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Resumen

El propdsito de este estudio investigativo fue verificar la actividad antifngica “in vitro”
que tiene el aceite esencial y extracto alcoh6lico de Syzygium aromaticum (clavo de olor)
sobre una cepa de Candida albicans. Tanto el aceite esencial como el extracto alcohoélico de
clavo de olor se obtuvieron por diferentes métodos utilizados en el laboratorio de Biologia
Molecular —Genética e Investigacion de la Unach, para poder realizar el siguiente estudio
microbioldgico utilizamos la técnica de dilucion en caldo, las cuales se tomaron en cuenta
concentraciones desde 50.000ppm, hasta la minima concentracion de 1.500 ppm , estas
concentraciones estan diluidas en una mezcla con denominacion de “mix” que consta de:
Caldo Sabouraud Broth Dextrosa+DMSO+ Candida albicans, que luego seran inoculadas
en cajas Petri. Utilizando el método de difusion en discos se realizaron concentraciones
desde 1.500 ppm hasta 25 ppm diluidas con el solvente dimetilsulféxido. Se comparé el
aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor) con el antimicético utilizado que
fue el fluconazol con presentacion farmacéutica de 150mg para el control positivo y para el
control negativo se usé H>O destilada. Para la obtencion del extracto alcoh6lico de Syzygium
aromaticum (clavo de olor) se realiz6 mediante un Rotavapor de Buchi, luego se hicierdn
concentraciones desde 50.000ppm hasta la minima concentracion que fue de 5.000 ppm.
Segun los métodos realizados tanto en el aceite esencial como en el extracto alcoholico de
Syzygium aromaticum (clavo de olor) se comprobd que su aceite esencial presenta un mayor
efecto antiflngico sobre Candida albicans cepa ATCC 10231, en el extracto alcohdlico se
verifico que este no tuvo ningun tipo de efecto antifingica sobre Candida albicans cepa
ATCC 10231.

Palabras Claves: Candida albicans, Caldo Sabouraud Broth Dextrosa, Syzygium
aromaticum,
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ABSTRACT

The purpose of this research study was to verify the antifungal activity "in vitro" that the
essential oil and alcoholic extract of Syzygium aromaticum (clove) have on a strain of
Candida albicans. Both the essential oil and the alcoholic extract of cloves weré obtained by
different methods used in the laboratory of Molecular Biology - Genetics and Research of
the Unach, the technique of broth dilution was used to perform the following microbiological
study, concentrations from 50,000ppm were taken into account, up to the minimum
concentration of 1,500ppm, these concentrations are diluted in a mixture with a "mix"
denomination consisting of: Sabothraud broth Dextrose + DMSO + Candida albicans, which
will then be inoculated in Petri dishes.

Using the disk diffusion method, concentrations from 1,500 ppm to 25 ppm diluted with the
solvent dimethyl sulfoxide were made. The essential oil of Syzygium aromaticum (clove)
was compared with the antifungal used, which was fluconazole with a pharmaceutical
presentation of 150 mg for the positive and the negative control, distilled H20 was used. To
obtain the alcoholic extract of Syzygium aromaticum (clove), it was made using a Rotavapor
from Buchi, then concentrations were obtained from 50,000ppm to the minimum
concentration that was 5,000 ppm.

According to the methods which were carried out both in the essential oil and in the
alcoholic extract of Syzygium aromaticum (clove) it was found that its essential oil has a
greater antifungal effect on Candida albicans strain ATCC 10231, in the alcoholic extract it
was verified that it had no kind of antifungal effect on Candida albicans strain ATCC 10231.

Key Words: Candida albicans, Sabothraud Broth Dextrose Broth, Syzygium aromaticum.

Reviewed by: Solis, Lorena
Language Center Teacher
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INTRODUCCION

La medicina alternativa y natural a base de diversas plantas medicinales es un estudio
interesante e importante que se ha convertido en alternativas terapéuticas para diferentes y
especificas enfermedades y patologias debido al bajo costo y facil adquisicidn de las mismas
que ayudan a la poblacién. Desde la antigliedad las plantas medicinales son consideradas
con un excelente potencial curativo para el tratamiento y erradicacion de multiples
enfermedades. Nuestro Pais esta formado por varias etnias y culturas que mantienen sus

tradiciones, rasgos culturales e incluso ancestrales sobre la medicina natural. -

La Organizacion Mundial de la Salud en el afio 2002, hizo un llamado de atencién a nivel
mundial para que se promueva el uso adecuado y racional de antimicrobianos utilizados en
diferentes enfermedades por parte de las poblaciones, el uso indebido de estos medicamentos
ha promovido la existencia de una resistencia antimicrobiana es por esto que los diferentes

microorganismos cada vez se hacen mas resistentes a los diferentes medicamentos. )

Hay que tomar en cuenta que en los Ultimos afios ha incrementado la incidencia de
enfermedades patoldgicas y fungicas en los seres humanos debido al aumento de pacientes
con diferentes enfermedades entre ellos los méas destacados tenemos a pacientes con SIDA,
inmunodeprimidos, quienes son altamente susceptibles a infecciones oportunistas.
Infecciones Fungicas tanto sistémicas como dérmicas son causantes de gran morbi-
mortalidad en estos pacientes, es por esta razon que se esta tratando de descubrir nuevos

tratamientos antifingicos mas potentes y seguros. )

Las células humanas y fangicas son muy similares ya que las dos comparten gran parte de
las vias principales del metabolismo, en su composicion poseen enzimas muy semejantes y
es por esto que resulta dificil encontrar medicamentos que ofrezcan la selectividad requerida
para lograr obtener un antifungico méas seguro. Los diferentes compuestos derivados de
plantas medicinales son de gran aportacion porque abarcan alternativas mas seguras y
eficaces que los medicamentos antimicrobianos producidos sintéticamente, es por esto que
las plantas naturales nos motivan hacer usadas como nuevos agentes antifungicos que sean

mas eficaces que los agentes sintéticos.®

A nivel mundial se han establecido que varias plantas poseen actividad antibacteriana,

antimicdtica, antiparasitaria, inclusive con efectos insecticidas y considerando que la



presencia del compuesto de eugenol en el aceite natural y extracto alcoholico en estudio a
la cual se le atribuye efectos antiflngicos en el que se desarrolla el presente trabajo de
investigacion es de verificar el efecto Antifungico de su aceite y extracto del Syzygium
aromaticum de “Clavo de Olor” frente a Candida albicans cepa ATCC 10231; la cual
realizaremos con una investigacion observacional y a la vez experimental en un analisis in

vitro que servira de base para futuros estudios.®



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mayoria de las principales patologias bucales en la actualidad estan dadas por diferentes
factores, entre los mas importantes es la presencia de diversos microorganismos, es por esto
que en nuestra cavidad oral encontramos a la mas comdn y de mayor importancia como es
Candida albicans que se presenta en etapas inflamatorias de la mucosa oral en los seres
humanos encontrados con mayor indice en paises en desarrollo y subdesarrollo y en
poblaciones con alto indice de pobreza debido a la falta de higiene y cuidado en su cavidad
bucal.()

Para Arendorf, Menditi y Valentini, citados por Ceballos: Candida albicans se encuentra
presente en la cavidad bucal y oral en el 40 % de la poblacion, mientras que para este ultimo
autor Céandida albicans estd presente en el 7 % de la poblacién normal. Por otra
parte, Burket plantea que en la boca de un paciente sano, este microorganismo es escaso y

que su frecuencia va a variar segun la poblacion. ®

Kurnatowski y Kurnatowska: en su investigacion encontraron infeccion fungica en 2/3 de
los pacientes estudiados, el microorganismo Candida albicans fue la especie mas comdn
encontrada en (86 casos de 167) seleccionados de los pacientes atendidos en la seccion de
micologia del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez de la Ciudad de México &9

Las diferentes infecciones por especies del género Candida albicans van incrementado su
incidencia en las Ultimas décadas debido a varios factores del huésped como, consultas y
préacticas médicas, tratamientos convencionales es por esto que actualmente constituyen una

de las causas importantes de morbi-mortalidad en las infecciones del torrente circulatorio. ©



Un estudio realizado por Nucci y colaboradores en América Latina durante el mes de
noviembre del 2008 a octubre del 2010 encontraron que la incidencia de candidiasis bucal
en el Ecuador es de 0.016% por cada 1000 pacientes al dia, se reporta morbilidad y
mortalidad de aproximadamente el 35% en pacientes que presentan candidiasis invasiva
(World Healt Organization, 2014), generando asi un gran impacto econémico para las
diferentes casas asistenciales de salud, de tal manera se haido adquiriendo gran importancia
en estos Ultimos afios a nivel mundial debido a la resistencia antifingica que presentan

algunas especies de Candida albicans y al cambio de epidemiologia de las mismas.®?

En este estudio investigativo se verificara si el aceite esencial, como el extracto alcohoélico
del Syzygium aromaticum, cudl de sus dos diluciones tiene mayor efecto antifingico sobre

Candida albicans.



3. JUSTIFICACION

La variabilidad de diferentes microorganismos consistentes a los diferentes
medicamentos entre ellos los antifingicos mas utilizados es un tema de alto interés es
por ello que se recurre a la investigacion de nuevos avances Yy alternativas seguras y
sobre todo efectivas que son adquiridas a base de técnicas de plantas naturales donde
sus diferentes principios esten ecuanimes y sus secuelas sean mas tolerables que varios

medicamentos artificiales. 19

El proyecto investigativo tiene una aportacion importante a nivel social, econémico y
academicamente, ayudando adquirir diversos conocimientos sobre la importancia del
uso de diferentes y diversas plantas medicinales con sus multiples utilidades que nos
van ayudar a la realizacion de la investigacion. Las cuales puden aportar como
tratamientos facilitadores para la prevencion de las patologias mas frecuentes de la
cavidad oral. Alcanzando asi de una manera mas efectiva la elaboracion de productos
naturales como colutorios, pastas y otros placebos a base de aceites esenciales y

extractos alcoholicos. 4V

La candidiasis en su mayoria causada por Candida albicans, es una de las patologias
gue en su actualidad ha experimentado un incremento de la aparicion no solo en
pacientes inmunodeprimidos y hospitalizados, también en aquellos pacientes en los que

las circunstancias del medio ambiente los exponen. 2

Por ello, existe el interés en el desarrollo del presente trabajo; de determinar si el

Syzygium Aromaticum “Clavo de Olor” presenta actividad antifungica frente al agente



Candida albicans; de esta manera se contribuird con nuevas alternativas naturales para

combatir las diversas afecciones de este microorganismo. @2

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

e Evaluar la actividad anti-fangica in vitro del extracto y aceite esencial del Syzygium

aromaticum “clavo de olor” sobre la Candida albicans cepa ATCC 10231.
4.2 Objetivos Especificos

e Determinar la actividad anti-fingica del aceite esencial del clavo de olor sobre la
Candida albicans cepa ATCC 10231.

e Evaluar el efecto antifingico del extracto alcohélico de Syzygium aromaticum “clavo de
olor la a las diferentes concentraciones (50.000, 40.000, 30.000, 20.000, 10.000, 5.000 ppm),
sobre Candida albicans cepa ATCC 10231.

e Comparar la efectividad del extracto alcohdlico y el aceite esencial de Syzygium
aromaticum “clavo de olor” con el Fluconazol de 150 mg sobre Candida albicans
cepa ATCC 10231.



5. MARCO TEORICO

Para poder curar determinadas y diferentes enfermedades y patologias que afectan a
nuestra salud, se basa en ciertos procedimientos que tienen finalidad terapéutica que se
apartan mucho de la medicina sintética o convencional. De tal manera las alternativas
médicas experimentan una aceptacion cada vez mas satisfactoria, utilizando
procedimientos y técnicas usadas tradicionalmente, es por esto que desde la antigiiedad
los seres humanos han utilizados diversas plantas ya sean estas como remedios para

distintas enfermedades o como alimentos. %

En la actualidad especialistas en la cavidad oral como son los odont6logos se enfrentan
dia a dia con pacientes con procesos infecciosos e inflamatorios tanto agudos como
crénicos en la cavidad oral en especial encias y mucosas que requieren y demandan la

aplicacion de medicina tradicional y natural. ¥
5.1 Antifangico

Llamado también antimicético conocido a todo tipo de sustancia que tiene la capacidad
de impedir el crecimiento de algunos hongos e incluso provocar su muerte. Los hongos
ademas de tener usos de gran importancia para el ser humano forman parte de los seres
vivos que llegan a originar enfermedades, el uso de los antimicoticos es de gran
importancia para tratar distintas enfermedades provocadas por este tipo de

microorganismos. 4

Los antimicoticos son utilizados en infecciones de mucosas las cuales 1 de 4 estan



intimamente relacionados con hongos patogenos. EI mecanismo de accion de los
farmacos que impiden el crecimiento de hongos, depende del lugar en el que actuen, lo
cual esta intimamente relacionado con la estructura quimica del anti fungico. %

5.2 Herbolaria

Las plantas medicinales son partes o extractos de plantas que se utilizan para el
tratamiento de diferentes afecciones y que pueden suministrarse como capsulas,
comprimidos, infusiones, cremas, elixires, jarabes, ungiientos 0 muchas formas mas. Se

utilizan desde la época prehistorica y es una de las formas de medicina méas extendidas.

Las casas comerciales e industrias farmacéuticas se han basado en varias ocasiones en

este tipo de medicina natural para poder elaborar sus farmacos. 4%

Por la estructura quimica que estos poseen sus principios activos pueden servir de
modelo y ayuda para la elaboracion de drogas sintéticas que pueden quedar como

marcadores taxondémicos en la investigacion de nuevos medicamentos ¢
5.3 Clavo de Olor

Syzygium aromaticum es un arbol de la familia de las que tarda unos 20 afios en
desarrollarse, su nombre procede del latin clavus, ya que el capullo seco sin abrir
recuerda esta forma, sus hojas se parecen bastantes a las del laurel. Syzygium aromaticum
es una planta de facil localizacion, tiene una comercializacion extensa debido a sus
propiedades antifungicas, antisépticas, antivirales, anestésicas analgésicas, bactericidas.
El compuesto de mayor relevancia es el eugenol en un 60-90% y se cree que es el
responsable de las propiedades de la planta. ®®

5.3.1 Generalidades del clavo de olor (Syzygium aromaticum)

Los indigenas mesoamericanos tuvieron gran interés por el uso de las plantas
medicinales que han aportado para el avance de nuevas y modernas terapias,
antiguamente las enfermedades bucales eran tratadas con hierbas o plantas siendo
utilizadas como especie de placebos para el tratamiento de padecimientos de encias,

dientes y para la higiene bucal. **

A partir de la década de los 60 se empez0 a utilizar plantas medicinales entre ellas el

Syzygium aromaticum utilizado en zonas de bajos recursos econémicos para tratar



dolores de muelas y molestias de encias, es por esto que el uso de estas plantas han
ayudado notablemente en la cultura humana lograndose descubrir que el uso de su aceite
o del propio claco de olor ha servido como analgésico y anestésico local principalmente

en problemas bucodentales. ?%

5.3.2 Clasificacion Taxonémica

Tabla N.1: Taxonomia de Syzygium aromaticum

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Rosidae

Orden Myrtales

Familia Myrtaceae

Subfamilia | Myrtoideae

Tribu Syzygieae

Genero Syzygium

Especie Syzygium Aromaticum

Fuente: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden.


https://es.wikipedia.org/wiki/Missouri_Botanical_Garden

Autor: Amshoff, G.J.H. 1951.

5.3.3 Composicion Quimica

El responsable de la mayor parte del aroma caracteristico del clavo de olor es el eugenol este
comprende entre el 72-90% del aceite esencial extraido principalmente de los clavos y es el
compuesto responsable de su peculiar aroma. Entre otros importantes componentes del
aceite esencial de clavo de olor son : acetil eugenol, beta-cariofileno y vainillina, &cido
crategdlico, taninos como : bicornin, el acido galotanico, salicilato de metilo (analgésico), el
flavonoide eugenina, kaempferol, ramnetina y eugenitin, tri terpenoides tales como el &cido
oleandlico, estigmasterol y campesterol y varios sesquiterpenos?%

5.3.4 Aceite esencial y extracto alcohdlico de Syzygium aromaticum
5.3.4.1 Aceite esencial de Syzygium aromaticum

Son fragmentos de estados liquidos ligeros, obtenidos por el método arrastre de vapor de
agua, que tiene las sustancias que son encargadas de la fragancia propia de cada planta. De
acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como naturales, artificiales y
sintéticas. Los naturales se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones
fisicas ni quimicas posteriores, debido a su rendimiento tan bajo son muy costosas. Como
aceite esencial de clavo de olor este posee varios beneficios y propiedades para la salud entre

ellos tenemos V:

v'Infecciones: por sus propiedades antisépticas , el aceite esencial de clavo de olor es
utilizado para heridas, pie de atleta ,moretones y varios tipos de lesiones

v Cuidado dental: por su propiedad germicida es utilizado para aliviar dolor de muela
y ulceras bucales.

v Sistema inmunoldgico: ayudan a estimular el sistema inmunol6gico por sus
propiedad antivirales y capacidad de purificacion de sangre ayudan aumentar la

resistencia a un sin nimero de enfermedades.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Cariofileno
https://es.wikipedia.org/wiki/Vainillina
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_crateg%C3%B3lico&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_crateg%C3%B3lico&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Tanino
https://es.wikipedia.org/wiki/Bicornin
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_galot%C3%A1nico
https://es.wikipedia.org/wiki/Salicilato_de_metilo
https://es.wikipedia.org/wiki/Eugenina
https://es.wikipedia.org/wiki/Kaempferol
https://es.wikipedia.org/wiki/Ramnetina
https://es.wikipedia.org/wiki/Eugenitin
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_olean%C3%B3lico
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_olean%C3%B3lico
https://es.wikipedia.org/wiki/Estigmasterol
https://es.wikipedia.org/wiki/Campesterol
https://es.wikipedia.org/wiki/Sesquiterpeno

Syzygium aromaticum presenta en su composicion quimica de aceite esencial al eugenol
(83.6%), acetato de eugenilo (11.6%) y cariofileno (4.2%).

5.3.4.2 Extracto alcoholico de Syzygium aromaticum

Syzygium aromaticum presenta en su composicion quimica de extracto alcoholico al eugenol
(52%) los extractos pueden actuar como insecticidas, fungicidas, o repelentes, dependiendo
del disolvente que uno utiliza para su elaboracion. La principal funcién del alcohol es de

extraer las sustancias, o las propiedades, de las plantas. ?%
5.4 Género Sacaromicetos

Los hongos tienen una forma a manera de globo que pueden vivir sobre liquidos y sustancias
azucaradas, estos se duplican muy rapidamente por gemacion y llegan a producir esporas en
ciertas condiciones cada célula puede originar alrededor de 4 esporas entre la mas principal
de este grupo tenemos a Candida albicans responsable de infecciones e inflamaciones de la
cavidad oral, esta suele presentarse como una célula de forma oval en forma de levadura de
2 a 4 micras, con paredes finas en tejidos infectados se ha identificado de forma filamentosa
de una longitud variable, con extremos redondos de 3 a 5 micras de diametro y con
pseudohifas que son células alargadas de levaduras que permanecen unidas entre si. Es el
factor principal asociado a candidiasis bucal debido al incremento de infecciones por
albicans, actualmente se describe un nimero importante de manifestaciones clinicas, debido

a la extensa manifestacion sistémica que presenta este especie .??
5.4.1 Candida albicans

Es un hongo di morfico es decir que se desarrolla de forma distinta y variable en funcion de
la temperatura de crecimiento, normalmente a una temperatura de 37°C se presenta como
levadura y en temperaturas de 25°C se muestra como un hongo de aspecto filamentoso en la

naturaleza este hongo se reproduce por forma asexual por gemacion. 2%

En forma de levadura se presenta con células redondas u ovaladas, agrupadas en pequefios
grupos, en forma de hongo a manera de filamentos sus células se alargan. Es el principal

causante etioldgico de candidiasis bucal. ¢4

5.4.1.1 Taxonomia
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Tabla Nro.2 Taxonomia Candida albicans

Reino Fungi

Phylum Ascomycota

Subphylum | Ascomycotina

Clase Ascomicetes

Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Céndida

Fuente: Congreso Internacional de Microbiologia en Nueva York en 193915

Autor: Johana Alexandra Cueva Borja

5.4.1.2 Candidiasis Bucal

Causada principalmente por Candida albicans, es de muy importante estomatolégicamente
por su variedad y frecuencia clinica, las afecciones podemos encontrar frecuentemente en
personas con distintos tipos de factores predisponentes. Las afecciones clinicas de

candidiasis bucal son muy variables. @

La patogenia de candidiasis bucal es muy compleja implicando varios mecanismos, factores
tanto del hongo como del hospedero. Candida albicans tiene la posibilidad de colonizar
superficies bucales dependiendo de la efectividad de los mecanismos de defensa que

presente el hospedero, como la capacidad de adhesion del hongo y su poder de crecimiento.
(26)

Las condiciones ambientales modifican el microambiente en la cavidad oral favoreciendo de
tal manera la infeccion y colonizacién por Candida albicans tales como el uso de protesis
dentales removibles, uso inadecuado de antifungicos y antimicrobianos y habitos de fumar,
existe una nueva clasificacion donde la candidiasis bucal se divide en 2 amplias categorias:

primaria y secundaria. ¢”)

v’ Candidiasis primaria: asociada a tejidos orales y peri orales, esta se subdivide en:
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C. pseudomembranosa (aguda y cronica), C. eritematosa (aguda y croénica),C.
hiperplésica (leucoplasica). Asociadas a Estomatitis subprotesica, Queilitis angular,
y Glositis rémbica.

v’ La Candidiasis secundaria: La candidiasis bucal se muestra como una manifestacion
de infeccidn sistémica o generalizada. C. Mucocutanea (crénica). También llamada
Sindrome Crénico de Candidiasis Mucocutanea, y se incluyen: CMC familiar, CMC
difusa, CMC por endocrinopatia. %)

Candida albicans probablemente puede estar implicado en el eritema gingival lineal,

periodontitis necrética y queilitis exfoliativa. ¢®
5.4.1.3 Tratamiento

El tratamiento de la Candidiasis bucal se basa en cuatro pilares: Realizacion de un
diagnostico precoz y certero de la infeccion, correccion de los factores facilitadores o de las
enfermedades subyacentes, determinacién del tipo de infeccién candidiésica y es uso de
farmacos empleados. %

Uno de los antimicoticos més utilizados es el fluconazol este es un farmaco con accion
antifungica, pertenece a la familia de los triazdlicos, utilizado para el tratamiento de
infecciones flngicas, especialmente causadas por especies del hongo Candida albicans, tales

como candidiasis vaginal o candidiasis bucal. ¢

6. METODOLOGIA

6.1. Materiales y Métodos

6.2. Tipo de Investigacion

e Observacional-Experimental: Porque se trata de un analisis “in vitro”, en el cual
podemos demostrar cual es la actividad anti fangica del Syzygium aromaticum (clavo de
olor) sobre Candida albicans cepa ATCC 10231 donde el investigador emplea las

condiciones de la investigacion.
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6.3 Unidades de Estudio
e Quimico: Aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor)

e Microbiano: Candida albicans cepa ATCC 10231

6.4 Contexto Temporal y Geografico

El presente proyecto investigativo fue realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular -
Genética e Investigacion de la Universidad Nacional De Chimborazo, en la ciudad de
Riobamba, bajo la supervisién del Ing. Félix Falconi supervisor del laboratorio y

asesoramiento de la tutora.

6.5 Universo

Candida albicans cepa ATCC 10231

6.6 Tipo de Muestreo

Una Cepa Candida albicans

6.7. Variables

6.7.1 Operacionalizacion de variables

Tabla Nro.3 Actividad antifungica “in vitro” del aceite esencial y extracto alcoholico del
Syzygium aromaticum (clavo de olor)

Categoria-
Conceptualizacion | Dimensién Indicador | Técnica Instrument
0
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La actividad anti Actividad anti Medicion Observacion Bitacora de
fangica se refierea | flngica “in de halos Experimentacion | laboratorio
; vitro” inhibitorios
!a s_ustanua que SISTEMA
inhibe el Aceite Nada SPS
crecimiento del Poco
hongo. Medio
Alto
Extragt(_) Diluciones
alcohdlico
Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja
Tabla Nro.4 Candida albicans
Categoria-
Conceptualizacion | Dimensién Indicador Técnica Instrumento
Es un hongo Hongo Tendencia Observacion Bitdcora de
dimorfico,asexual | diploide Experimentacion | laboratorio
asexual
Responsable | Factores

de
Candidiasis

Ambiéntales

Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Inclusion

Tabla Nro.5 Criterios de inclusion y exclusion

Exclusion

Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja
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*Cepas puras de Candida albicans sin contacto
con contaminantes ni farmacos.

*Aceite esencial y extracto alcoholico de
Syzygium aromaticum (clavo de olor)

*Cepas
pertenecientes
albicans ATCC 10231

* Otro derivado del aceite
esencial y
alcohdlico de
aromaticum (clavo de olor).

de hongos no

a Candida

extracto
Syzygium

Tabla Nro 6 .Materiales Generales

Materiales para
preparacion de medios de

cultivo

Materiales para extraer
el aceite esencial de

Syzygium aromaticum

Materiales para extraer el
extracto alcohdlico de

Syzygium aromaticum

Medio de cultivo Agar
Sabouraud con

cloranfenicol.

Olla de presién

Rotavapor Buchi

Gradillas

Tallos (clavo de olor)

Clavo de olor (molido)

Balanza

Balanza

Balanza

Mascarilla, guantes

Frascos ambar

Frascos ambar

Caja Petri

Refrigerante

Alcohol industrial 96%

Esterilizador

Refrigeradora

Equipo de vortex

Pipetas y Probetas

Cocina eléctrica

Papel filtro

Autoclave

Pipetas y probetas

Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja

Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Tabla Nro.7 Materiales para la activacion del hongo y antibiograma

Hongo

Antibiograma

Cajas petris estériles

35 cajas petris
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Agar Sabouraud con cloranfenicol. 100 discos blank
Caldo de cultivo broth 150 tubos de ensayo
Céandida albicans cepa ATCC 10231 150 hisopos estériles de laboratorio
Mecheros Aceite esencial de Syzygium aromaticum
Asa Estériles Extracto  alcohdlico de  Syzygium
aromaticum
DMSO,H.0 Destilada

Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

6.8 PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

6.8.1 Obtencion del extracto alcohélico de Syzygium aromaticum (clavo de olor)
6.8.2 Recoleccion de muestras

Obtencion de la planta

La planta en estudio, Syzygium aromaticum “clavo de olor” se compré en un mercado en la
provincia de Chimborazo, en la ciudad de Riobamba — Ecuador. Luego se trasladé a las
instalaciones del laboratorio de Biologia Molecular y Genética en la Universidad Nacional
de Chimborazo, la obtencion del extracto estuvo bajo la supervision del Ing. Félix Falconi.

Foto N° 1. Syzygium aromaticum

Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Procesamiento de la muestra
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Secado y corte de la planta

Se cortaron los tallos de Syzygium aromaticum “clavo de olor “en pedazos pequefios, para

luego dejar secar durante siete dias, expuesto a condiciones naturales.
Molido de la planta

Con los tallos obtenidos secos de la planta, se realizé el molido de la misma, con ayuda de
un molino de mano. Obteniendo Syzygium aromaticum (clavo de olor) pulverizado, para asi
colocar el solvente organico, colocdndolo en un frasco de vidrio ambar para su posterior
utilizacion.

Colocacion de solvente organico

Se colocé el solvente organico agregando 1 litro de alcohol al 96% dejando macerar durante
20 dias, agitandolo en los 20 dias de maceracion, se colocé el frasco en un ambiente fresco
y 0SCUro.

Filtrado de Muestras

Se filtré 3 veces, con papel filtro Whatmann N° 41, utilizando una bomba de vacio para

agilitar el filtrado, obteniéndose un extracto purificado sin ningun tipo de contaminacion

Luego se coloco en un recipiente de vidrio de boca ancha colocandose en el Rotavapor de
Buchi a 60°C durante 2 horas, obteniéndose los principios activos totales del extracto puro.
Se obtuvo un peso de 20 ml de extracto alcoholico de Syzygium aromaticum (clavo de olor)

colocandose en un frasco ambar colocandolo en refrigeracion para su posterior utilizacion.

Foto N° 2. Rotavapor de Buchi

Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja
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Foto N° 3. Filtrado papel Whatmann N°41

Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

6.9 Obtencion del aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor)
Obtencién de la planta

La planta en estudio, Syzygium aromaticum “clavo de olor” se compr6 en un mercado en la
provincia de Chimborazo, Ciudad Riobamba — Ecuador, en una proporcién de 20 kg. Luego
se traslado a las instalaciones del laboratorio de Biologia Molecular y Genética en la
Universidad Nacional de Chimborazo, la obtencion del aceite esencial estuvo bajo la
supervision del Ing. Félix Falconi.

6.10 Procesamiento de la muestra
Corte de la planta
Se cortaron los tallos de Syzygium aromaticum “clavo de olor “en pedazos pequefios, para

luego colocarlos en la olla de presién con agua.

Técnica
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El Syzygium aromaticum “clavo de olor “se coloca en un recipiente de gran capacidad,
utilizamos el método de destilacion por arrastre de vapor , este método va ayudar a la
separacion de sustancias poco solubles en agua para que asi pase por una corriente de vapor
asi ambos componentes se destilan juntos, el aceite es arrastrado por el vapor de agua a
través del refrigerante que al enfriarse con el agua a temperatura adecuada, permite su
colecta en una trampa de vidrio donde se deposita el aceite extraido, y se recolectara en un
frasco ambar.
Foto Nro.4 Trampa de Clevenger

==t

iiiiif-il:ll -

Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Extraccion del aceite esencial de Syzygium aromaticum “clavo de olor “del refrigerante.

Se retird el aceite esencial obtenido por medio de la técnica de evaporacion de gotas del

refrigerante con ayuda de una pipeta.

Se realizé la extraccion del aceite esencial en el periodo de 2 semanas, obteniéndose una
cantidad de 10ml, se coloc6 en un frasco de color ambar este fue colocado en una camara de

flujo laminar y posterior fue llevado a refrigeracién para luego ser utilizado.

Tabla Nro.8 Caracteristicas aceite extraido

ESPECIE Syzygium aromaticum “clavo de
VEGETAL olor”
Aspecto Liquido translucido
Color Marrén Claro
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Olor Caracteristico a la planta

Sabor Dulce

Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja

Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

6.11 Obtenciéon de Muestra de Candida albicans
Recoleccion

Se trabajo con un microorganismo patégeno donado por la Universidad Nacional del
Chimborazo por el Laboratorio de Biologia molecular — genética e investigacion siendo esta
Candida albicans cepa ATCC 10231.

Preparacion

Se prepar6 agar Sabouraud colocandose en 12 en cajas Petri, se retird la muestra de Candida

albicans cepa ATCC 10231, la cual se encontraba en refrigeracion.

Luego se realizd la descongelacion de la muestra de Candida albicans, para posteriormente
inocularla con un asa previamente esterilizada, colocando las muestras de Candida albicans

en las 6 cajas Petri previamente preparadas con agar Sabouraud con cloranfenicol.

Las cajas Petri sembradas fueron colocadas en la incubadora a 37°C en un lapso de 24 horas,

logrando de esta manera obtener colonias de Candida albicans, para su posterior utilizacion.

Foto Nro.5 Colonias de Candida albicans
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Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja

Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja
6.12 Evaluacion de la actividad del aceite esencial de Syzygium aromaticum “clavo de

olor ¢

La actividad anti fungica del aceite esencial y extracto alcoholico de Syzygium aromaticum
“clavo de olor ““fue evaluada mediante el método de Kirby Bauer o conocido también como

antibiograma (difusion en disco).

Foto Nro.6 Método de Kirby Bauer

ANTIBIOGRAMA DE DISCOS

Fuente: Molecular Biology, Pathogenicity and Ecology of Bacterial Plasmids
Elaborado por: Thornsberry C. Hawkins. T.M

6.13 Cultivo y Método de Kirby Bauer (difusién en disco)

Se esterilizd todos los materiales necesarios en autoclave y se usé una camara de flujo
laminar para asegurar que los materiales no se contaminen. Usando agar Sabouraud con

cloranfenicol plaqgueamos 10 cajas Petri.

Se retird de refrigeracion el extracto alcohdlico de Syzygium aromaticum (clavo de olor) en
las concentraciones realizadas: 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 prepard discos blank con la dilucién del aceite esencial de clavo de

olor con el solvente DMSO (Dimetilsulfoxido).
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Con las concentraciones realizadas 12.500ppm, 10.500ppm, 8.500ppm, 6.500ppm,

4.500ppm y 2.500ppm y se colocaron en las cajas Petri (inoculadas previamente con 0.1ml).

Tabla Nro. 9 Concentraciones realizadas: extracto alcohélico

1 disco al 50 pl extracto+950 pl DMSO = 50.000ppm

1 disco al 40 pl extracto+960 pl DMSO = 40.000ppm

1 disco al 30 pl extracto+970 pul DMSO = 30.000ppm

1 disco al 20 pl extracto+980 pl DMSO = 20.000ppm

1 disco al 10 pl extracto+990 pl DMSO = 10.000ppm

1 disco al 5 pl extracto+995 pl DMSO = 5.000ppm

Fuente: Datos recopilados de la bitacora del laboratorio.

Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Estos discos fueron colocados con las soluciones realizadas para luego ser colocados con
una pinza previamente esterilizada en 3 cajas petri inoculadas con Candida albicans.

Se realiz6 al igual la preparacion de un disco blank con el antimicético Fluconazole 150mg

el cual nos ayudara para el control positivo de la experimentacion.
v 1disco de 150mg fluconazol+850 pl H20 destilada.

Después de haber colocado los discos con las soluciones se incub6 a una temperatura de

37°C para su posterior lectura.
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Foto Nro.7 Colocacién de soluciones en discos Blank

Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja

Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Luego de haber realizado la técnica de Kirby Bauer en el extracto alcohdlico de Syzygium
aromaticum (clavo de olor) se realiz6 la misma técnica en el aceite esencial, se retir6 de
refrigeracion el aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor) en las proporciones

diferentes proporciones realizadas:

Tabla Nro. 10 Concentraciones aceite esencial Syzygium aromaticum (clavo de olor)

12.500 ppm aceite esencial de Clavo de olor.

10.500 ppm aceite esencial de Clavo de olor
8.500 ppm aceite esencial de Clavo de olor
6.500 ppm aceite esencial de Clavo de olor
4.500 ppm aceite esencial de Clavo de olor
2.500 ppm aceite esencial de Clavo de olor

Fuente: Datos recopilados de la bitacora del laboratorio.

Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Luego preparamos a partir de la solucién nimero 6 del aceite esencial 2.500 ppm 7

concentraciones mas, debido a la falta de existencia de halos en la siembra realizada, siendo

estos los siguientes:

Tabla Nro.11 Concentraciones aceite esencial a partir de 1.500ppm
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1.500ppm = 60 ul (Sm) +40 ul DMSO

1.000ppm = 67 pl (Sm) +33 ul DMSO
500ppm =50 ul (Sm) + 50 ul DMSO
100 ppm= 20 pl (Sm) + 80 ul DMSO

50ppm= 50 pl (Sm) + 50 ul DMSO

25 ppm= 50 pl (Sm) + 50 pul DMSO

Fuente: Datos recopilados de la bitacora del laboratorio.

Elaborado por: Ing. Félix Falconi

Foto Nro.8 Concentraciones aceite esencial

Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja

Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Las concentraciones se colocaron en tubos eppendorf para su colocacion en los discos
blank. Se prepar6 el medio de cultivo agar Sabouraud con cloranfenicol lo cual antes de la
inoculacion de Candida albicans, se realizé la prueba de Macfarland, con el siguiente
procedimiento: Se prepard un tubo de ensayo con 5ml de suero fisiol6gico, y con una asa
previamente esterilizada se tomd una muestra de las colonias de Candida albicans,

colocéndola en la solucion, y agitdndola en el vortex.

v’ Se prepar6 un tubo de ensayo con 10 ml de H>O destilada con 5 pl de leche de
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magnesio, para luego agitar con el vortex.
v Se compara observando que exista homogenidad en las dos muestras.
v" Inoculamos en las cajas Petri previamente preparadas.

v" Luego colocamos los discos blank en las cajas Petri.

v" Cada disco fue impregnado con las soluciones preparadas para ser colocados en las
cajas petri inoculadas con Candida albicans, para realizar sus 3 repeticiones (R1,
R2, R3)

Se realizé al igual la preparacion de un disco blank impregnado con el antimicotico

Fluconazole 150 mg el cual servira para el control positivo de la experimentacion.
1 disco de 150mg fluconazol+850ul H20 destilada.

Se realiz6 al igual la preparacion de un disco blank impregnado de DMSO con H>0O

destilada el cual servira para el control negativo

Foto Nro.9 Técnica de Kirby Bauer aceite esencial

Fuente: Johana Alexandra Cueva Borja

Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Después de haber colocado los discos impregnados con dichas soluciones se incub6 durante

36 horas a una temperatura de 37°C para su posterior lectura.
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En el andlisis de los resultados se estableceran pruebas estadisticas con el sistema SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences), Excel y se utilizaran tablas tomadas de la
literatura de Duraffourd y Lapraz (1983) @9 de la clasificacion de los aceites esenciales.

8.0 RESULTADOS
Se realizaron 3 tratamientos:

v" El primer tratamiento (T1) el cual se realizé en base a la técnica de dilucion en
caldo, para esto se tomo en cuenta 6 tipos de diluciones cada una con diferentes
concentraciones hasta esperar el crecimiento de Candida albicans. Tabla N°12.

v’ Para el tratamiento 2 y 3 (T2 Y T3) utilizamos la técnica de Kirby Bauer y para el
analisis de los resultados nos basamos en la clasificacion de la actividad de los aceites

propuesta por Duraffourd la cual se dio en el afio 1983.

Tabla Nro. 12 Actividad de los aceites esenciales segun Duraffourd y Lapraz
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Actividad de los aceites esenciales:
Nula(-) si es inferior o0 es igual a 8 mm
Sensibilidad Limite (sensible igual o +) de 9 a 14 mm
Sensibilidad media ( muy sensible igual ++) de 15a 19 mm
Sumamente sensibles (S.S. igual +++) si es igual o superior a 20 mm

Fuente: Aliaga Mamani
Autor: Duraffourd y Lapraz 1983

8.1. CONCENTRACIONES UTILIZADAS EN LA TECNICA DE DILUCION EN
CALDO

Tabla Nro.13 Concentraciones del aceite esencial en caldo sabouraud broth

N° Tratamientoy | Volumen (ul) Solvente Mix =Caldo sabouraud (pl) +
concentracion aceite esencial (DMSO) (pl) | (aceite+DMSO)
T1=50.000ppm 300 pl 300 pl 900 pl+100 pl
T2=40.000ppm 250 pl 250 pl 920 pl +80 ul
T3=30.000ppm 200 pl 200 pl 940 pl +60 ul
T4=20.000ppm 150 150 pl 960 ul +40 pl
T5=10.000ppm 100 pl 100 pl 980 ul +20 pl
T6=5.000ppm 75 i 75 ul 990 pl+10 pl

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Descripcion: Cadaelemento mostrado en la Tabla N°13 corresponde a las concentraciones
realizadas mediante el método en dilucién en caldo considerando diferentes tipos de

diluciones (mix) en cada concentracion,

Analisis e Interpretacion: Mediante las concentraciones establecidas de 50.000ppm,
40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm, 10.000ppm, 5.000ppm, 2.500ppm y 1.500ppm se

obtuvieron preparaciones (mix) para luego ser inoculadas en cajas Petri.

8.2 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE
DILUCION EN CALDO
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Tabla Nro.14 Determinacion del grado de sensibilidad frente a diferentes concentraciones

N° Crecimiento | Actividad anti
Tratamiento Concentracion (+) positivo fangica R1 R, R3

T1 50.000ppm Actividad - - ;
T2 40.000ppm Actividad - - ;
T3 30.000ppm Actividad - - -
T4 20.000ppm Actividad + + +
T5 10.000ppm Actividad + + +
T6 5.000ppm Actividad + + +

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Descripcion: La Tabla Nro.14 muestra los 6 tratamientos realizados mediante la Técnica de
dilucion en caldo, se encontrd que en los T1 al T3 tuvieron actividad anti fngica debido a
la falta de formacion de colonias en las muestras realizadas. En el T4 al T6 se observo la

presencia de unidades formadoras de colonias (UFC).

Analisis e Interpretacion: Se observd que mediante las concentraciones establecidas de
50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm, dio un resultado (-) a partir de 20.000ppm, 10.000ppm,
5.000ppm dio un resultado (+) en sus concentracion mas bajas experimentales que la

Concentracion minima inhibitoria (CMI) corresponde a 5.000ppm.

8.3 CONCENTRACIONES UTILIZADAS EN LA TECNICA DE KIRBY
BAUER

Tabla Nro.15 Concentraciones del aceite esencial Tecnica Kirby Bauer

N° Tratamiento y Volumen (ul) | Solvente (DMSO)
Concentracion aceite (uh
T1=12.500ppm 75 ul 25 pl
T2=10.500ppm 84 ul 16 pl
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T3=8.500ppm 68 ul 32 ul
T4=6.500ppm 52 ul 48 ul
T5=4.500ppm 36 pl 74 ul
T6=2.500ppm 20 pl 80 ul
T7=1.500ppm 60 pl (sm) 40 pl
T8=1.000ppm 67 pl(sm) 33 ul
T9=500ppm 50 pl(sm) 50 pl
T10=100ppm 20 pl(sm) 80 pul
T11=50ppm 50 pl (sm) 50 pl
T12=25ppm 50 pl(sm) 50 pl

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio

Elaborado por: Ing. Felix Falconi

Descripcion: Cada uno de los elementos mostrados en la Tabla N° 15 corresponde a las

concentraciones realizadas mediante el método de Kirby Bauer® considerando diferentes

tipos de diluciones en DMSO (Dimetilsulféxido) en cada concentracion.

Analisis e interpretacion: Las concentraciones obtenidas por medio de la Técnica de Kirby

Bauer.

8.4 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE
KIRBY BAUER- MEDICION DE HALOS INHIBITORIOS

Tabla Nro.16 Prueba de actividad del aceite esencial por el método de Kirby Bauer

NO

Tratamiento

Volumen | Solvente
() (DMSO) (
aceite | ul)

N°de | Halos
discos R1
mm

Halos
R2
Mm

Halos
R3
mm

Promedio
final de
halos
mm
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T1= 75 ul 25ul 3
(12.500ppm)
T2= 84 ul 16pl 3
(10.500ppm)
T3= 68 ul 32ul 3
(8.500ppm)
T4= 52 ul 48l 3
(6.500ppm)
T5= 36 ul 74ul 3
(4.500ppm)
T6= 20 pl 80ul 3
(2.500ppm)
T7= 60pl 40pl 3 18 15 17 16.66
(1.500ppm) Mm Mm mm Mm
T8= 67l 33ul 3 26 26 21 24.33
(1000ppm) Mm mm mm mm
T9= 50pl 50ul 3 23 22 21 22
(500ppm) Mm mm mm mm
T10= 20pl 80pl 3 14 |11 14 13
(100ppm) Mm mm mm mm
T1l= 50pl 50ul 3 16 16 16 16
(50ppm) mm mm mm mm
T12= 50pl 50ul 3 19 14 mm 18 17
(25ppm) mm mm Mm
CONTROL | Candida | Fluconazol (+) | Present | Halo: 60
POSITIVO: | albicans | 150mg 0 mm
crecimi
ento
CONTROL |H0 +| No )
NEGATIVO: | DMSO presento
crecimiento

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Descripcion: En la Tabla Nro.16, podemos observar los promedios totales de los halos
presentes en el método de difusion en disco a diferentes concentraciones del aceite esencial
de Syzygium aromaticum ““clavo de olor ‘frente a Candida albicans cepa ATCC 10231.Los
resultados obtenidos de las lecturas realizadas, el halo observado con mayor inhibicion es el

halo de 12500ppm de concentracion con 52mm como promedio total entre sus 3
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repeticiones. Por otro lado el de menor inhibicion es el halo de una concentracion 100ppm

con 13mm.

Andlisis e Interpretacion: Se observd mediante las concentraciones establecidas de:
12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500 ppm no presento ningun
tipo de crecimiento; al contrario de las concentraciones mas bajas que partieron de una
concentracion madre 2.500ppm 1.500ppm, 1.000ppm, 500ppm, 100ppm, 50ppm, 25ppm,
presentando un crecimiento medio, se tomé como resultado (+) en su concentracién més baja

25ppm y en sus concentraciones mas altas presento (-) ausencia de crecimiento .

8.5 RESULTADOS OBTENIDOS UTILIZANDO COMO
LUTERATURA A DURAFFOURD Y LAPRAZ%

Tabla Nro.17 Resultados sensibilidad segun Duraffourd y Lapraz

Ne° N°de | Halos | Halos | Halos
Tratamiento | discos | R1 R2 R3
mm mm Mm
T1(ppm) 3 +++ +++ | +4++
T2(ppm) 3 +++ +++ | +4++
T3(ppm) 3 +++ +++ | +4++
T4(ppm) 3 +++ +++ | +4++
T5(ppm) 3 +++ +++ | +++
T6(ppm) 3 +++ +++ | +++
T7(ppm) 3 +++ +++ | +++
T8(ppm) 3 +++ +++ | +++
T9(ppm) 3 +++ +++ | +++
T10(ppm) 3 +++ +++ | +++
T11(ppm) 3 +++ +++ | +++
T12(ppm) 3 +++ +++ | +++

CONTROL | Candida | Fluconazol | (+) Presento | Halo: | 60mm
POSITIVO: | albicans | 150mg crecimiento

No ()
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CONTROL | H2O + | presento
NEGATIVO: | DMSO crecimiento

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja.

Descripcion: En la Tabla N° 17 se observa los resultados obtenidos mediante la Técnica
de Kirby Bauer (difusién en disco), utilizandose como analisis la literatura de Duraffourd y

Lapraz®® los cuales clasificaron la actividad de los aceites esenciales.

Anélisis e Interpretacion: Se obtuvieron resultados positivos +++ seglin la literatura
utilizada de Duraffourd y Lapraz 1983, resultando halos superiores a 20mm siendo estos
segun la Tabla Nro.11 N= Sumamente sensible. Evidenciando el efecto anti fangico del

Syzygium aromaticum frente a Candida albicans cepa ATCC 10231.

8.6 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE
KIRBY BAUER?®

Tabla Nro.18 Resultados obtenidos del extracto alcohoélico

N° N°de | Halos | Halos | Halos
Tratamiento | discos R1 R2 R3
mm mm mm

T1(ppm)
T2(ppm)
T3(ppm)
T4(ppm)
T5(ppm)
T6(ppm)

W W W W w w
1
1
1

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

33



Tabla Nro.19 Control positivo y negativo de extracto alcohdlico.

CONTROL Candida | Fluconazol (+) Presento Halo: | 60mm
POSITIVO: albicans | 150mg crecimiento
CONTROL H.O +| No )
NEGATIVO: | DMSO presento
crecimiento

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Johana Alexandra Cueva Borja

Descripcion: En la Tabla N°19 se observa los resultados obtenidos mediante la Técnica

de Kirby Bauer ©? (difusion en disco), en las diferentes concentraciones establecidas.

Analisis e Interpretacion Se obtuvieron halos menores a 8 mm, siendo un resultado
negativo, por lo tanto se pude decir que el extracto alcohdlico de Syzygium aromaticum no
presenta actividad frente a Candida albicas cepa ATCC 10231
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9. ANALISIS ESTADISTICO MEDIANTE SISTEMA SPSS

SPSS es un formato para un analisis completo con caracteristicas Unicas, se utiliza para
realizar la captura y analisis de datos creando tablas y graficas complejas. EI SPSS es
conocido por su capacidad de gestionar grandes volumenes de datos y es capaz de llevar a
cabo andlisis de texto entre otros formatos mas, incluyendo estadisticas descriptivas como
tabulacién y frecuencias de cruce, estadisticas de dos variables, ademas pruebas T, ANOVA
y de correlacién. Con SPSS es posible realizar recopilacion de datos, crear estadisticas,

andlisis de decisiones de gestién y mucho mas.

Tabla Nro.20 :Valor de medias en 3 repeticiones técnica dilucion en caldo

Tratamiento N Minimo maximo Media Desviacion/Tip
R1T1 6 00 1.00 .500 54772
R2T2 6 00 1.00 500 54772
R3T3 6 00 1.00 500 54772

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Johana Cueva

Descripcion: Se muestra el analisis estadistico de los resultados obtenidos de las 3
repeticiones realizadas mediante la técnica dilucion en caldo, en sus diferentes
concentraciones: 50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm, 10.000ppm y 5.000ppm

donde se muestran valores similares.

Analisis e Interpretacion La actividad anti fungica de las sustancias experimentales frente
a la cepa Candida albicans ATCC 10231 se presentd de la siguiente manera; el aceite
esencial de Clavo de olor en sus diferentes concentraciones realizadas mediante la técnica
de dilucién en caldo 50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm, 10.000ppm y
5.000ppm present6 una media de 0, ,5000 + 0, ,54772mm., resultando un minimo de 0 que
significa crecimiento nulo en las concentraciones 50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm en
sus 3 repeticiones y un maximo de 1 que significa crecimiento medio en las concentraciones
20.000ppm, 10.000ppm y 5.000ppm.
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Grafico Nro. 1: Valor de medias en 3 Repeticiones Técnica Dilucion en Caldo
20
18
16
14
12
10

8
6
4
2
0

N Minimo Maximo Media Desuv. tip.

B R1IT1 mR2T1 R3T1

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Johana Cueva

Descripcion: En el Gréfico N° 1, se muestra el analisis estadistico de los resultados
obtenidos de las 3 repeticiones realizadas mediante la técnica dilucion en caldo, en sus
diferentes concentraciones: 50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm, 10.000ppm y
5.000ppm.

Andlisis e Interpretacion: Mediante el analisis estadistico realizado de la técnica de
dilucion en caldo en sus concentraciones 50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm,
10.000ppm y 5.000ppm se describié graficamente la estadistica obtenida dando como
resultado un crecimiento minimo de 0 en las concentraciones de 50.000ppm, 40.000ppm,
30.000ppm, demostrandose estadisticamente que los resultados obtenidos mediante la
técnica aplicada en estas concentraciones hay actividad antifungica por presentar ausencia

en el crecimiento de Candida albicans cepa ATCC 10231.
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Tabla Nro.21: Valor de medias en Repeticiones de Tratamiento 2

N Minimo Méaximo Media Desvi/tip
R1T2 12 0.00 1.00 5000 52223
R2T2 12 0.00 1.00 5000 52223
R3T2 12 0.00 1.00 .5000 52223
N valido 12
(segun lista)

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Johana Cueva

Descripcion: La Tabla Nro.21, muestra el andlisis estadistico de los resultados obtenidos
de las 3 repeticiones realizadas mediante la técnica difusion en disco, en sus diferentes
concentraciones: 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500 ppm,
1.500 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50 ppm y 25 ppm

Analisis e Interpretacion La actividad anti fungica de las sustancias experimentales frente
a la cepa Candida albicans ATCC 10231 se presentd de la siguiente manera; el aceite
esencial de Clavo de olor en sus diferentes concentraciones realizadas mediante la técnica
de difusion en disco 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500
ppm, 1.500 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50 ppm y 25 ppm presento una media de
0,,5000 % 0, , 52223mm., resultando un minimo de 0 que significa crecimiento nulo en las
concentraciones : 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500 ppm
en sus 3 repeticiones y un maximo de 1 que significa crecimiento medio en las

concentraciones 1.500 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50 ppm y 25 ppm.
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9.1 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DIFUSION EN DISCO
CON SUS 3 REPETICIONES

Grafico Nro.2: Valor de las medias en Repeticiones de Tratamiento 2

14
12

10

N Minimo Maximo Media Desv. tip.
R1T2 R2T2 R3T2 N valido (segun lista)

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Johana Cueva

Descripcion: En el Gréfico N° 2, se muestra el analisis estadistico de los resultados
obtenidos de las 3 repeticiones realizadas mediante la técnica difusion en disco, en sus
diferentes concentraciones: 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm,
2.500 ppm, 1.500 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50 ppm y 25 ppm.

Andlisis e Interpretacion: Mediante el analisis estadistico realizado de la técnica de
dilucion en caldo en sus concentraciones 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm,
4.500 ppm, 2.500 ppm, 1.500 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50 ppm y 25 ppm. Se
describi¢ graficamente la estadistica obtenida dando como resultado un crecimiento minimo
de 0 en las concentraciones de : 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500
ppm, 2.500 ppm, demostrandose estadisticamente que los resultados obtenidos mediante la
técnica aplicada en estas concentraciones hay actividad anti fingica por presentar ausencia

en el crecimiento de Candida albicans cepa ATCC 10231 .
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9.2 RESULTADOS OBTENIDOS EXTRACTO ALCOHOLICO DEL (CLAVO DE
OLOR)

Tabla Nro. 22: Valor de las medias en Repeticiones de Tratamiento 3

Estadisticos descriptivos

Tratamientos N Minimo | Maximo | Media
R1T3 6 .20 1,50 ,7833
R2T3 6 .20 1,50 , 7667
R3T3 6 .20 1,40 ,7500
N valido (segln

) 6

lista)

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Johana Cueva

Descripcion: La Tabla Nro.22, muestra el andlisis estadistico de los resultados obtenidos
de las 3 repeticiones realizadas en el extracto alcohdlico mediante la técnica difusion en
disco, en sus diferentes concentraciones: 50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm,
10.000ppm y 5.000ppm.

Analisis e Interpretacion La actividad anti fungica de las sustancias experimentales frente
a la cepa Candida albicans ATCC 10231 se present6 de la siguiente manera; el extracto
alcohdlico de Clavo de olor en sus diferentes concentraciones realizadas mediante la técnica
de difusion en disco 50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm, 10.000ppm vy
5.000ppm. Presento una media en su repeticion 1 de 0,7833%, en su repeticion 2 0, 7667+,
y en su repeticion 3 0,7500+, resultando un minimo de 0,20 que significa crecimiento nulo
en todas sus concentraciones, dando un promedio de 1,50mm de didmetro en los halos

encontrados.
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9.3 RESULTADOS DE HALOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE

DIFUSION EN DISCO EN EL ACEITE ESENCIAL DEL (CLAVO DE OLOR)

Tabla Nro.23: Medicion del halo inhibitorio Tecnica difusion en disco

Estadisticos descriptivos

N Minimo Maximo | Media Desuv. tip.
MedidaHaloR1T2 12 14,00 100,00 | 59,66 42,23384
67
MedidaHaloR2T2 12 13,00 100,00 | 59,33 42,58966
33
MedidaHaloR3T2 12 14,00 100,00 59,25 42,64467
00

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Johana Cueva

Descripcion: En la Tabla Nro.23 del presente estudio se baso en la evaluacion de la actividad

anti fangica del aceite esencial de clavo de olor mediante la Técnica de difusion en disco en

concentraciones de 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500 ppm,

1.500 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50 ppm y 25 ppm, tomando en cuenta las medidas

tomadas de los halos inhibitorios en la experimentacion dando como resultado un promedio

de ;media de 59,6667mm , un minimo de 14,00 y un méximo de 100,00 halo inhibitorio.

Analisis e Interpretacion: El andlisis demostré que el halo inhibitorio es mucho mas

extenso en tamafio con respecto al micotico utilizado el cual tiene un precedente

estandarizado.
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9.4 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE DIFUSION EN

DISCO EN SU REPETICION 1

Tabla Nro. 24. Nivel de Crecimiento del halo T2R1

MedidaHaloR1T2

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje| vdlido |acumulado
Validos 14,00 1 7,7 8,3 8,3
16,00 1 7,7 8,3 16,7
18,00 1 7,7 8,3 25,0
19,00 1 7,7 8,3 33,3
23,00 1 7,7 8,3 41,7
26,00 1 7,7 8,3 50,0
100,00 6 46,2 50,0 100,0

Total 12 100,0 100,0

Total 12 100,0

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Johana Cueva

Descripcion: En la Tabla Nro.24 se observo en el tratamiento 2 repeticion 1 una frecuencia
de 1 en sus 12 tratamientos en las concentraciones de 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm,
6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500 ppm con un 100% de crecimiento en cada una de sus
concentraciones; y en las 6 concentraciones de 1.500 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm,

50 ppm y 25 ppm presento un porcentaje de 8,3% de crecimiento con respecto al 100%.

Analisis e Interpretacion: El analisis demostro eficacia de un 100% de crecimiento en sus
6 concentraciones realizadas: 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm,
2.500 ppm; debido a sus concentraciones mayores, y un porcentaje acumulado de 8,3% en
las siguientes 6 concentraciones realizadas 1.500 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50
ppm y 25 ppm; obteniendo un resultado de un 50% acumulado de sus 6 tratamientos,

obteniendo porcentajes altos en cada uno de sus 12 tratamientos.
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9.5 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA
DIFUSION EN DISCO EN SU REPETICION 2

Tabla Nro.25 Nivel de Crecimiento del halo T2R2
MedidaHaloR2T2

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
13,00 1 7,7 8,3 8,3
16,00 1 7,7 8,3 16,7
17,00 1 7,7 8,3 25,0
- 18,00 1 7,7 8,3 33,3
Validos
22,00 1 7,7 8,3 41,7
26,00 1 7,7 8,3 50,0
100,00 6 46,2 50,0 100,0
Total 12 100,0 100,0
Total 12 100,0

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Johana Cueva

Descripcion: En la Tabla Nro.25 se observo en el tratamiento 2 repeticion 2 una frecuencia
de 1 en sus 12 tratamientos en las concentraciones de 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm,
6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500 ppm con un 100% de crecimiento en cada una de sus
concentraciones; y en las 6 concentraciones de 1.500 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm,

50 ppm y 25 ppm presento un porcentaje de 8,3% de crecimiento con respecto al 100%.

Analisis e Interpretacion: El analisis demostro eficacia de un 100% de crecimiento en sus
6 concentraciones realizadas: 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm,
2.500 ppm; debido a sus concentraciones mayores, y un porcentaje acumulado de 8,3% en
las siguientes 6 concentraciones realizadas 1.500 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50
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ppm y 25 ppm; obteniendo un resultado de un 50% acumulado de sus 6 tratamientos,

obteniendo porcentajes altos en cada uno de sus 12 tratamientos.

9.6 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DIFUSION EN
DISCO EN SU REPETICION 3

Tabla Nro.26: Nivel de Crecimiento del halo T2R3

MedidaHaloR3T2

Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
14,00 1 7,7 8,3 8,3
16,00 1 7,7 8,3 16,7
17,00 1 7,7 8,3 25,0
- 18,00 1 7,7 8,3 33,3
Validos
21,00 1 7,7 8,3 41,7
25,00 1 7,7 8,3 50,0
100,00 6 46,2 50,0 100,0
Total 12 100,0 100,0
Total 12 100,0

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Johana Cueva

Descripcion: En la Tabla Nro.26 se observo en el tratamiento 2 repeticion 3 una frecuencia
de 1 en sus 12 tratamientos en las concentraciones de 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm,
6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500 ppm con un 100% de crecimiento en cada una de sus
concentraciones; y en las 6 concentraciones de 1.500 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm,
50 ppm y 25 ppm presento un porcentaje de 8,3% de crecimiento con respecto al 100%.

Analisis e Interpretacion: El analisis demostro eficacia de un 100% de crecimiento en sus

6 concentraciones realizadas: 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm,
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2.500 ppm; debido a sus concentraciones mayores, y un porcentaje acumulado de 8,3% en
las siguientes 6 concentraciones realizadas 1.500 ppm, 1.000 ppm, 500 ppm, 100 ppm, 50
ppm y 25 ppm; obteniendo un resultado de un 50% acumulado de sus 6 tratamientos,

obteniendo porcentajes altos en cada uno de sus 12 tratamientos.

9.7 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE ANALISIS ANOVA

El estudio requiere comparar la actividad anti fiingica “In vitro”, de aceite esencial y extracto
alcohdlico de Syzygium aromaticum (Clavo de olor), mediante un estudio microbiol6gico
sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231.

En base al objetivo planteado en la investigacion se analizard si los valores de crecimiento
del halo de inhibicion tanto del aceite esencial como del extracto alcoholico es significativo

respecto a la actividad antifungica .mediante la escala de crecimiento.

Variable 1 (Cuantitiva) Dependiente: Valores de Crecimiento del Halo de Inhibicién

(CrecRepmm)
Variable 2 (Cualitativa) Factor: Escala de Crecimiento
Consideraciones:

= Significacion: si es menor de 0,05 es que las dos variables estan relacionadas y por tanto
que hay diferencias significativas entre los grupos

= Valor de F: cuanto mas alto sea F, mas estan relacionadas las variables, lo que significa
que las medias de la variable dependiente difieren o varian mucho entre los grupos de la
variable independiente.

Hipotesis 1.
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HO: No existe una relacién entre los valores del halo de inhibicion del aceite esencial del

Syzygium aromaticum (Clavo de olor), y la escala de crecimiento.

Hi: Existe una relacién entre los valores del halo de inhibicién del aceite esencial del

Syzygium aromaticum (Clavo de olor), y la escala de crecimiento.
Criterio de Decision:

Si p < 0,05 existe una relacion entre los valores del halo de inhibicion y la escala de

crecimiento; por lo que se rechaza HO.
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Tabla N.-27: Analisis descriptivo

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacion | Error | Limite | Limite
N Media tipica tipico | inferior | superior | Minimo | Maximo
CreciReplmm
Bajo 3| 8,3333 ,57735| ,33333| 6,8991| 9,7676 8,00 9,00
Medio 3| 12,6667 2,08167| 1,20185| 7,4955| 17,8378 11,00 15,00
Total 6| 10,5000 2,73861|1,11803| 7,6260| 13,3740 8,00 15,00
CreciRep2mm
Limite | Limite
inferior | superior
Bajo 3| 9,0000 1,00000| ,57735| 6,5159| 11,4841 8,00 10,00
Medio 3] 12,3333 2,08167 | 1,20185| 7,1622| 17,5045 10,00 14,00
Total 6| 10,6667 2,33809| ,95452| 8,2130| 13,1203 8,00 14,00
CreciRep3mm
Limite | Limite
inferior | superior
Bajo 3| 9,0000 1,00000| ,57735| 6,5159| 11,4841 8,00 10,00
Medio 3| 12,0000 2,00000| 1,15470| 7,0317| 16,9683 10,00 14,00
Total 6| 10,5000 2,16795| ,88506| 8,2249| 12,7751 8,00 14,00

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en Anova

Elaborado por: Johana Cueva

En los valores del calculo de los valores de la medias se nota entre los grupos valores de

las medias que no coinciden entre la diferentes tomas; con valores entre 12,77 y 13,37.

En los valores de la significancia (p valor) podemos ver que en la prueba de la Crecimiento
de repeticion 1 (CreciReplmm) el valor es menor que 0,05 mientras que en la revision de
crecimiento de repeticion 2 y 3 (CreciRep2mm y CreciRep3mm) este valor es mayor por lo
que se puede indicar que existe una relacion entre los valores del halo de inhibicion y la
escala de crecimiento; por lo que se rechaza HO en el caso de los factores que se determinaron
en la repeticion 1.mientras que en la repeticion 2 y 3 no se puede generar una relacion entre
las variables. Se puede apreciar que el valor de F es amplio respecto a las otras tomas, esto
indica la fuerte relacion entre valores de Crecimiento del Halo de Inhibicion y Escala de

Crecimiento del aceite esencial del Syzygium aromaticum (Clavo de olor
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Hipdtesis 2.

HO: No existe una relacién entre los valores del halo de inhibicién del extracto alcohélico

del Syzygium aromaticum (Clavo de olor) y la escala de crecimiento.

Hi: Existe una relacion entre los valores del halo de inhibicién del extracto alcohdlico del

Syzygium aromaticum (Clavo de olor) y la escala de crecimiento.
Criterio de Decision:

Si p < 0,05 existe una relacion entre los valores del halo de inhibicion y la escala de

crecimiento; por lo que se rechaza HO.

En el caso de la generacion de analisis de elementos descriptivos de los datos no se
calcularon en razon de gque existen menos de dos grupos por variable dependiente, es decir
no existe varianza para determinar el valor de relacion; esto se refleja en la escala de
crecimiento de nivel medio para todas la tomas de la variable cualitativa. Por lo que el
extracto alcohdlico no muestra una varianza que pueda ser significativa como inhibidor de

la actividad anti fungica.
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10. DISCUSION

Segun estudios realizados por (Pilco y otros, 2009)®Y, en el aceite esencial de clavo de olor
contiene 85 - 95% de eugenol y acetileugenol; adicionalmente,ay Pcariofilenos y pequefias
cantidades de ésteres, cetonas y alcoholes, de esta manera se conoce su composicion quimica
, tomando en cuenta la importancia de aceites esenciales donde se encuentran agentes

antifungicos,bactericidas y antimicrobianos.®?

Duke en 1998 dice que en la antigliedad estaba muy relacionado la palabra dolor de muela a
clavo de olor, a pesar que varias hierbas eran utilizadas para este mismo mal, el clavo de olor
fue el principal sin saber de su accion de una forma cientifica o investigativa sino como una
forma casera, ahi surge la curiosidad si en verdad actia como un antimicrobiano o solo era

un mito. ¢?

A esto en el 2009, Peredo, Palou y Lépez explican que no es un mito y que si posee efectos
anti fangicos, antivirales y antimicrobianos, ademas que la accidn esta en el aceite esencial
de clavo de olor que resulta ser una sustancia aromatica y no precisamente en el clavo de

olor como botdn que es comercializado. ¥

Por lo tanto, existe la necesidad de nuevos tratamientos altamente eficaces y de baja
toxicidad, debido a este problema la OMS considera a la fitoterapia dentro de sus programas
de salud y sugiere la aplicacién procedimientos basicos para la validacion de farmacos a
partir de plantas (OMS, 1991)¢G%

Mediante un estudio realizado por Roudha y Hema , se demostraron que la actividad anti
fangica presente en el Syzygium aromaticum se debe a su principal componente el Eugenol
el cual estd presente en un 70-90%, actualmente la mayoria de infecciones micoticas
prevalecen por el uso de varios antimicoticos como la nistatina y el flucozanol, pudiendo
estos llegar a la resistencia debido a su amplio uso, es por esto que se sugiere la validacion
de farmacos a partir de plantas naturales de bajo costo econdmico vy de facil acceso, en este

proyecto de investigacion se utilizo el clavo de olor el cual sirvié como un excelente anti
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fangico dando resultados positivos en las concentraciones del aceite esencial y resultados

negativos en su extracto alcohélico.®®

Otro estudio publicado por Quiroga,Navarro Garcia; Carpinell,realizado en extractos
hidroalcoholicos, se comprobo resultados positivo a la actividad antifingica en extractos
hidroalcoholicos, por lo cual se demuestra que es necesaria la dilucion del alcohol al 96%

con ayuda de solventes. %

Segun un estudio publicado por Zea mays L. y Pilco S. El eugenol el principal componente
del clavo de olor en un 70-90%, el cual puede considerarse el principal causante de la
actividad antifangica presente en la planta, siendo este uno de los principales componentes
fitoquimicos, con estos datos demostrada se observd la sensibilidad del aceite esencial de
clavo de olor el crecimiento de la Candida albicans cepa ATCC 10231 ,se determina por la
presencia del halo presente alrededor de los discos en sus diferentes tipos de concentraciones,
cada halo observado nos indica que no existe el crecimiento del hongo, es por esto que
mientras mas grande se presente el halo de inhicion mayor ser la sensibilidad de la planta
sobre el hongo. En cambio con el extracto alcohélico presentd resistencia permitiendo el

crecimiento de la Candida Albicans adn con la presencia de, Syzygium aromaticum. 637

Para la determinacion de la actividad anti fungica del aceite esencial de Syzygium
aromaticum frente a Candida albicans ATCC 10231, se prepararon discos de sensibilidad
de aceite esencial puro, las cuales tenian concentraciones que inician de 12.500ppm hasta
2.500ppm en esta primera prueba al realizar la lectura se pudo observar que no existié

crecimiento de Candida Albicans en toda la dimension de la placa.

Se realiz6 nuevas soluciones con volumenes inferiores a los primeros tomando como base
madre la concentracién de 2.500 ppm y realizando nuevas concentraciones: 1.500ppm,
1.000ppm, 500ppm, 100ppm, 50ppm, 25ppm, de aceite esencial lo cual también se realizé
un control positivo para Candida albicans; en esta placa no se adiciond el aceite esencial
para verificar su crecimiento en el medio de cultivo (Agar sabouraud); transcurrido el

periodo de incubacion de 37°C por 24h se procedid hacer las lecturas de las placas,
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verificandose que éstas nuevamente estaban exentas de hongos; mientras que en la placa del
control positivo se verifico el crecimiento de las colonias de Candida albicans. Con lo que
se pudo determinar que el aceite esencial de Syzygium aromaticum poseia una alta actividad
antifangica frente a Candida albicans ATCC 10231; por lo que se realizé diluciones con
DMSO a proporciones de Y2 con el fin de encontrar el grado de sensibilidad del agente

micotico con el aceite esencial y posteriormente hallar su CMI.G®)

A partir de la dilucion 12.500ppm se tomo en cuenta la parte experimental, se tomaron
volumenes de dilucién de 0,1 pl con concentraciones de 12,500ppm hasta 2,500ppm todos
los halos de inhibicion obtenidos de éstas concentraciones presentaron un grado de
sensibilidad sefialados segun la escala de Duraffourd y Lapraz como sumamente sensible (>
20mm) .Comparando estadisticamente mediante SPSS, con niveles de confiabilidad al 95 %
y 99% se demuestra que existe diferencias altamente significativas entre los promedios de
los halos de inhibicion para las concentraciones utilizadas del aceite esencial de Syzygium
aromaticum a Candida albicans ATCC 10231, con un coeficiente de variabilidad 18,08867
d.t siendo aceptable entre sus 3 repeticiones. La concentracién minima inhibitoria (CMI) se
observa en el tratamiento 12 del aceite esencial de Syzygium aromaticum con 25ppm esto
debido al crecimiento medio obtenido donde se aprecia la inhibicion absoluta del
crecimiento de Candida albicans ATCC 10231. ©9

Para terminar tenemos que asegurar el hecho que en una planta existen diferentes principios
activos y que muchos de ellos actian de una o varias maneras por lo que su actividad
terapéutica con plantas naturales no depende solamente de uno, sino de la proporcionalidad
y componentes de los mismos, y el aceite esencial de clavo de olor no esta excluido de este

tratamiento y constituye una alternativa terapéutica eficaz.
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11.CONCLUSIONES

Se comprobo el efecto antifingico del aceite esencial del Syzygium aromaticum
“Clavo de olor” sobre Candida albicans con el antimicotico utilizado fluconazol
de 150mg , resultando el aceite esencial efectivo en su actividad antifungica en
comparacion con el antimicético fluconazol , tomandose en cuenta que en los 12
tratamientos se obtuvo un resultado favorable inhibiendo el crecimiento de Candida
albicans cepa ATCC 10231.Con respecto al extracto alcoholico el antimicético
utilizado presento mayor efectividad antifungica, se presentaron halos menores de
8mm teniendo como resultado una actividad nula.

Se verifico la actividad antiftingica “in vitro” del extracto alcohdlico del Syzygium
aromaticum “Clavo de olor” sobre Candida albicans cepa ATCC 10231,
resultando nula su efectividad en su actividad antifungica.

En comparacién con el aceite esencial y el extracto alcoholico de Syzygium
aromaticum “Clavo de olor ” el que presento mayor efectividad es su aceite esencial
ya que sus halos eran mayor de 20mm, por el contario el efecto de extracto
alcohdlico resulto nulo debido a la mezcla que se realiz6 con su solvente de alcohol
al 96%.

Se considero los resultados obtenidos en el aceite esencial y extracto alcohélico del
Syzygium aromaticum “Clavo de olor” mediante el sistema de codificacion SPSS
con un promedio de halos de 35 mm+/- en sus 3 repeticiones, segun la técnica de
Kirby Bauer en su aceite esencial, en su extracto alcohdlico de Syzygium

aromaticum ‘“Clavo de olor”.
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12.RECOMENDACIONES

Se aconseja tomar en cuenta la actividad antifungica que tuvo Syzygium aromaticum
“Clavo de olor” sobre la cepa de Candida albicans para que se realicen nuevos estudios
y tratamientos contra los diversos hongos patégenos que se presentan en la cavidad oral.

Realizar diferentes pruebas in vitro para valorar las ventajas y desventajas que pueden
proporcionar los componentes principales de Syzygium aromaticum “Clavo de olor .

Crear diferentes dosis farmacéuticas para la administracion de diferentes vias utilizando
el aceite esencial de Syzygium aromaticum “Clavo de olor “para realizar tratamientos

adecuados en pacientes que han adquirido Candida albicans.
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