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RESUMEN

El objetivo del trabajo de investigacion fue investigar la actividad antimicdtica del aceite
esencial de Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni recolectada en los paramos Andino del
Ecuador frente a especies de Candida de interés clinico dado que las enfermedades
infecciosas producidas por especies de este microorganismo se han convertido en unas de las
principales causas de muerte a nivel mundial. Esta investigacion se basé en un estudio a
nivel descriptivo por medio de revision de articulos cientificos sobre la especie vegetal
Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni, que presenta actividad antimicdtica frente a especies
de Candida y la composicion quimica del aceite donde se destacan los siguientes
constituyentes Eucalyptol, Linalool, Citronellol, Geraniol, Eugenol, entre otros. De disefio
cuasi experimental, corte transversal tipo retrospectivo con caracter mixto. La poblacién y
muestra tanto de los estudios bibliograficos empleados para esta investigacion y las cepas de
interés clinico fueron seleccionadas por un proceso de inclusion y exclusion de datos como
las fechas de publicacion de los articulos, relacién de estos con el tema, lo que respecta a la
revision bibliogréfica; mientras que, las especies de Candida como C. albicans, C. tropicalis,
C. krusei y C. parasiplosis seleccionadas fueron elegidas por su virulencia y susceptibilidad
ante los antimicoticos. Los resultados obtenidos reflejan la actividad antimicética del aceite
esencial de Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni frente a las 4 cepas de Candida
obteniéndose halos de inhibicion de hasta 20,67 mm de didmetro con concentraciones de 1
g/mL demostrando asi el potencial uso de este aceite esencial como herramienta de ayuda
terapéutica frente a candidiasis.

Palabras claves: Hedyosmum cuatrecazanum, virulencia, susceptibilidad, candidiasis,
antimicoticos.
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ABSTRACT

The objective of the research was to investigate the antifungal activity of the essential oil of
Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni collected in the Andean paramo of Ecuador against
species of Candida of clinical interest. The infectious diseases produced by species of this
microorganism have become one of the leading causes of death worldwide. This research
was based on a descriptive study by reviewing scientific articles on the plant species
Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni, which presents antifungal activity against Candida
species and the chemical composition of the oil where the following constituents stand out
Eucalyptol, Linalool, Citronellol, Geraniol, Eugenol, among others. Of quasi-experimental
design, retrospective cross-section with mixed character. The population and sample of both
bibliographic studies used for this research and strains of clinical interest were selected by
process of inclusion and exclusion of data such as the articles' publication dates, their
relationship with the topic, and the bibliographic review. In contrast, Candida species such
as C. Albicans, C. tropicalis, C. Krusei, and C. Parasiplosis were selected for their virulence
and antimicrobial susceptibility. The results obtained reflect the antifungal activity of the
essential oil of Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni compared to the four strains of Candida
obtaining inhibition halos up to 20,67 mm in diameter at concentrations of 1 g/mL,
demonstrating the potential use of this essential oil as a therapeutic aid tool against
candidiasis.

Keywords: Hedyosmum cuatrecazanum, virulence, susceptibility, candidiasis, antifungal.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

En el trabajo de investigacion desarrollado se aislé el aceite esencial de Hedyosmun
cuatrecazanum O cchioni endémica del Ecuador determinando asi su actividad antimicdtica
frente a diferentes especies del género Candida. El aceite esencial es un compuesto que
resulta del metabolismo de las plantas, en su gran mayoria tienen la caracteristica de ser
volatiles y de ser los responsables del aroma de la planta. De acuerdo a la especie, se estima
que un aceite esencial contiene de entre 50 a 300 compuestos quimicos, que se clasifican
segun sus particularidades en grupos como hidrocarburos terpénicos, aldehidos, cetonas,
éteres, ésteres, compuestos fendlicos y demas 2.

Los rasgos quimicos especificos de los aceites esenciales van acordes en funcion de la zona
de cultivo y de las condiciones ambientales *. Entre los usos mas frecuentes de estos aceites
estan considerados como digestivos, expectorantes, diuréticos e inclusive antinflamatorios.
Ademas, poseen una fuerte demanda en la industria de la perfumeria y en la preparacion de
varios alimentos y bebidas. Se ha destacado tambien la aplicacion de los aceites esenciales
en la industria farmacéutica constituyendo en la actualidad una importante fuente de
principios activos para desarrollar medicamentos alternativos mas eficaces y de costo
accesible 2,

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2021 la medicina tradicional
complementaria (MTC) fue utilizada ampliamente a nivel mundial apreciada por diversos
motivos. Las medicinas tradicionales han sido declaradas como procesos de calidad,
seguridad y eficacia comprobada, contribuyendo a que el acceso sea posible y seguro
permitiendo a las personas a una adecuada atencion en salud 3.

Para la mayoria de la poblacion mundial, las infusiones a base de hierbas, los tratamientos
tradicionales y practicas de las medicinas ancestrales representan una fuente primordial de
atencion sanitaria y en muchas ocasiones la Unica. Culturalmente este tipo de medicina es
aceptada y de confianza para muchisimas personas. El soporte de la OMS a este tipo de
procedimientos consiste en fomentarlos con el objetivo de mejorar la calidad de vida °.

La OMS, sustenta la garantia de la inocuidad y calidad de este tipo procesos ancestrales
médicos que podria ser eficaz como tratamiento y prevencion de primera linea para
afecciones tales como resfriados, diarreas, dolores de estdmago provenientes de distintos
agentes bacterianos 2.

El empleo milenario de sustancias provenientes de las plantas con propésitos terapéuticos,
farmacéuticos y antimicrobianos conllevaron a realizar investigaciones a nuevas
derivaciones vegetales consideradas cominmente como medicinales 3.

En el planeta existe una extensa biodiversidad dentro del reino vegetal, de hecho,
Latinoamérica se caracteriza por poseer un gran porcentaje de la poblacion de plantas mas
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importantes y exdticas del mundo . Dentro de la gran comunidad de plantas que habitan
nuestro entorno, se encuentra la familia Chloranthaceae que conforma el grupo de los
arbustos, hierbas y algunos arboles nativos de los tropicos y la zona sur de algunas regiones
templadas °.

En esta familia se postula el género Hedyosmum que alberga 45 especies, de las cuales, 16
se localizan en el Ecuador propias de Los Andes, que se constituye como centro principal de
la diversidad y donde se encuentran la mitad de sus especies. Algunas de las especies de
Hedyosmum también conocido cologquialmente como Tarqui, histéricamente poseen un papel
importante en la medicina tradicional del pais, con una gran gama de propiedades
confirmadas dentro de la biologia y la farmacologia °.

Como se ha venido mencionando el aceite esencial de esta especie vegetal cuenta con
propiedades bioldgicas/farmacoldgicas que pueden combatir enfermedades infecciosas
causadas por ciertos microorganismos como virus, baterias, parasitos u hongos °.

La importancia que tiene este estudio es determinar la actividad antifangica del aceite
esencial Hedyosmums cuatrecazanum O chioni sobre agentes etioldgicos de las infecciones
micoéticas que afectan la salud y se consideran de importancia clinica. Las infecciones
provocadas por especies patdgenas de hongos van incrementando y actualmente se
encuentran entre las causas de muerte que atacan a la humanidad ®.

Las infecciones micoéticas pueden presentarse de manera superficial afectando a la piel, las
ufias y mucosas orofaringea y vaginal, también pueden ser infecciones profundas que van a
comprometer 6rganos, la mucosa gastrointestinal o el torrente sanguineo. El presente estudio
aborda principalmente el andlisis de las infecciones producidas por Candida como
candidemia, candidiasis sistémica, infecciones mucocutaneas, vulvovaginitis que se
consideran de gran importancia por su elevada morbilidad y mortalidad ’.

Distintas de las especies de Candida, se caracterizan por ser hongos en forma de levaduras
ovales definidos como comensales, especificamente en el individuo inmunocompetente
tienen una repercusion de mal diagndstico para este tipo de pacientes. Sin embargo, este
microorganismo forma parte de la flora normal de la piel y las mucosas en la mayoria de
sistemas del organismo humano ’.

En pacientes criticos este microorganismo es el responsable de la mayor parte de infecciones
que se pueden presentar, sin embargo, para que la infeccion llegue al torrente sanguineo el
namero de levaduras debe elevarse considerablemente conduciendo asi a que el prondstico
del paciente se vea comprometido y en riesgo ’.

Las enfermedades infecciosas se las define como trastornos que son causados por organismos
que pueden ser: bacterias, virus, hongos e incluso paréasitos. Varios de estos microorganismos
viven dentro o fuera de nuestro organismo, cabe recalcar que la mayoria son inofensivos y
utiles, pero bajo ciertas condiciones de aumento o disminucion de los mismos pueden llegar
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a causar enfermedades en el ser humano 8. Candida es un hongo en forma de levadura oval
dentro de las especies con mayor incidencia se encuentran Candida albicans, pero dentro de
nuevas especies aisladas se encuentran Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida
glabrata (Torulopsis), Candida guilliermondii, Candida krusei y Candida kefyr °.

La candidiasis invasiva corresponde a un 30% las cuales tienen varios origenes siendo las
mas destacadas la puerta de entrada por el tracto gastrointestinal y la piel °. En estudios
realizados en hospitalizados de la unidad de pacientes criticos se ha determinado que candida
es la causa mas comun de infecciones flingica invasivas en un porcentaje del 70 al 90% *°.

Las causas mas comunes de padecer una infeccion por Candida se dan por un estado de
inmunosupresion, una hospitalizacion prolongada, catéter intravascular es decir por
infecciones nosocomiales las cuales se definen como aquellas infecciones que los pacientes
adquieren en el hospital 2. Una terapia antibi6tica inadecuada o a su vez el mal uso de los
antimicoticos hace que las especies de hongos adquieran un nivel de resistencia a Fluconazol
en la especie de Candida albicans es de un 3% y hasta un 10% cuando los pacientes tienen
VIH o candidiasis mucocutanea 2.

El sistema mundial de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos (GLASS) por sus
siglas en inglés incrementa un estudio ante el aumento de infecciones por hongos resistentes
a los antiflngicos especialmente del género Candida que llega a causar una candidemia es
decir la infeccion de hongos en el torrente sanguineo causando muerte en los seres
humanos®3.

El estudio de las caracteristicas del genoma de Candida albicans tiene como objetivo
identificar las manera en el que el hongo aumenta su virulencia y la resistencia ante los
farmacos antifungicos dando como resultado que se la reconoce como la cuarta causa mas
comun de infecciones nosocomiales y es la responsable de mas de 400 000 infecciones
mortales en el mundo cada afio ya que tienen la capacidad de tolerar los mecanismos de
defensa del huésped y mantienen una capacidad proliferativa alta, a su vez forman
biopeliculas y activan los genes relacionados con el crecimiento invasivo 4.

Jeannete Zurita médica microbidloga miembro del Fondo de Accion Mundial para las
infecciones por hongos (GAFFI) mediante su programa para demostrar el nimero de
personas infectadas por hongos a nivel mundial; realiz6 un estudio en Ecuador en el afio 2017
para calcular la carga de enfermedades micoticas en el cual demostré que el 3% de la
poblacion ecuatoriana tiene o esta afectada por una infeccion por hongos *°.

Después de haber descrito la situacion del problema de estudio en la presente investigacion
se planted la siguiente interrogante: ¢Tiene efecto antimicético el aceite esencial de
Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni frente a las especies de Candida?

Este proyecto de investigacion servira como ayuda para el estudio antimicotico del aceite
esencial de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni y contribuir a la elaboracion de nuevos
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farmacos con menor efecto inhibitorio frente a las especies de Candida y a las enfermedades
que puedan causar este hongo.



OBJETIVOS

Objetivo General

¢+ Investigar la actividad antimicotica del aceite esencial de Hedyosmum cuatrecazanum
Occhioni recolectada en el paramo Andino del Ecuador frente a especies de Candida
de interés clinico.

Objetivos Especificos

+«+ Elaborar el aceite esencial de la planta de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni,
endémica del Ecuador, mediante la técnica de hidrodestilacion (Trampa de
Clevenger) para la determinacion de sus caracteristicas fisicoguimicas.

¢+ Validar la actividad antimicotica del aceite esencial de Hedyosmum frente a las cepas
de céndida de interés clinico utilizando el método de difusion en agar Kirby Bauer.

¢+ Examinar la concentracién minima inhibitoria del aceite esencial de Hedyosmum en
las diferentes cepas de candida por medio de la identificacién del efecto inhibitorio
en diferentes concentraciones.



CAPITULO II. MARCO TEORICO

Biodiversidad en el Ecuador

El Ecuador se ubica en una superficie no mayor al 0,02 % de la superficie mundial, pero se
encuentra en la lista de los 17 paises mega diversos. Segun estudios realizados hasta el 2012,
el pais consta con al menos con 17.748 especies nativas de plantas que se clasifican segun
sus caracteristicas fisicas, su composicion quimica, su ubicacion regional y su
funcionalidad?®.

El paisaje ecuatoriano se caracteriza por tener una heterogeneidad en todos los aspectos, esto
gracias a una serie de factores orograficos, climatoldgicos y fitogeograficos. Ecuador se
divide en 4 regiones naturales que son: Sierra, Costa, Amazoniay la region Insular. Cada uno
de estos puntos biogeograficos poseen su distintiva biodiversidad que las hacen tan
llamativas ante los 0jos de propios y extranjeros *°.

La regidn de los Andes conformada principalmente por una cadena de volcanes y montafias
que definen a esta regidn poseen una riqueza infinita tango en diversidad de fauna y flora.
También caracterizada por los maravillosos paisajes que brindan las montafias con los
paramos Yy bosques andinos que se alargan de norte a sur por todo el pais *’.

Los paramos forman una eco-region de las alturas del Neotrdpico, ubicados entre el limite
forestal superior y las imponentes elevaciones nevadas. Distribuidos a través de los Andes
himedos de Pera, Ecuador, Colombia y Venezuela llegando a extenderse inclusive hasta
Panamad y Costa Rica. Este territorio simboliza una gran riqueza para las personas
representando una multiplicidad de significados y valores para toda una nacion 7.

Se encuentran habitats que son el hogar de especies endémicas, ecosistemas con la
posibilidad de brindar servicios ambientales fundamentales para el desarrollo de la vida como
el agua principalmente, ademas de aportar espacios con una gran relevancia cultural, entre
otros 7.

Siendo asi, los paramos espacios de vida y territorios sagrados para los pueblos indigenas
que viven dentro a sus alrededores, también siendo una principal razon de subsistencia de
varias poblaciones tradicionales y locales asentadas en las zonas altas de las montafas, dando
como resultado un eje de cohesion social determinando los modos de vida de estos habitantes
de las tierras altas 7,

Todos los procesos que se llevan a cabo en este territorio proveen un gran conocimiento, que
lo convierten en una forma de comprender, preservar y promover cada practica ancestral que
se realiza con los recursos que la poblacion reine de estas tierras y que les permite realizar
distintas herramientas para sobrevivir *’.

En toda el area de los bosques andinos la flora abarca unas 3.400 especies de plantas
vasculares y 1.300 especies de plantas no vasculares. Esto debido a que la gran biodiversidad



de estos lugares esta ligada a la variedad de condiciones ecoldgicas vinculadas con la
geomorfologia glaciar, que da a lugar a un gran nimero de asociaciones vegetales, cada una
con sus especies tipicas *'.

En los bosques andinos ecuatorianos han sido reportados alrededor de 1.524 especies
vegetales, una cantidad de flora menor a la de los paises vecinos, esto debido a que estos
territorios donde se encuentran las plantas se ubican a una altitud de entre los 3000 y 3400
msnm vy la poblacion vegetan va disminuyendo conforme se siga aumentando la altitud .

Medicina Ancestral en el Ecuador

Los bosques ecuatorianos poseen una riqueza Unica en muchas especies y ademas son muy
importantes para la conservacion del planeta, con una contundente aportacion a la salud
alimenticia y salud en los hogares. Los productos secundarios resultantes del metabolismo
de las plantas son sintetizados para prevenir enfermedades o utilizados por ellas mismas
como mecanismo de defensa frente a depredadores, confiriéndoles asi propiedades curativas
especificas y garantizando asi su supervivencia 2.

Para los pueblos indigenas esta manera de manejar los recursos naturales tiene una gran
influencia significativa sobre la proteccion de lo que los rodea. Es asi que con los grandes
conocimientos tradicionales y las practicas curativas que poseen las comunidades rurales
atienden la salud de la poblacion mediante el empleo de la flora silvestre medicinal, que llega
a ser en extremadas circunstancias la Unica herramienta que emplean para sobrevivir en
lugares remotos y solitarios 8.

Nuestros antepasados lograron curar o mitigar las dolencias que padecian por ensayo y
errores a través del uso y la aplicacion de remedios que surgieron de la manipulacion de
varias especias de las plantas que tenian a su alrededor. La interaccion que existié entre la
biologia y la cultura da como resultado a lo que actualmente se conoce como sistemas
meédicos, es decir, el trueque de informacion sobre la manera de usar las plantas para mejorar
una condicion es parte del proceso evolutivo de la humanidad como parte de su conservacion
y supervivencia 8.

Este conocimiento del empleo de la flora se va transmitiendo de generacion en generacion
estableciéndose como una manera de vida de las comunidades, que permanece en la memoria
de la gente, siendo asi una informacidn que esta en cambio constante dependiendo de factores
como el ambiente biocultural de cada grupo humano dentro de la unidad evolutiva hombre-
ambiente 8,

Es deber de la ciencia moderna el introducir y validar estas practicas y conocimientos
ancestrales dentro de la medicina. La farmacologia etnobotanica data el mismo tiempo que
la existencia de la humanidad. Esta rama de la ciencia busca una mezcla e integracion de
conocimientos entre la antropologia y la botanica basandose en principios ecoldgicos y
bioculturales 8,



El uso de las plantas medicinales como medida alternativa de procesos terapéuticos en el
Ecuador es muchas veces explotado pese a que no se tenga informacion necesaria para
garantizar el bienestar de las personas que hacen uso de estas diferentes formas de medicina.
De hecho, mucha de la poblacion ecuatoriana que no posee acceso a una salud de calidad,
opta por estos medios de sanacion '8,

Las plantas medicinales suelen proporcionar distintas formas de curacion gracias a sus
extensas propiedades y caracteristicas fitoquimicas, su uso en la aromaterapia, la creacion de
farmacos, unguentos y demas aplicaciones muestran una salida mucho més raida y accesible
para tratar muchas afecciones de las comunidades 8.

Distintas maneras de usar la vegetacion para la comunidad es basarse propiedades
antimicrobianas, antifungicas, analgésicas, antioxidantes, ansioliticas e inclusive
antiparasitarias 8.

Aceites Esenciales

Sustancias de origen vegetal resultantes del metabolismo de las plantas cuyas mezclas con
metabolitos secundarios que son insolubles en agua, les confieren las propiedades
dependiendo de las proporciones que alberguen. Los aceites esenciales se originan en los
tejidos secretores de las plantas generalmente liquidos a temperatura del ambiente siendo
mas ligeros que el agua con un olor fuerte y usualmente son amarillos translicidos o
incoloros®®.

La composicion quimica de los aceites esenciales, se encuentran primordialmente terpenos y
fenilpropanos, constituyéndose a aldehidos, alcoholes, ésteres y cetonas, entre otros.
Compuestos responsables en darles la fragancia y propiedades bioldgicas respectivas a los
aceites esenciales *°.

Los aceites esenciales tienen propiedades antimicrobianas que se han venido estudiando; sin
embargo, no se descarta la eficacia de la actividad que tienen frente a bacterias Gram
positivas y Gram Negativas, frente a hongos filamentosos, levaduras y ciertos parasitos °.

Método de obtencidn del Aceite Esencial

Uno de los métodos mas comunes para la obtencion de aceites esenciales es la destilacion
por arrastre de vapor de agua, que es un proceso de separacion mediante el que, se logran
vaporizar los componentes volatiles de la materia vegetal 2.

Para llevar a cabo este método se procede en hacer pasar un flujo de vapor a través de la
materia prima, de manera que este vapor lleva consigo los aceites esenciales, para que luego
estos vapores se enfrien y se condensen, dando como resultado el destilado liquido,
constituidos por dos fases inmiscibles, la acuosa y la orgéanica, que en si es el aceite esencial®°.



Familia Chloranthaceae

Perteneciente a las angiospermas esta familia simboliza un antiguo linaje vegetal distribuido
en 75 especies, conformando el grupo de los arbustos, hierbas y algunos &rboles nativos de
los tropicos y la zona sur de algunas regiones templadas son identificadas por sus propiedades
analgésicas, antisépticas, antiespasmaodicas, antimicdticas ademas de anticancerigenas 2.

Con respecto a los constituyentes quimicos de esta familia vegetal, se identifican 124
compuestos que se obtienen de diferentes especies de esta familia Chloranthaceae, de los que
se describe a: terpenoides, flavonoides, cumarinas, acidos organicos, amidas y esteroles 2.

Género Hedyosmum

El género Hedyosmum consta de 40 especies que se encuentran distribuidas principalmente
en las montafias de México hasta Paraguay. Algunos de estos géneros son empleados como
plantas ornamentales, medicinales con propiedades tonificantes, estimulantes, antifungicas,
antidiarreicas, vermifugas y con fines alimenticios: bebidas tonificantes y como saborizante
de licores 22,

Este género constituye arbustos aromaticos, dioicos o raramente monoicos, madera blanca y
suave. Hojas opuestas, simples, margen dentada, nervacion pinnada, bases de los peciolos
expandidas y formando una vaina alrededor del tallo (Figura 1). Ecuador alberga alrededor
de 15 especies de las cuales 12 se ubican en los bosques y paramos andinos (Figura 2) 2.

Figura 1: Hedyosmum cuatrecazanum

Fuente: https://colombia.inaturalist.org/taxa/1046881-Hedyosmum-cuatrecazanum

3409

LEYENDA

Figura 2: Bosque andino ubicado en la parroquia Juan de Velasco, cantén Colta, provincia de Chimborazo, Ecuador donde se
localizoé la especie vegetal
Fuente: http://www.scielo.org.pe/pdf/rpb/v25n2/al2v25n2.pdf



https://colombia.inaturalist.org/taxa/1046881-Hedyosmum-cuatrecazanum
http://www.scielo.org.pe/pdf/rpb/v25n2/a12v25n2.pdf

Tabla 1. Taxonomia del Género Hedyosmum

Hedyosmum

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Chloranthales
Familia: Chloranthaceae
Género: Hedyosmum
Especie: Cuatrecazanum

Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Hedyosmum

A lo largo de la historia el uso medicinal de las especies del género Hedyosmum se ha
caracterizado con unas amplias propiedades biolégicas y farmacoldgicas cientificamente
comprobadas 2.

Infecciones por Candida

La candidiasis se refiere a infecciones cutaneas causadas por el género Candida, estas
infecciones se pueden dar dentro de torrente sanguineo conocido como candidemia,
infecciones intraabdominales, osteomielitis e incluso infecciones nosocomiales. Es una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad. Existen més de 15 especies diferentes de
Candida sp. Que son causantes de enfermedades en los seres humanos 2.

Las infecciones invasivas son causadas por 5 patogenos de 100 que causan infecciones
invasivas que son: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis y Candida krusei 2. Cada una de estos patdgenos tienen una variabilidad de
acuerdo a su ubicacion geogréafica es decir C. albicans tiene una mayor incidencia en Estados
Unidos mientras que C. glabrata es més incidente en América Latina y Espafia. C.
parapsilocis y C. tropicalis son encontradas en los estudios de hemocultivos 2°.

En el afio del 2019 se descubrié un nuevo género Candida auris mediante el hisopado de
oido en un paciente japonés. A nivel mundial tiene una alta capacidad de resistencia ante los
antifungicos tiene una virulencia similar a las cepas de C. albicans. En estudios realizados
reportan en Londres un 18% de pacientes contagiados con esta cepa que desarrollaron una
candidemia. Han sido reportados casos con esta cepa en los 4 continentes y en 16 paises que
son: Corea, Pakistan, Estados Unidos, Inglaterra, Espafia, Noruega, Canada, Venezuela,
Alemania, Colombia, Oman, Kenia, Kuwait, Sudafrica e Israel 2°.
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Epidemiologia

Estudios a nivel global dan a conocer 750 000 casos y 50 000 muertes a causa de candidemia
invasiva dando como una mortalidad del 15% al 40% en adultos. EI género de Candida sp.
Es considerado como un patdégeno nosocomial mas comun. Dentro de los factores de riesgo
estan ligados a contraer este hongo como son: pacientes en Unidad de Cuidados Intensivos
(UCI), antibidticos de amplio espectro, uso de dispositivos medicos intravasculares,
trasplantes, quimioterapia 2’

La cepa de Candida albicans ha sido la més frecuentes causando enfermedades tanto en
adultos como en nifios sin embargo se han diagnosticado casos de candida en el flujo
sanguineo causadas por no albicans. En Estados Unidos y en Europa con una incidencia del
64 al 67% .

Candida glabrata se encuentra en el segundo lugar, mas comln en pacientes mayores a 60
afios especialmente sometidos a trasplantes de 6rganos. En América del norte con 21.1% y
en América Latina con 7,4%.* C. krusei es una especie menos comin y se encuentra
especialmente en pacientes con neoplasias hematoldgicas y expuestos a antifingicos azoles.
En Latinoamérica, India y Pakistan se encuentran con mas frecuencia las especies de C.
tropicalis con un 11,7% 2427,

Tipos de Candida

Candida albicans

Es predominante en la cavidad oral, genital y cutanea 2. Puede producir infecciones
enddgenas y sistémicas dependiendo del estado del sistema inmune del huésped. En
condiciones de embarazo, uso de antimicoticos, inmunodeficiencias, trasplantes el hospedero
puede sufrir de infecciones 2°. Para el diagnostico directo en el laboratorio se realizan
raspados de piel, exudado vaginal, orina, liquido cefalorraquideo se observan en el
microscopio la formacion de hifas o pseudohifas. Después de su observacion se realizan los
cultivos %°.

Candida tropicalis

Es usualmente aislado en pacientes con leucemia, neutropenia y pacientes sometidos a un
trasplante de células madre .

Candida krusei

Un hongo multidrogo-resistente por su resistencia al Fluconazol %,

Candida parapsilosis

Es un colonizador de la piel, ufias en pocas ocasiones en las mucosas; se la asocia con
infecciones adquiridas en los hospitales, cirugias, catéteres intravenosos y en pacientes con
trasplantes de células madre %.
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Diagnostico de Laboratorio
Examen Directo

Hidréxido de potasio (KOH): Lisa las células lo que permite observar el material fungico,
en la observacion microscépica se encuentran las hifas. Se realiza en un portaobjetos; las
blastoconideas tienen un tamafio de 5 um y 60 um de diametro. Las hifas son estructuras
alargadas que pueden encontrarse ramificadas o no %°.

El efecto clarificador del KOH puede tardar hasta los 10 minutos en ufias razon por la cual
se utiliza KOH a una concentracion de 20 0 30% y de 10% para el resto de muestras. Al KOH
se le pueden afnadir Dimetilsulfoxido (DMSO) para acelerar la clarificacion y evitar calentar
la muestra, algin colorante para la mejor identificacion de los elementos fungicos o Glicerol
para prevenir la degradacion de los elementos fungicos, formacion de cristales y la
deshidratacion de la muestra *°.

Coloracién Gram: Se observan blastoconideas y pseudomicelios del género Candida que
son gran positivas decir se dard un color azul morado.

Cultivos

Agar Saboraud Dextrosa: Es un medio que se utiliza para el aislamiento de hongos
patdgenos y no a su vez el aislamiento de levaduras. Este agar contiene peptona, tripteina y
glucosa que son necesarios para el desarrollo de los microorganismos especialmente la alta
cantidad de glucosa y un pH acido inhiben el crecimiento de bacterias y ayudan al
crecimiento de los hongos y levaduras. El uso de cloranfenicol que tiene un amplio espectro
de accion evita el crecimiento de las bacterias 3.

Pruebas Inmunoldgicas

Deteccion de Anticuerpos: Mediante las pruebas de ELISA del inglés (Enzyme Inmuno
Sorbent Asssay) Candida Ab detecta anticuerpos circulantes de Candida sp. Como ayuda
para la deteccion de candidemia y candidiasis invasiva %°.

Pruebas Especiales

Auxonograma: Se le aplica por separado diferentes nutrientes hidrocabonados, nitrogenados
sobre un medio para la posterior observacion del crecimiento selectivo de una levadura con
los nutrientes anteriormente dosificados *.

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

Se define como la concentracion mas baja en pg/ml de un antibiético que inhibe el
crecimiento de un determinado microorganismo después de un tiempo determinado de
incubacion. La técnica que mas se utiliza para la prueba de sensibilidad es la difusion en agar
(Método de Kirby-Bauer) *.
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El método de Kirby Bauer el microorganismo va a ser inoculado en la superficie de la placa
con el agar Mueller Hinton sobre el cual se colocaran discos impregnados con la
concentracion conocida del antibidtico. Estas placas se van a incubar a 37°C durante 24 o
48H*. Al momento de la incubacion el antibidtico se va a esparcir radialmente a medida que
se aleja del disco su concentracién va disminuyendo hasta que el antibi6tico no tiene la
capacidad de inhibir el crecimiento del microorganismo. El diametro del area de la inhibicion
sera medido en milimetros y se lo clasificara en Sensible (S), Resistente ®, intermedio ().
Estos didmetros se los revisara en el Comité Nacional de Estandar de Laboratorios Clinicos
de los Estados Unidos de Norteamérica 3*.

Tratamiento

El tratamiento que se utiliza frente a una candidemia son los azoles como:Voriconazol,
Fluconazol, Posaconazol, Equinocandinas, Anfotericina B. La medicacion debera ser elegida
para cada paciente dependiendo de su estado clinico, colonizacion de Candida, Sensibilidad
de cada especie de Candida y la toxicidad del farmaco *.

La Resistencia hacia algunos farmacos hacen que se utilicen otras opciones antifingicas con
espectro amplio en los cuales se tiene como opcidn la Anfotericina B, Anidulafungina es mas
eficaz frente a Fluconazol especialmente frente a especies de C. albicans y C. tropicalis. Se
incluye la combinacion de farmacos Anfotericina B, Deoxicolato y Fluconazol *°.

Resistencia: Se define como el crecimiento del microorganismo infectante es inhibido por
una concentracion del agente antimicrobiano mas alta que el rango observado®®. Existen
mecanismos de resistencia primarios y secundarios los cuales dependeran de las
caracteristicas propias y adquiridas de los hongos y levaduras .

Tipos de Resistencia
Intrinseca: Todas las cepas de una especie son resistentes a un antifingico especifico.

Primaria: Se define como la aparicion de cepas resistentes en especies que son sensibles sin
haber tenido contacto con el antifingico previamente.

Secundaria: Esta resistencia de hace presente luego de haber estado expuesto ante un
antifungico debida a las alteraciones genotipicas y fenotipicas.

La resistencia hacia los antifangicos se debe por las mutaciones de los genes que codifican
para el ergolesterol de la membrana plasmatica o con la sobreexpresion de los genes para las
bombas de expulsion de farmacos fuera del organismo.

Las especies de Candida adquieren resistencia hacia los azoles por medio de dos
mecanismos: el primero por la mutacion molecular de la enzima diana del medicamento; el
segundo formando barreras de permeabilidad del antifungico fuera de la célula alterando las
bombas de expulsion: ATP-binding cassette (ABC) y facilitadores mayores (MF) %7,
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CAPITULO IIl. METODOLOGIA

La metodologia de la investigacion es de caracter mixto puesto que se realiz6 un estudio

bibliografico retrospectivo siendo la parte cualitativa de la investigacion dado que se analizo

investigaciones realizadas acerca de la especie vegetal, mediante el estudio de articulos,
revistas cientificas y libros que contribuyeron a la adquisicion de la informacion de forma
subjetiva con un nivel exploratorio, inductivo y descriptivo. En el estudio también se afiadio

una parte experimental de caracter cuantitativo dado que son procedimientos objetivos y

controlados que orientaron a la obtencién de resultados con datos sélidos y verificables. Se

trabajoé con cepas del género Candida especialmente en las especies de Candida albicans,

Candida tropicalis, Candida krusei y Candida parapsilosis.

e Nivel Descriptivo: Se busco informacion en articulos cientificos sobre el uso de la
especie vegetal Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni a su vez las propiedades
antimicoticas y sus caracteristicas fitoquimicas obteniendo resultados y discutiendo en el
proyecto de investigacion los diferentes parlamentos expuestos por distintos
profesionales en escritos cientificos.

e Disefio Cuasi Experimental: Se procedi6 a la comprobacion de la variable
independiente pues se utilizd experimentos microbioldgicos con el aceite esencial de
Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni en diferentes concentraciones evaluando la
actividad antimicotica en las distintas especies de Candida.

e Cohorte: El proyecto de investigacion es de caracter transversal pues se da en un solo
tiempo y lugar; de tipo retrospectivo ya que el estudio es posterior a los hechos ya
analizados. El proyecto se lo ejecut6 en un determinado tiempo en el periodo académico
noviembre 2021 — marzo 2022.

e Caréacter Mixto: Se estudié datos cuantitativos y cualitativos obtenidos de las
concentraciones del aceite esencial y los halos de inhibicion evidenciando la actividad
antimicotica de la especie vegetal frente a las especies del género Candida.

Técnicas y procedimientos de recoleccion de Datos

Dentro de la parte descriptiva de la investigacion fueron aplicadas estas técnicas y
procedimientos con la finalidad de extraer informacion de alta importancia para la resolucion
de la problematica que se estudi6 donde se se aplicaron criterios de inclusion y exclusion a
las distintas fuentes de revision bibliografica con Unico objetivo de obtener informacion
concisa y fidedigna que contribuya de manera significativa al desarrollo del estudio.
Formando parte de los criterios de inclusion empleados para el andlisis de estudios cientificos
fue su fecha de publicacion que no debia ser mayor a 5 afios en caso de articulos cientificos
y 10 afios como méaximo en libros, ademas de estar relacionados estrictamente a la
problemaética de estudio, el objetivo de la investigacion. Por otra parte, los criterios de
exclusion ayudaron a evitar el uso de paginas de poca relevancia cientifica, excluyendo
articulos y libros cientificos que no estén ligados a la linea de investigacion de microbiologia,
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asi también se evitd citar en la investigacion aquellas revisiones sin aprobaciones y
publicaciones que se encuentren fuera del rango de tiempo definido entre 2018 — 2022.

Poblacion: La poblacion de estudio fueron las distintas cepas de interés clinico del género
Céandida cuya actividad infecciosa es de relevancia clinica y de gran utilidad para el
diagndstico clinico a través de pruebas de laboratorio.

Muestra: Para la ejecucidn de la investigacion se tomd como muestra Unicamente 4 especies
del género Candida que son Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei y
Candida parapsilosis, consideradas de mayor susceptibilidad a los componentes de aceite
esencial de la especie vegetal Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni.

Técnicas: Se empleo la busqueda, observacion y recopilacion como principales puntos de
extraccion de informacion.

Instrumentos: Guia de observacion, camara fotografica.
Variables de estudio

e Variable Independiente: Concentraciones distintas del Aceite Esencial de Hedyosmum
cuatrecazanum O cchioni.

e Variable Dependiente: Actividad antimicdtica del aceite esencial en cepas de interés
clinico.

Métodos de estudio. Método Teorico: serd un estudio inductivo que parte de lo particular
a lo general, es decir, parte de la observacién para proyectar una teoria.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA
BUSQUEDA BIBLIOGRAFICO

!

Las infecciones  micoticas  pueden
presentarse de manera superficial afectando
la piel, ufias y mucosas orofaringea vy
vaginal, también pueden ser infecciones
profundas que van a comprometer érganos,

la mucosa gastrointestinal o la sangre.

!

Busqueda de fuentes de informacion

'

Base de datos cientificas: Libros, PubMed,
Scielo, Medigraphic, Google Académico,
Redalyc, NCBI, Science direct, Elsevier y
Sitios web

!

Cumple con los criterios de inclusion

Libros, articulos cientificos en linea,
valorados desde el 2018 hasta la actualidad,
su enfoque en el tema: actividad antimicética
de los aceites esenciales en especial de la
especie Hedyosmum cuatrecazanum O
cchioni frente a especies de Candida.

v

Los articulos por su afio fueron: libros 2, articulos
cientificos de Scielo 11, Medigraphic 1, Google
Académico 10, Redalyc 15, Pubmed 3, Elsevier
1, NCBI 3, Science direct 2, Sitio web 5.

v

Analisis, parafraseo de la informacién
y cita con normas Vancouver.

Investigar la actividad antimicética del
aceite esencial de Hedyosmum
cuatrecazanum O cchioni recolectada en
los paramos Andino del Ecuador frente a
especies de candida de interés clinico.

Palabras claves para busqueda: aceite

esencial, actividad antimicotica,

infecciones  micoéticas, Candidiasis,

caracteristicas fitoquimicas.
Eleccion de idioma: inglés y espafiol.

En cada base se reviso:

Libros 2

Scielo 11

Medigraphic 1

Google Académico 10
Redalyc 15

Pubmed 3

Elsevier 1

NCBI 3

Science direct 2, Sitio web 5

Aplicar criterios de inclusion y
exclusion para la seleccion de articulos

No cumple con los criterios de inclusion

Documentos, paginas de internet de poca
relevancia, las revistas cientificas, libros,
manuales, folletos, ensayos entre otras fuentes
de informacion que no correspondian al afio
establecido del 2018-2022.

'

Los articulos excluidos por el afio de
publicacion fueron 20, los articulos que no
correspondian con el tema central de
investigacion fueron 15.

v

Descartar articulos
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Materiales y Métodos

VVVVYVYYVYYVYVYVYVVYVYVYYVYY

Matraz de Erlenmeyer de 500 y 1000 mL
Probetas de 500 mL

Vasos de Precipitacion de 500 mL

Cajas monopetri de pléastico estériles desechables
Pinzas

Asas de platino

Puntas azules y amarillas

Tubos eppendorf

Discos en blanco

Discos de antibidtico (Fluconazol 25 ug)
Guantes

Tubos de ensayo

Hisopos

Papel aluminio

Rotulador (Anexo 1)

Equipos

VVVYVYYYYY

A\

Cémara de Flujo Laminar (marca HFsafe900),
Autoclave (marca Tuttnauer),

Refrigeradora (marca Mabe),

Incubadora (marca Memmert),

Balanza analitica (marca Adam Equipment),
Vortex,

Plancha de calentamiento

Mechero (Anexo 2)

Solventes:

>
>
>

Agua destilada,
Suero fisioldgico estéril,
Dimetilsulfoxido (DMSO) (Anexo 3)

Medios de Cultivo

>
>

Agar Sabouraud (ASb),
Agar Mueller Hilton (AMH) (Anexo 4)
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Otras sustancias utilizadas:

» Glucosa en polvo
» Azul de metileno (Anexo 5)

Muestras Biologicas: Muestras de cuatro especies de Candida (C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei) facilitadas por la Universidad Catdlica de Cuenca de la Carrera de
Bioguimica y Farmacia. (Anexo 6)

Procedimientos
Extraccion del Aceite Esencial de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni

La extraccion se realizara de las partes aéreas de la planta como el tallo, las hojas, y flores
frescas que después de ser pesadas se someteran a la extraccién por el método de
hidrodestilacion mediante la utilizacion de la trampa de Clevenger. El aceite que se obtendra
debe ser guardado en refrigeracion hasta su analisis.

Método de Hidrodestilacion

El proceso de hidrodestilacion es un método de extraccion de aceites esenciales,
caracterizado por el contacto directo del material del que se desea obtener el aceite esencial
y el agua que debe estar en punto de ebullicién.

Extraccién y Aislamiento del Aceite Esencial de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni

» La planta fue recolectada en el bosque natural Jacaron del Canton Colta en la
Provincia de Chimborazo.

» Se pes6 2000g de ciertas partes de la planta.

» Se procedio a la extraccién por el método de hidrodestilacién mediante la utilizacion
de la trampa de Clevenger, durante 4 - 5 horas a una temperatura entre 50 - 60 °C.

» El aceite que se obtuvo se guard6 en refrigeracion a 4 °C en tubos Eppendorf estériles.

Aceite Esencial Puro y Diluciones.

Se pes6 1 g de aceite esencial puro en un tubo de ensayo estéril siendo asi este la solucion
concentrada inicial a partir de la cual se realizo seis diluciones seriadas con 500 pl de
Dimetilsulfoxido (DMSO) homogenizando en cada tubo Eppendorf estéril etiquetado
respectivamente, donde las concentraciones son de 0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,031; 0,015
g/mL (Anexo 7).
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Preparacion de 200 mL del Agar Saboraud

YV VVYVYY

Se pesa en la balanza analitica 13 gr del agar.

En una probeta aforar 200 mL de agua destilada

Homogenizar manualmente

Colocar en plancha de calentamiento hasta el punto de ebullicion
Esterilizar en autoclave

Trasvasar el agar estéril en las cajas mono Petri.

Preparacién de Pre-indculo

>

>

Limpiar el ambiente de trabajo y los materiales con alcohol

Desinfectar el asa con alcohol.

Dentro de la camara de flujo laminar encender el mechero y flamear el asa hasta que
se vea el rojo vivo para asegurar la esterilizacion.

De las cepas anteriormente mencionadas se recoge una colonia de cada una de las
especies de Candida para trabajar

Sembrar por rastreo o agotamiento las colonias de las cuatro especies de Candida en
Agar Sabouraud contenido en una placa mono Petri rotulada correctamente

Incubar a 37°C durante un periodo de 24 a 48 horas (Anexo 8).

Preparacion del Agar Mueller Hinton Suplementado

>

A\

YV V VYV

Se pesa 19 g de Agar Mueller Hinton y se coloca en un matraz Erlenmeyer con un
agitador, se adiciona 500 mL de agua destilada (preparacion para medio litro, si se
requiere en menor o mayor cantidad se realiza los calculas correspondientes).

Esta preparacion se ubica en la plancha de calentamiento y esperar de 10 — 15 minutos
hasta que llegue a su punto de ebullicién

Reposar la preparacion con el objetivo de disminuir la temperatura

Agregar 10g de glucosa y 0.5mL de azul de metileno y homogenizar.

Esterilizar el medio preparado en la autoclave.

Colocar 25 mL de la preparacién en cada caja mono Petri esterilizada (Anexo 9).

Preparacion del Inéculo

Limpiar el ambiente de trabajo y los materiales con alcohol

Desinfectar el asa con alcohol.

Dentro de la cdmara de flujo laminar encender el mechero y flamear el asa hasta que
se vea el rojo vivo para asegurar la esterilizacion.

Con el asa estéril recoger un porcentaje del cultivo del pre — indculo transcurridas 24
H de incubacion de cada una de las diferentes especies de Candida.

Colocar en un tubo que contiene solucion salina estéril al 0,89 % el cultivo recogido.
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>

Ajustar cada una de las diluciones de los cultivos de las distintas especies de candida
en la solucién salina con el patron de McFarland en una escala de 1 que corresponde
3,5 x 108 UFC/MI (Anexo10).

Siembra e Impregnacion de Discos con las Concentraciones del Aceite por método de

difusion del disco (Kirby Bauer)

>

>

Dentro de la cAmara de flujo laminar insertar los hisopos estériles en el indculo de
cada especie de Candida.

Sembrar en las placas de Mueller Hinton debidamente rotuladas de extremo a extremo
evitando dejar espacios sin el indculo asegurando asi el crecimiento de la especie
micatica con la finalidad de una buena observacion del halo.

Colocar con ayuda de una pinza debidamente esterilizada los discos en blanco
distribuidos adecuadamente para evitar la unién de los halos

Impregnar el aceite esencial puro y sus diluciones en cada uno de los discos (Anexo
11).

Pre incubacion, Incubacién y Lectura de Resultados

>

>

Pre incubar en refrigeracion a 4°C durante 30 minutos y luego incubar a 37°C durante
24 horas.

Transcurridas las 24 H se realiza la primera lectura de los halos con la ayuda de una
regla para verificar si existié actividad antimicética.

Determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) por medio de la
evaluacion de la menor concentracion en la cual el aceite presentd actividad
antimicética, frente a cada una de las especies de Candida.

Los resultados de estas mediciones fueron tabulados a través de un programa
informatico denominado Excel.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 2. Andlisis de la composicion quimica del aceite esencial de Hedyosmum
cuatrecazanum O cchioni

N° tr (min) Molécula identificada Valor Unidades
1 15.177 Cyclohexene, 4-methylene-1-(1-methylethyl)- 0.97
Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 2-methyl-5-(1-
2 15.711 0.75
methylethyl)-
3 16.182 o-Cymene 0.95
4 16.431 Eucalyptol 1.63
5 17.609 Linalool 1.87
6 18.596 1,6-Octadiene, 3,7-dimethyl- 0.92
7 19.220 (+)-2-Bornanone 1.05
8 19.260 Terpinen-4-ol 2.47
9 19.398 3,4-Pentadienal, 2,2-dimethyl- 0.72
10 19.529 Terpineol 2.59
11 19.650 benzene 2-methoxy-4-methyl-1-(1-methylethyl)- 4.02
12 19.754 Citronellol 11.60
13 19.880 Benzeneethanol, .alpha.-phenyl 1.14
14 20.203 Geraniol 0.570 _
15 21.208 1,6-Octadiene, 3,7-dimethyl- 1.14
16 21.237 3-Methyl-4-isopropylphenol 1.83
17 21.279 6-Octen-1-ol, 3,7-dimethyl-, acetate 3.57
18 21.721 2,6-0Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-,acetate 1.22
19 22.095 2-Acetylcyclopentanone 3.23
20 22.267 Eugenol 12.82
21 22.437 3,4-Pentadienal, 2,2-dimethyl- 0.97 % relativo
=33, /-Wlethanoazulene, 2,4,5,0, 7, 8- -
-2 22 782 3H-3a, Ethanoazulene, 2,4,5,6, 7,8-hiexanydro 2.88
1.4 0 Q tatrarmatrbagl 122D
23 23,113 Caryophyllene 2.56
24 23.423 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)-, (R) 1.58
25 23.709 Humulene 0.92
26 23.789 Aromandendrene 7.14
Cyclohexene, 3-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-6-
27 24.343 5.23
methylene-, [S-(R*,5%)]-

Maphthalene, 1,2,3,4,43a,5,6,8a-octahydro-4a,8-

28 24.740 dimethyl-2-(1-methylethenyl)-, [2R- 1.57
(2.alpha.,4a.alpha.,8a.beta.)]-

29 24.976 Phenol, 2-methoxy-4-(2-propenyl)-,acetate 2.36

1H-Cycloprop[elazulen-7-ol, decahydro-1,1,7-
30 26.737 trimethyl-4-methylene-,[1ar- 10.1

(la.alpha.,4a.alpha.,7.beta., 7a.beta., 7b.alpha.)]-
Azulene, 1,2,3,3a,4,5,6,7-octahydro-1,4-dimethyl-7-
31 26.959 (1-methylethenyl)-, [1R- 1.08
(1.alpha.,3a.beta.,4.alpha.,7.beta.)]-

32 27.201 3-Undecen-5-yne, (Z)- 2.46
33 27.728 Pregn-5-en-20-one, 3,21-bis(acetyloxy)-, (3.beta.)- 1.27
34 29.457 Pregnane-3,20-dione 1.5
35 29.856 Cedran-diol, (8S,14)- 1.81

Cyclopropane carboxamide, 2-cyclop ropyl-2-
36 30.677 ycloprop ¢ S7CYCIOP TPy 1.54

methyl-N-(1-cyclopropylethyl)-
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Resultados:

El aceite esencial de Hedyosmum cutrecazanum O cchioni mediante el estudio realizado en
la Universidad Central del Ecuador mediante el método de cromatografia de gases con
espectrometria de masas obtuvo resultados de elementos terpenos en mayor porcentaje se
encuentra el Eugenol (12,82%) que confiere el color amarillo al aceite esencial y dandole un
olor aromatizante al mismo, es utilizado con mayor frecuencia en procedimientos
odontoldgicos. El segundo con mayor porcentaje encontrado es el Citronellol (11,60%)
brindandole al aceite propiedades aromaticas y el agradable olor que desprende el mismo.

Tabla 3. Actividad antimicética del aceite esencial de Hedyosmums cuatecazanum O cchioni
en la especie de Candida albicans

Método Difusion del disco (Kirby-Bauer)

Candida albicans

Aceite Esencial Hedyosmum cutrecazanum Occhioni

Halos de inhibicién en (mm)

Concentraciones 1 5 3 MEDIA DS
g/mL
. 3,61
Aceite puro 27,00 20,00 25,00 24,00
1 23,00 17,00 22,00 20,67 321
0,5 13,00 13,00 14,00 13,33 U
0,25 7,00 12,00 13,00 10,67 S
0
0,125 0 0 0 0
0
0,062 0 0 0 0
0
0,031 0 0 0 0
0
0,015 0 0 0 0
el (PR 40,00 3000 38,00 39,50
Fluconazol 25 ug
Control Negativo
0 0 0 0
DMSO
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Resultados

En la Tabla 3 se observan las concentraciones (g/mL) del aceite esencial de la especie vegetal
Hedyousmum cutrecazanum Occhioni conjuntamente con las diferentes medidas de los halos
de inhibicién: 24,00; 20,67; 13,33 y 10,67 mm. En los tres ensayos de actividad antifingica
realizados con el aceite esencial puro sobre Candida albicans se determinaron halos de
inhibicion con una media de 24,00 mm. Resultados que ponen de manifiesto la actividad
antimicética del aceite puro de Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni sobre Candida
albicans. Asi mismo se determind que a medida que las concentraciones del aceite esencial
disminuyen también disminuye su actividad antimicotica sobre la cepa de Candida albicans.
La concentracion mas baja a la que se determiné actividad antimicoética de 0,25 g/mL con
halos de inhibicion de 10, 67 mm.

Como control positivo se utiliza Fluconazol ya que se prescribe medicamente para combatir
infecciones causadas por esta levadura. A concentraciones de 25 pg de Fluconazol mostré
halos de inhibicion de una media de 39,50 mm. Como control negativo se utiliza
dimetilsulfoxido (DMSQ) dando como resultado un halo de inhibicion de 0 mm ratificando
que no tiene actividad antimicdtica frente a la especie de C. albicans.

Discusién

Unos de los principales productores de enfermedades fungicas son las especies del género
Candida, las cuales pueden afectar la piel, mucosas e incluso convertirse en enfermedades
sistémicas. Talapko J, et. al *® manifiesta que Candida albicans la méas prevalente y el agente
causal de infecciones en las mucosas y enfermedades sistémicas en todo el mundo teniendo
una tasa de mortalidad del 40% especialmente en pacientes hospitalizados.

Lopez, et. al > menciona que la resistencia de C. albicans se debe al crecimiento normal de
la levadura a dosis normales del antifingico que puede inhibirse si aumenta la cantidad del
farmaco pero que puede afectar la salud del paciente. El estudio de la vigilancia antifungica
Artemis DISK habla sobre el aumento de la resistencia al Fluconazol de C. albicans en un 0,
8 a 1.5%. Esta resistencia se debe a que la levadura tiene una gran capacidad de adhesion
gracias a la formacion de biopeliculas que le confiere adherirse y causar la enfermedad
mediante mecanismos de resistencia ante los azoles como la mutacion molecular de la enzima
diana del antifingico, alteracidn de las enzimas en la sintesis del ergosterol y la alteracion de
las bombas de expulsion ATP-binding cassette.

Debido al aumento de la resistencia se buscan nuevas opciones para crear antifingicos que
contribuyan a combatir infecciones por el género Candida pues tiene alta tasa de mortalidad
y morbilidad. Cargua*® estudio la actividad antifingica del aceite esencial de Plantago major
frente a C. albicans observando un resultado favorable ya que inhibe su crecimiento en una
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concentracion de 75 y 100%. Paucar, et al. %! en su estudio antiftingico del aceite esencial de
Minthostachys mollis, pero no presentan actividad frente a esta cepa. Menezes A. et al 2. Su
estudio del aceite esencial de la flor de Bauhibia rufa tiene actividad inhibitoria en
concentraciones de 2,4,6,8%. Lucena, et al *. En su estudio de la misma planta de
Hedyousmum sp. Presentd un halo de inhibicion de 11 mm. Latorre K* muestra resultados a
una concentracion del aceite de 1 y 0,5% de concentracion con 11 y 9 mm de halos de
inhibicidon respectivamente. Sin embargo, en el estudio presentado muestra halos de
inhibicidn mucho méas amplios. Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio
y en los resultados de la actividad antimicotica en estudios previos con aceites esenciales de
diferentes fuentes botéanicas e incluso con el mismo género se puede inferir que el aceite de
Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni muestra ser una alternativa antimicoOtica contra
Candida albicans.

Tabla 4. Actividad antimicdtica del aceite esencial de Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni
frente a Candida tropicalis

Método Difusion del disco Kirby-Bauer
Candida tropicalis
Aceite Esencial Hedyosmum cutrecazanum Occhioni
Halos de inhibicién en (mm)
Concentraciones 1 5 3 MEDIA DS
g/mL
aceite puro 18,00 20,00 18,00 18,66 1,15
1,00 13,00 15,00 12,00 13,33 1,52
0,50 9,00 12,00 11,00 10,66 1,52
0,25 7,00 9,00 10,00 8,66 1,52
0,125 0 0 0 0 0
0,062 0 0 0 0 0
0,031 0 0 0 0 0
0,015 0 0 0 0 0
Control Positivo
35,00 39,00 37,00
Fluconazol 25 ug
Control Negativo
0 0 0
DMSO
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Resultados:

Como se puede observar en la Tabla 4 la actividad antifingica del aceite esencial de la especie
vegetal Hedyosmum cuatrcazanum Occhioni, frente a Candida tropicalis se evidencia en los
halos de inhibicion que presenta este hongo ante una el aceite, ya que permitio obtener halos
de inhibicién de 18,66 mm media. Resultados que ponen de manifiesto la actividad
antimicotica del aceite puro de Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni frente a Candida
tropicalis. Por otra parte, a medida que las concentraciones del aceite disminuyen también
disminuye su actividad antimicética sobre la cepa de Candida tropicalis determindndose que
la concentracién minima inhibitoria fue de 0,25 g/mL generando halos de inhibicion de 8, 66
mm de media.

Los resultados de control positivo (Fluconazol de 25 ug) revelaron halos de inhibicién de 37
mm indicando la susceptibilidad de Candida tropicalis a este antifingico, mientras que, el
control negativo (dimetilsulféxido) como era de esperar no mostrd actividad antimicotica.

Discusién:

Segin Arastehfar et. al *° Consideran que esta especie del género Candida llega a
posicionarse dentro de las primeras causas de candidemias en paises en vias de desarrollo de
Asia'y América Latina, cuya principal medida terapéutica es el uso del Fluconazol, dado que
el costo de farmacos mas desarrollados y efectivos son muy elevados. Sin embargo, se
evidencian a traves de estudias realizados que Candida tropicalis cada vez genera mas
resistencia a ciertos componentes como a los azoles, Pan- azole, Pan- azol y Anfotericina B
(AB). Estas resistencias limitaran aun mas las vias de tratamientos que los médicos puedan
seguir poniendo en peligro la vida de los pacientes.

Se conoce que individuos infectados por esta especie de candidiasis pasan un tiempo de
hospitalizacién mas prolongado y experimentan una tasa de mortalidad mas elevada que
pacientes infectados por Candida albicans. Las principales causas de la resistencia de
Candida tropicalis son genes alterados que codifican lanosterol 14-a-desmetilasa (ERG11),
bombas de expulsion (CDR1y MDR1) y el regulador de expresion ERG11 (UPC2) *°.

Contribuyendo al postulado anterior estudios realizados por Yu- Chen et. al “6. afirman que
Candida tropicalis es la principal causa de candidemia no producida por otra especie del
género Candida, que afecta de sobre manera a paises del Sur de Asia y a paises en vias de
desarrollo en América Latina, este microorganismo es una levadura diploide ascomicetas,
gue se encuentra estrechamente relacionada dentro de las Candidas con patogenicidad alta y
que pertenecen a un solo clado de Candida distinguido por la traduccion unica de los codones
CUG como serina en lugar de leucina.

Sin embargo, estas investigaciones exponen que el uso generalizado de los azoles en los
ultimos veinte afios es una de las principales causas del mecanismo de resistencia de este
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hongo a los farmacos constituidos por estos elementos. Asi mismo, esta resistencia de ciertos
patégenos fangicos humanos pudo haberse desarrollado por una exposicion a fungicidas
azoles en el medio ambiente, siendo asi que estos estudios evidenciaron una estrecha relacion
de cepas de Candida tropicalis resistentes a antifingicos con cepas genéticamente iguales a
las que se encuentran en el medio ambiente y en hospitales “°.

Ademas, segin Jafri y Ahmad #', la existencia de una variante en la creacion de biopeliculas
en condiciones in vitro es evidente entre las especies de Candida. Sin embargo, la habilidad
de producir biofilms en condiciones in vivo no puede estar directamente relacionada con la
condicion anteriormente mencionada, es decir, que es de conocimiento que ambas
condiciones propician diferentes maneras de producir o no biopeliculas que son importantes
para observar asi el crecimiento celular de estas especies fungicas.

Todos las investigaciones, postulados, doctrinas y escritos anteriormente mencionados llevan
de la mano una relacion en lo que refiere a la resistencia de esta especie del género candida
a varios componentes que se pueden encontrar en farmacos e incluso en los aceites esenciales,
por tal motivo es que concuerdan en que el uso excesivo de medicamentos generard una
resistencia, asi mismo como la exposicion a compuestos que se encuentran en el medio
ambiente.

Tabla 5. Actividad antimicotica del aceite esencial Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni
frente a Candida krusei

Meétodo Difusion del disco (Kirby-Bauer)

Candida krusei

Aceite Esencial Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni

Halos de inhibicion en (mm)

Concentraciones 1 2 3 MEDIA DS
g/mL

aceite puro 21,00 25,00 18,00 21,30 1,50
1,00 19,00 20,00 15,00 18,00 1,65

0,50 8,00 10,00 7,00 8,30 0,53

0,25 0 0 0 0,0 0,0

0,125 0 0 0 0,0 0,0

0,062 0 0 0 0,0 0,0

0,031 0 0 0 0,0 0,0

0,016 0 0 0 0,0 0,0

0 0 0
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Control Positivo
Fluconazol 25 ug

Control Negativo
DMSO

Resultados:

La tabla 5 muestra los resultados de la actividad antimicotica del aceite esencial Hedyosmum
custrecazanum Occhioni frente a la especie Candida krusei del género Candida. Los ensayos
realizados a partir del aceite esencial puro permitieron determinar halos de inhibicion de
21,30 mm de media lo que refleja la actividad antimicética del aceite puro de Hedyosmum
custrecazanum Occhioni frente a la especie Candida krusei. Asi mismo, se pudo observar
que la actividad antimicoética del aceite disminuye a medida que disminuye su concentracién
en las diluciones ensayadas frente a Candida krusei, determinandose que la menor
concentracion o actividad antimicotica fue de 0,5 g/mL con halos de inhibicién de 8,30 mm
de media. Su relacidon es directamente proporcional pues mientras su concentracion baja los
halos de inhibicién también presentan medidas mas pequefias.

Para el control positivo de Candida krusei se utilizd Fluconazol de 25 ug, pero no produjo
ningan halo de inhibicion pues Candida krusei es resistente al Fluconazol ya que es una
levadura multidrogo; utilizar fluconazol en las Candidas es una manera de identificacion
pues C. krusei serd quien no presente sensibilidad a fluconazol a diferencia del resto de
Candidas. Como control negativo se utiliza DMSO el cual no presenta actividad antimicética
lo que refleja por la ausencia de halos de inhibicion frente a C. krusei

Discusion

Candida krusei tienen una tasa de mortalidad de 40-58% y a su vez una baja respuesta a
terapias antimicéticas como lo menciona Gémez y Mora 8.

Albertyn, et al *° menciona que el factor de virulencia de C. krusei es similar a los de C.
albicans pues ambos producen hifas que son las que proporcionan la invasion al tejido del
huésped, pero las hifas de C. krusei son menos eficaces. La resistencia microbiologica se
puede clasificar en dos: primaria que ocurre cuando un hongo crea resistencia a un
antifngico sin haber tenido exposicion anterior con él y la secundaria cuando cepas son
previamente sensibles y después de varias veces de utilizarlo crea una resistencia debido a
las alteraciones que va desarrollando, cabe recalcar que esto depende de las condiciones del
paciente y su funcion inmunoldgica “°.
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Para combatir las infecciones por Candida se utiliza compuestos de la familia de polienos,
azoles, quinocandinas, alilaminas; siendo el Fluconazol uno de los més utilizados para
combatir estas infecciones. C. krusei es intrinsecamente resistente al fluconazol en un 95%
no se conoce los mecanismos que produzcan este fendmeno, pero la actividad de la bomba
de flujo de la proteina Abcl del casete de union al ATP y la resistencia al fluconazol debido
a Ergll se asocian con esta respuesta. Como alternativas farmacologicas se administra
Voriconazol, Itraconazol, Posaconazol pues la cepa es sensible a estos antiftingicos *°.

Estudios previos de actividad antimicética realizados a partir del aceite esencial de
Hedyosmum sp., frente a C. krusei describieron inhibicién con halos de 11 mm; asi como,
también se observo una tendencia de aumento en la actividad antimicética a medida que
disminuye la concentracion del aceite alcanzando halos de inhibicion de 20 mm a una
concentracion de 0,25 g/mL. Tendencia contraria a la obtenida en este estudio como se refleja
en le Tabla 5.

Por otra parte, Garcia y Rojas >° describieron que el aceite esencial puro de Eugenia uniflora
presento actividad antimicética con halos de inhibicién de 13 mm sobre C. krusei. Mientras
que, el aceite esencial de las flores de Bauhinia en concentraciones de 6 y 8 % son favorables
para el efecto inhibitorio del crecimiento de C. krusei.

Garcia y Rojas *° utilizaron como control positivo Voriconazol por la resistencia intrinseca
al Fluconazol, describiendo halos de inhibicién de 19 mm poniendo de manifiesto la
sensibilidad de C. krusei ante este antifingico. Por tanto, los resultados obtenidos en el
presente estudio resultan de especial interés ya que el aceite de Hedyosmum cuatrecazanum
Occhioni., muestra un claro efecto antimicotico sobre C. Krusei., (21,30 mm) inhibicion
superior a la descrita cuando se ensayé el Voriconazol como control positivo frente a C.
krusei >°

Tabla 6. Actividad antimicoética del aceite esencial Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni
frente a Candida parapsilosis

Meétodo Difusion del disco (Kirby-Bauer)

Candida parapsilosis

Aceite Esencial Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni

Halos de Inhibicion en (mm)

Conczr;’rtrr]al_ciones 1 2 3 MEDIA DS
aceite puro 14,00 15,00 19,00 16,00 2,65
2,00 12,00 11,00 17,00 13.30 3,21
1,50 10,00 9,00 9,00 9,30 0,57
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1,00 0 0 0 0,0 0,0
0,50 0 0 0 0,0 0,0
025 0 0 0 0,0 0,0
0,125 0 0 0 0,0 0,0
0,062 0 0 0 00 0.0
Control Positivo
Fluconazol 25 ug 82,00 32,00
Control Negativo 0 0
DMSO
Resultados:

El estudio evidencia que Candida parapsilosis presenta susceptibilidad frente a los
componentes del aceite esencial puro de Hedyosmum cuatrecazanum Occhioni, lo que se
refleja en los halos de inhibicién de 16 mm de media. Ademas, se observo la misma tendencia
determinada con las otras especies de Candida estudiadas, caracterizada por disminucion de
la actividad antimicética a medida que disminuye la concentracion del aceite, alcanzando
halos de inhibicion de 9,30 mm a una concentracion de 1, 5 g/mL (Tabla 6).

Para el estudio de la actividad antimicética de Candida parapsilosis se utilizé Fluconazol, el
cual mostré marcada actividad antimicdtica mostrando halos de inhibicion de 32 mm de
media; mientras que como control negativo se utiliz6 DMSO el cual no produjo ningun tipo
de inhibicion sobre la cepa en estudio.

Discusién:

Segun lo descrito por Oihane M !, la candidiasis se va a desarrollar en los pacientes
dependiendo de factores de virulencia del complejo de las especies, asi como también la
clinica del paciente. EI complejo de especies de Candida parapsilosis es un patégeno
oportunista muy relevante con una capacidad de emplear un amplio espectro de infecciones
que pueden ir de leves a graves. Esta patogenia de la especie se debe factores de virulencia
como el dimorfismo, la capacidad de adhesion a la superficie celular del hospedador, la
formacion de biopeliculas y la secrecion de enzimas hidroliticas celulares.

Todos estos factores colocan a Candida parapsilosis como la segunda causa de candidemia
y como principal microorganismo aislado en unidades de cuidados intensivos neonatales con
una elevada tasa de mortalidad asociada °L.
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La susceptibilidad contra fungicos dentro del conjunto de C. parapsilosis difiere de acuerdo
a sus subespecies. Un vistazo general demuestra que las especies del complejo Candida como
C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. famata, C. kefyr, C. parapsilosis entre otras son
susceptibles a la mayoria de los agentes antimicdticos caracterizandose por presentar
concentraciones minimas inhibitorias (CIMs) més elevadas antes las equinocandinas,
comparandose con las otras especies de Candida .

Cuando existe una menor susceptibilidad antes este tipo de antifungicos viene acompafiado
por factores de resistencia intrinsecas y extrinsecas donde se destaca alteraciones genéticas
donde se ve afectado el gen FKS1 asociado a una actividad de resistencia elevada dado a sus
recurrentes mutaciones 2.

Moreno et. al °2. concuerdan al postular que la especie Candida parapsilosis ciertamente es
la segunda especie del género Candida que produce infecciones que suelen llegar a graves
sin un protocolo terapéutico adecuado, ademas infieren que este microorganismo se
encuentra frecuentemente en el personal de salud y entre los pacientes hospitalizados,
aislandola un nimero de veces repetitivo considerable.

Ademas, su estudio revela que la capacidad de esta especie para la formacion de biopeliculas
Ilega a constituir una manera primordial de crecimiento microbiano y fundamentalmente para
el desarrollo de una extensa variedad de infecciones clinicas. Llegando a estimar que al
menos un 65% de estas patologias microbianas son consecuencia de la formacion de estas
biopeliculas °2.

Segun los analisis realizados por estos investigadores se encontrd que la mayor parte de las
cepas de Candida parapsilosis estudiadas formaron biopeliculas dado a la cuantificacion de
la biomasa concediéndoles asi una capacidad de resistencia considerable frente a los
antimicoticos. Siendo asi que al momento de evaluar la susceptibilidad de esta especie ante
los antifungicos fue excelente para los compuestos de la Capsofungina (CS) como los de la
Anfotericina B (AB) pero se observa que existe una resistencia a los elementos del
Voriconazol (VO) y los del Fluconazol (FL), que suele ser empleado como medida de
profilaxis y de tratamiento empirico alternativo de candidiasis sistémicas 2.

Se revela que las propiedades fenotipicas radicalmente opuestas de sus contrapartes sésiles,
son aquellas que confieren la resistencia a los antifingicos de esta especie del género
Candida, ademas dentro de las distintas infecciones causadas por este microorganismo, las
asociadas a catéteres se relacionan con una formacion de biopeliculas intraluminales que
llegan a ser de dificil tratamiento dado a que sus CMI son elevadas 2.

El estudio realizado por Fekkar et. al >3. demuestra también que Candida parapsilosis llega
a ser una de las mas comunes causas de candidemias representando hasta una 30 % de las
infecciones totales, evidenciando que ocasionalmente existe una resistencia a farmacos
antimicéticos compuestos por azoles principalmente en unidades de cuidados intensivos
elevando las tasas de mortalidad en pacientes inmunocomprometidos.
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Sin embargo, se visualiza una sensibilidad a medicamentos azdlicos como el fluconazol y el
voriconazol que eran empleados como tratamientos empiricos y de primer uso. Pero dado a
que esta especie de candida padece de alteraciones genéticas también concluyen que la
generacion de la resistencia a estos antimicoticos se va desarrollando conforme al constate
consumo Y de igual manera a la exposicion de la poblacion frente a estos componentes que
se encuentran en el medio ambiente.

Asi mismo, se muestra que la diversidad genética que posee Candida parapsilosis tienden a
crear una propagacion en un modo clonal de las cepas de este hongo y con una resistencia
considerable frente a antimicdticos °%. Con base a lo antes mencionado la actividad
antimicética manifiesta del aceite esencial de Hedyosmum cuatrecazanum O cchioni., frente
a C. parasilopsis., resulta de interés como alternativa natural contra las infecciones
producidas por este agente etiologico.

Tabla 7. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Aceite esencial
Candidas CMI
Candida albicans 0,25 g/mL
Candida tropicalis  |0,25 g/mL
Candida krusei 0,50 g/mL
Candida parasilopsis | 0,50 g/mL

Resultados

En la Tabla 7, se muestran las CMI alcanzadas con el aceite esencial de Hedyosmum
cuatrecazanum O cchioni., frente a las diferentes especies de Candida en estudio. Siendo
Candida albicans y Candida tropicalis las especies mas susceptibles con CMI de 0,25 g/mL,
seguidas de Candida krusei y Candida parasilopsis con CMI de 0,50 g/mL.

Discusion

Debido al alto aumento de la resistencia de las levaduras de las diferentes especies de
Candida ante los medicamentos antimicoticos, se buscan alternativas para erradicar las
infecciones causadas por hongos y evitar el aumento de morbilidad y mortalidad de los
pacientes inmunocomprometidos, especialmente en pacientes hospitalizados en el area de
cuidados intensivos.

Latorre K #4. En su estudio de la actividad antimicética del aceite esencial de Heyosmum sp.,
frente a cuatro especies de Candida determind concentraciones minimas inhibitorias de 0,5
g/mL para C. albicans y de 0,25 g/mL para C krusei, C. tropicalis y C. parapsilosis
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respectivamente. Concentraciones que difieren ligeramente de las obtenidas en este trabajo
para las mismas especies de Candida mientras que, el estudio realizado por Garcia y Rojas>
en el aceite esencial de Eugenia uniflora mostr6 CMI para C. albicans de 150 ug/mL (0,15
g/ mL) para C. krusei de 40 ug/mL (0,04 g/mL) y para C. tropicalis y C. parpsilosis de 100
ug/mL (0,1 g/ml) respectivamente. Valores que estan muy por debajo de la CMI obtenidas
en este estudio para las mismas especies de Candida.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La extraccion del aceite esencial de las partes aéreas de la planta Hedyosmum
cuatrecazanum Occhioni, endémica del Ecuador, permitié la determinacién de su
composicion quimica cuyos componentes se vinculan directamente con las
propiedades atribuidas por la medicina ancestral y la actividad antimicotica detectada.
Mediante el método de difusién de disco (Kirby Bauer) se pudo determinar la
actividad antimicotica del aceite esencial puro de Hedyosmum cuatrecazanum
Occhioni, frente a las cuatro especies de Candida estudiadas, con diferentes grados
de susceptibilidad dependiendo de la especie; siendo C. albicans y C. krusei las méas
susceptibles al aceite esencial seguidas de C. tropicalis y C. parapsilosis.

Las concentraciones minimas inhibitorias del aceite esencial de Hedypsmum
cuatrecazanum Occhioni, realizadas mediante diluciones frente a las diferentes cepas
de Candida estudiadas (C. albicans y C. tropicalis., CMI 0,25 g/mL) y (C. krusei y
C. parapsilosis., CMI 0,5 g/mL) demuestran la actividad antimicotica del aceite
esencial diluido frente todas las cepas de Candida de importancia clinica estudiadas
en el presente trabajo.
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Recomendaciones

v" Ampliar los estudios los beneficios potenciales de los aceites esenciales de las
diferentes plantas utilizadas en la medicina ancestral ya que como se plasma en esta
investigacion Hedyosmum  cuatrecazanum  Occhioni., mostré propiedades
antimicéticas contra especies del género Candida pudiendo ser empleado como
medicina alternativa o en la sintesis de nuevos principios activos.

v' Debido a la alta resistencia de los hongos a los medicamentos con funcién
antimicética las personas deben evitar el consumo de farmacos sin prescripcion
médica pues es un factor predisponente para desarrollar multiresistencia.

v" Involucrar a los estudiantes en el desarrollo y participacion activa de investigaciones
cientificas que contribuyan a la solucion de problemas de salud.
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ANEXOS
Anexo 1: Materiales

A: Pipeta 10 pL B: Puntas azules y amarillas

D: Hisopos estériles E: Caja mono Petri estéril F: Asa, pinza

G: Probeta 500 ml H: Matraz Erlenmeyer, vaso de precipitacion
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Anexo 2: Equipos

A: Incubadora

C: Cémara de flujo laminar D: Refrigeradora

Anexo 3: Solventes

A: DMSO B: Agua destilada
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Anexo 4: Medios de Cultivo

A: Agar Saboraud B: Agar Mueller Hinton

Anexo 5: Otras sustancias utilizadas

A: Azul de metileno B: Glucosa

Anexo 6: Muestras de Candidas

Cultivos de C. albicans y C. tropicalis
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Anexo 7: Aceite puro y diluciones

Aceite y diluciones en tubos Eppendorf

Anexo 8: Pre indculo

Preparacion y siembra del pre indculo
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Anexo 9: Agar Mueller Hinton Suplementado

Preparacién de Agar Mueller Hinton para 100 mL

Anexo 10: Patrones de McFarland

Patron de McFarland 1 de las diferentes especies de Candidas

Anexo 12: Discos en blanco y discos de antibiéticos

Discos en blanco y discos con Fluconazol de 25 pg
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