadores que al realizar la técnica de susceptibilidad
en el caldo de difusion las concentraciones del aceite esencial de la planta medicinal
que se vaya a utilizar sean colocadas en discos blank con el fin de encontrar halos de
inhibicidn y que estos puedan ser medidos.

Se recomienda a la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de
Chimborazo complementar el laboratorio de Biogenética molecular con una cdmara
laminar que es de suma importancia ya que esta nos sirve para evitar que en el
momento que estemos trabajando con el hongo C. albicans pueda ocurrir una
contaminacion.

Con el aceite esencial de Eucalyptus globulus se demostr6 que hay efecto anti fingico
sobre el hongo C. albicans cepa ATCC10231, en este sentido es muy importante que
los futuros investigadores enfoquen su interés por corroborar este efecto anti fungico
realizando pruebas, con el fin de demostrar una dosis efectiva y si se presenta efectos
adversos causados por el eucalipto.
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12. ANEXOS

Obtencidn de aceite esencial Eucalyptus globulus.

Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo

Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo

Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo

Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo
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Procedimiento para extraer el extracto alcohélico Eucalyptus Globulus.

Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo

Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo

Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo

Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo
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Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo

Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo

Procedimiento para la obtencion del hongo C. albicans.

Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo

Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo
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Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo

Autor: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo

Procedimiento para el cultivo y antibiograma

Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo Fuente: Adriana Elizabeth Echeverria Erazo
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