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RESUMEN

La diversidad vegetal peruana llega aproximadamente a unas
50 000 especies detectadas. Razones sobran para maximizar el
aprovechamiento sostenible de nuestros recursos naturales, previamente
validados cientifica y tecnolégicamente con los respectivos estudios. Por
otro lado, las infecciones micéticas son un problema importante en la
practica médica, por su elevada frecuencia y complicaciones. Dentro de
las cuales, la mas habitual es Candida albicans. El presente trabajo tuvo
como objetivo evaluar la actividad antimicoética in vitro del aceite esencial

de Tagetes minuta L. “huacatay” frente a la levadura Candida albicans.

La planta Tagetes minuta L.se recolectd en el mercado mayorista
“Grau”, durante los meses de noviembre, diciembre del afo 2013 y, enero
y febrero del afio 2014. Para la extraccién del aceite esencial, se
emplearon las hojas y tallos, realizandose por arrastre a vapor. La cepa
utiizada para este ensayo fue Candida albicans. La actividad
antimicotica “in vitro” del aceite esencial de esta planta se puso de
manifiesto utilizando el método de difusion del disco (Kirby Bauer), con
cuatro repeticiones a diferentes concentraciones, obteniéndose de esta

manera la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion



Minima Fungicida (CMF). Los resultados para la difusiébn en disco fue
para el caso de Candida albicans en el tratamiento T1 con una
sensibilidad promedio de 13,25 mm; a partir de ello los demas
tratamientos fueron sensibles. Los resultados del MIC fue en el caso de
Candida albicans de 2,8728 mg/ml (T8). Ademas, la CMF fue para esta
levadura de 3,2886 mg/ml, en la que no se evidencid crecimiento alguno.
Se concluye que el aceite esencial de Tagetes minuta L. presentd
compuestos bioactivos, principalmente monoterpenos, con efecto

antimicotico in vitro frente a la levadura Candida albicans.

Palabras Clave: Kirby - Bauer, CMI, CMF, Candida albicans, Tagetes

minuta L.



I. INTRODUCCION

Aungue no existen datos precisos para evaluar la extension del uso de
plantas en los sistemas de salud, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha estimado que mas del 80 % de la poblacién utiliza,
rutinariamente, la medicina tradicional para sus necesidades de atencion
primaria a la salud (OMS, 1979). La medicina tradicional en nuestro pais
es practicada por personas de todo nivel sociocultural, con un uso amplio
y variado, basado en plantas medicinales, originalmente los Unicos
elementos curativos que conocia el hombre, que se han mantenido a
través de la historia, sobre todo en zonas rurales remotas o entre minorias
étnicas de la sociedad moderna, persistiendo como complemento del
hombre pobre o como alternativa a la asistencia médica inaccesible.
Sobre todo en centros de culturas aborigenes andino amazdnicas
supervivientes, donde la medicina moderna sigue siendo desconocida y

donde las plantas aun proporcionan las Unicas medicinas (Chavez,1997).

En los Ultimos afios, un 80 % de la poblacibn mundial ha recurrido a
las plantas medicinales para tratar diversas enfermedades o afecciones,

porque son accesibles y mas baratos que los productos farmacéuticos



(OMS). El Peru es conocido como el tercer pais megabiodiverso del
mundo, siendo catalogado por algunos cientificos como el primero o
segundo, porque posee una extraordinaria riqgueza biolégica, fuente
natural de moléculas bioactivas. La diversidad vegetal peruana llega
aproximadamente a unas 50 000 especies detectadas, mientras que todo
el continente europeo posee 12 000 especies. Razones sobran para
maximizar el aprovechamiento sostenible de nuestros recursos naturales,
previamente validados cientifica y tecnolégicamente con los respectivos

estudios (Brack et al, 2002).

Asi mismo, las infecciones micéticas son un problema importante en la
salud, por su elevada frecuencia y complicaciones. Dentro de las cuales,
la mas habitual es Candida albicans. Las infecciones causadas por esta
levadura constituyen un problema permanente debido a que son
oportunistas y por su prevalencia desarrollan cierta resistencia ante
cualquier tipo de antibiético como mecanismo de defensa propio de estos

microorganismos.

La importancia de este estudio radica en evaluar la actividad
antimicrobiana de Tagetes minuta L. “huacatay” con el objeto de validar

cientificamente las propiedades terapéuticas de esta planta; para



revalorizar el uso de las plantas medicinales de nuestro medio, brindando
un aporte técnico (cientifico) adecuado a la medicina tradicional.
Demostrar el efecto antimicotico permitira ofrecer una alternativa
importante en el enfoque tradicional del tratamiento de heridas
superficiales en la zona rural y promover el disefio del ensayo clinico

derivado del presente estudio, luego de la demostracion in Vitro.



1.1. Planteamiento del problema

Actualmente, en el mundo moderno la poblacion crece
aceleradamente y con ella también las enfermedades como las
producidas por bacterias, virus, hongos, etc. A pesar que existen muchos
antimicrobianos para el control o tratamiento, el uso irracional de éstos
viene generando resistencia microbiana y otras secuelas. La biodiversidad
vegetal ofrece alternativas antibacterianas y algunas especies con

excelentes resultados, debido a sus constituyentes quimicos.

El uso de las plantas medicinales y la medicina tradicional ha sido
reconocido por la Organizacion Mundial de la Salud que reconoce su
importancia en los sistemas de salud en muchos paises en vias de
desarrollo, instando a los estados y miembros a hacer estudios de las
plantas medicinales utilizadas por los curanderos tradicionales y la
poblacién para determinar aquellos que tengan un efecto satisfactorio, de

manera de incluirlas en la farmacopea nacional (Moscoso, 2002).

Entre estas plantas medicinales se encuentra a Tagetes minuta L.
conocida popularmente como “huacatay”, es una especie nativa del sur de
Sudamérica donde vegeta en pastizales templados y regiones

montafiosas. Estos vegetales son tipicos por sus estructuras secretoras



de aceites en todos sus érganos, las cuales son de tres tipos: cavidades,
conductos y tricomas glandulares. Por sus aceites esenciales con
propiedades agroquimicas y farmacoldgicas de interés, es una especie de

importancia econémica (Del Fueyo, 1986; Simon et al., 2002).

Ciertamente, las plantas poseen un enorme y desconocido reservorio de
sustancias derivado de su sistema de defensa en contra de
microorganismos, insectos y herbivoros. Sin embargo, poco se ha
explorado sobre su actividad antimicética, lo cual fue objetivo del presente
estudio. Es por ello, el interés de conocer la actividad curativa de esta
planta. Por lo tanto, se asume que el aceite esencial de Tagetes minuta L.
presenta actividad antimicotica frente a la levadura Candida albicans para

lo cual se planteé el siguiente problema:

¢ Poseera el aceite esencial de Tagetes minuta L. accién antimicrobiana

in vitro frente a la levadura Candida abicans?



1.2. Justificacion del problema

Las constantes apariciones de cepas resistentes, no solamente a los
antifingicos convencionales, es preocupante y es por ello que se recurre
a la busqueda de nuevas alternativas eficaces y seguras, provenientes de
productos naturales, donde sus principios activos se encuentran
equilibrados y sus efectos indeseables son limitados en comparacion con
los farmacos sintéticos.

La investigacion en el uso de plantas medicinales forma parte de la
etnobotanica. En tal sentido, cabe mencionar que alrededor del 80 % de
la poblacion mundial utiliza las plantas como medio curativo, siendo varias
las razones por las que socialmente el uso de las plantas medicinales
esta tomando un auge en estos tiempos, ya sea como respuesta a una
medicina alopatica, muchas veces iatrogénica; en otros casos por la
reducida o inexistente accesibilidad econdémica de la poblacion a los
medicamentos de sintesis, aunado al hecho incontrastable que los paises
en vias de desarrollo, como es el caso de Perd, existe un uso
indiscriminado de productos farmacéuticos de dudosa efectividad.

Por otro lado, la candidiasis, mayormente causada por Candida
albicans, es una patologia que en la actualidad esta experimentando un

incremento en la frecuencia de su aparicibn no soélo en pacientes



inmunosuprimidos y hospitalizados, sino que también en aquellos en los
gue las circunstancias medio ambientales los exponen.

Por ello, existe el interés en el desarrollo del presente trabajo; de
determinar si Tagetes minuta L. “huacatay” presenta actividad antimicética
frente a Candida albicans; de esta manera se contribuirda con nuevas
alternativas naturales para combatir las diversas afecciones de este

microorganismo.

1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL
» Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial
de Tagetes minuta L. “huacatay” frente a la levadura

Candida albicans.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Extraer el aceite esencial de las hojas y tallo de
Tagetes minuta L. por el sistema de arrastre a vapor.

» Determinar el grado de sensibilidad in vitro que presenta el
aceite esencial de Tagetes minuta L. frente a
Candida albicans mediante la técnica de difusion en disco.

» Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) del aceite

esencial de Tagetes minuta L frente a Candida albicans.



» Determinar la Concentracion Minima Fungicida (CMF) del
aceite esencial de Tagetes minuta L. frente a

Candida albicans.

1.4. HIPOTESIS
» El aceite esencial de Tagetes minuta L. “huacatay” tiene actividad

antimicotica in vitro frente a la levadura Candida albicans.

1.5. DETERMINACION DE VARIABLES
1.5.1. TIPOS DE VARIABLES
a) Variable independiente
Actividad antimicética del aceite esencial de Tagetes
minuta L. (huacatay).
b) Variable dependiente

Agente micotico patdogeno (Candida albicans)



1.5. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE DIMENSION INDICADOR ESCALA
o Diametro del .
Cuantitativa Medido en mm.
halo de
inhibicion
INDEPENDIENTE
Aceite esencial Sensible (+),
Diametro del | Muy sensible (++),
Cualitativa _ ha_lo_ de Sumamente sensible
inhibicion
(Duraffourd) (+++)
DEPENDIENTE La levadura Crecimiento Turbidez / UFC

Candida albicans

micotico de la
cepa.




II. MARCO TEORICO

2.1. Etnobotanica

Desde la antigiiedad nuestros antepasados han utilizado las plantas
como una forma de ayuda para poder calmar los dolores y malestares, y
es asi que aprovechando los conocimientos heredados de generaciones
anteriores y de los indicios proporcionados por cierto grupos étnicos que
asignan cualidades curativas, se distinguen centenares de plantas y se
saben muchas de las propiedades de cada una, naciendo con ello las
plantas medicinales que hasta hoy en dia se siguen empleando
(Barh, 1988).

En el caso del Peru, la gran biodiversidad botanica por un lado y los
conocimientos incipientes de sus propiedades fitoquimicas por otro lado,
marcan una brecha considerable que requiere esfuerzos coordinados de
diferentes sectores de la sociedad cientifica, con fines tanto académicas,

como practicos de aprovechar el potencial natural (Hernandez, 2003).

2.2. Historia de Tagetes minuta

Tagetes minuta, conocido comunmente en Perd como “huacatay”,
es una hierba anual de la familia de las Asteraceas, erecta puede
alcanzar hasta 50 cm de alto; tiene hojas lanceoladas, dentadas y un olor

fuerte. Es producido en la costa, sierra 'y amazonia del Pertd, ademas,
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en los yungas y otros valles altos de Bolivia. El nombre comun “huacatay”
proviene de la voz quechua en donde se le llama “huatacay” nombre

usado en Arequipa.

2.2.1. Difusién y origen

Es una especie difundida ampliamente en Sudamérica (Argentina,
Chile, Bolivia, Pera y Paraguay); tiene una distribucion secundaria
(introducida) en Estados Unidos, Australia, Africa y Asia, se puede
comprobar las bondades en la culinaria y medicina. En el Perd se ha
encontrado en la costa sierra y selva de nuestro pais. Se ha podido

verificar que esta especie forma parte del que hacer familiar (Ulloa, 2006).

2.2.2. Descripcion botanica

El “huacatay”, cuyo nombre cientifico es Tagetes minuta L.,
pertenece a la familia de las Asteraceas es una planta herbacea,
ascendente, no muy ramificado, anual, que puede crecer hasta 50 cm;
presenta hojas lanceoladas, dentadas y un olor fuerte; mide de 1,2 a 2,5
y hasta 5 cm de largo por 0,2 hasta 0,7 mm de ancho. Presenta
cabezuelas (inflorescencia de flores densas, sésiles, sobre una estructura
parecida a un cojin), en corimbos (flores a una misma altura, pero con
pedicelos de diferentes longitudes), pedudnculos (sosten de Ia

inflorescencia) de 0,1 a 0,5 cm de largo, involucro (grupo de hifas que
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rodean a la inflorescencia) de 0,7 a 1 cm de largo por 0,15 a 0,3 cm de

ancho.

Sus flores son liguladas (flores periféricas) de una a tres, amarillas,
ovadas (con forma de huevo) a elipticas de 0,1 a 0,2 cm de largo. Flores
del disco (flores centrales) de 3 a 5, corola de 0,3 a 0,4 cm de largo.
Vilano (caliz modificado) 1 o 2 de escamas subuladas (angostamente

triangular) de 0,2 a 0,3 cm de largo.

Sus frutos y semillas: el fruto es una capsula (fruto simple, seco
qgue abre al madurar) desde 0,45 hasta 0,7 cm de largo. La planta se
propaga por semillas. Estas requieren luz para germinar, su

temperatura 6ptima es de 25°C. (Strother, 2006).

2.2.3. Composicion quimica

La planta de “huacatay” contiene un aceite esencial que esta
constituido por monoterpenos como: B-pineno, limoneno, 2-fenilpropil
butirato, 1-Deceno, Undecano, 1-Dodeceno, 2-Undecenal (Aldehido). Sin
embargo, la composicion del aceite esencial de “huacatay” puede variar
significativamente, en funcion de distintos factores como la parte de la

planta recolectada, el grado de desarrollo de la planta en el momento de
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la recoleccidbn o la procedencia geografica, entre otros. En el éarea
mediterranea de la India se distinguen principalmente un tipo de aceite
esencial de “huacatay” que tiene un elevado contenido de B-ocimeno y en

menor grado de limoneno (Kiran, 2007).

2.2.4. Clasificacion cientifica
Gracias a los estudios taxonomicos las plantas han sido clasificadas,
dando lugar al nombre cientifico basado en el género y la especie,
definido por sus caracteristicas mas relevantes; este nombre cientifico es
tomado de la lengua latina y su empleo ha sido generalizado a nivel
mundial, de esta manera se ha visto favorecido el avance de la ciencia en
cuanto al conocimiento de las plantas en beneficio de la humanidad
(Cronquist, 1981).
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Tagetes

Especie: Tagetes minuta L.
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2.2.5. Propiedades medicinales y uso tradicional

Tagetes minuta L. “huacatay” se usa en la gastronomia peruana como
condimento en la preparacidon de ajies, tales como salsas, guisosy
asados. Es un ingrediente indispensable en la preparacion de la ocopa,
una salsa de aji, cebolla, ajos y mani, tipica de la region de Arequipa, a
servirse sobre papas cocidas. Es junto al chincho (Tagetes elliptica) una
de las hierbas aromaticas indispensables para la pachamancay uno de

los componentes del aderezo del pollo a la brasa.

Para la preparacion de una salsa de “huacatay” se emplean
Gnicamente las hojas frescas, arrancadas a mano y sin tallos. Las hojas
pueden ser molidas en mortero o batan o licuadas con aceite, aji y otros
ingredientes para formar una masa similar al pesto, o0 preparada
con queso fresco, leche y nueces. Las hojas secas pierden casi por
completo su aroma y sabor. Para guisos se agrega una ramita en la olla,
gue luego se retira. La hierba tiene alto rendimiento y una ramita de seis a
ocho hojas alcanza para seis porciones de salsa de ocopa o para una

entera olla de guiso.

En la gastronomia boliviana es ampliamente utilizada en algunas
variantes de la llajua asi como en la preparacion de Queso Humacha,

plato tipico consistente en papas y mazorcas de maiz cocidos y bafiados
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en una salsa de queso y hierbas aromaticas que tradicionalmente se sirve

€en semana santa.

El “huacatay” también puede ser usado como pesticida (nematicida).
Se le atribuyen propiedades medicinales como digestivo, carminativo y
antiabortivo. La infusion de sus hojas se usa para aliviar los dolores
gastricos y la decoccion de sus floresy hojas frescas para aliviar los
catarros y bronquitis. De sus hojas se extrae un aceite esencial utilizado

en perfumeria y aromaterapia (Ulloa, 2006).

2.3. Antimicrobianos de origen vegetal

Las plantas, hierbas y especias contienen un gran numero de
sustancias con propiedades que inhiben la actividad metabdlica de
bacterias, levaduras y mohos.

La mayoria de los compuestos con actividad antimicrobiana,
encontrados en especies vegetales, son compuestos fendlicos, terpenos,
alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos e isoflavonoides; los
cuales en su mayoria son identificados como metabolitos secundarios,
enzimas hidroliticas (glucanasas, citinasas) y proteinas

(Hernandez, 2003).
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Los compuestos utilizados como antimicrobianos atacan varios sitios
dentro de las células microbianas y dependiendo de la concentracion
utilizada, pueden causar la inhibicibn o inactivacion de los
microorganismos (Araujo et al, 2008).

Los sitios de accion de los antimicrobianos en la célula microbiana,
incluyen a la membrana celular, pared celular, enzimas metabdlicas,
sintesis de proteinas y el sistema genético, todos ellos estratégicos para
la supervivencia de ciertos microorganismos (Conner, 1993).

Segun Smid y Gorris (1999), citado por Hernandez (2003), los
componentes activos de los aceites esenciales pueden variar en su
composicidn, ya que éstos pueden verse afectados por ciertas variables
como el genotipo de la planta, las diferentes metodologias de extraccion,
localizacion geografica, asi como las condiciones ambientales y

agronomicas.

2.3.1. Modo de accién de los antimicrobianos de origen natural
Conner (1993) sugiri6 que la actividad antimicrobiana de los
compuestos vegetales se basa en el deterioro de varios sistemas
enzimaticos, incluidos los involucrados en la produccion de energia y en
la sintesis de componentes estructurales. Una vez que el compuesto

activo cruza la membrana celular, puede interactuar con las enzimasy
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con las proteinas causando un flujo contrario de protones a través de ella,
afectando asi la actividad celular.

Segun Kabara (1991), citado por Nychas (1995), menciona que los
efectos de los compuestos fendlicos pueden ser de dos niveles, sobre la
integridad de la pared celular y membrana citoplasmatica asi como sobre
la respuesta fisiologica del microorganismo. Los compuestos fendlicos
pueden desnaturalizar a las enzimas responsables del inicio de la
germinacion de las esporas o interferir con el uso de aminoacidos

necesarios para iniciar el proceso de germinacion.

2.3.2. Pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos

Para la evaluacién de las propiedades antimicrobianas de los
aceites esenciales se aplican los métodos convencionales de ensayo para
antibidticos (Kalemba et al, 2003).

Existen dos técnicas basicas usadas para la evaluacion de las
actividades antimicrobianas de los aceites esenciales a saber: El método
de difusién en agar y el método de las diluciones.

El estudio de susceptibilidad in vitro a antimicrobianos de los
microorganismos patdgenos, puede realizarse a través de diversos
métodos, el de uso comun por los laboratorios de microbiologia es el de

difusibn en agar, estandarizado para microorganismos de crecimiento
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rapido. El método estandarizado y recomendado por el NCCLS se basa
en el descrito originalmente por Bauer, que obtiene resultados cualitativos
que correlacionan bien con los resultados cuantitativos obtenidos
mediante la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

(Cona, 2002).

2.4. Aceites esenciales
2.4.1. Definicién

Los aceites esenciales son mezclas complejas de hidrocarburos,
terpenos, alcoholes, compuestos carbonilicos, aldehidos aromaéticos y
fenoles y se encuentran en hojas, cascaras o semillas de algunas plantas.
La obtencién de los aceites esenciales es realizada comunmente por la
tecnologia llamada de destilacibn por arrastre con vapor, en sus
diferentes modalidades. La pureza y el rendimiento del aceite esencial
dependeran de la técnica que se utilice para el aislamiento.

Los aceites esenciales, generalmente, son mezclas complejas de
hasta mas de 100 componentes que pueden ser: Compuestos alifaticos
de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y
acidos),

. Monoterpenos,

" Sesquiterpenos y
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. Fenilpropanos

En su gran mayoria son de olor agradable, aunque existen algunos

de olor relativamente desagradable como por ejemplo los del “ajo” y la

“cebolla”, los cuales contienen compuestos azufrados.

Cuadro N° 1. Grupos funcionales de las moléculas constituyentes de los

aceites esenciales.

NATURALEZA
GRUPO FUNCIONAL QUIMICA EJEMPLO
Terpénicos Limoneno, a-terpineno
HIDROCARBUROS Aromaticos Cumeno, p-cimeno

Sesquiterpénicos

trans-B-Cariofileno

Monoterpénicos

Citral

ALDEHIDOS Alifaticos Nonanal, octadenal
Aromaticos Cinamaldehido
Monoterpénicos Geraniol, citronelol
Sesquiterpénicos 3-Decanol
ALCOHOLES
Alifaticos Espatulenol, cedrol
Aromaéticos Alcohol bencilico
FENOLES Aromaticos Timol, carvacrol

Fuente: Diaz, 2007.
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2.4.2. Clasificacion

Se clasifican con base en diferentes criterios: consistencia, origen y
naturaleza quimica de los componentes mayoritarios. De acuerdo con su
consistencia los aceites esenciales se clasifican en esencias fluidas,

balsamos y oleorresinas.

» Las esencias fluidas son liquidos volatiles a temperatura
ambiente.

» Los balsamos son de consistencia mas espesa, son poco volatiles
propensos a sufrir reacciones de polimerizacion, son ejemplos el
balsamo de copaiba, el balsamo del Perud, Benjui, balsamo de Tolq,
Estoraque, etc.

» Las oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma
concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos 0 sustancias
semisolidas (caucho, gutapercha, chicle, balata, oleorresina de

paprika, de pimienta negra, de clavero, etc.).

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como

naturales, artificiales y sintéticos.
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» Los aceites esenciales naturales se obtienen directamente de la
planta y no sufren modificaciones fisicas ni quimicas posteriores,
debido a su rendimiento tan bajo son muy costosos.

» Los aceites esenciales artificiales se obtienen a través de
procesos de enriguecimiento de la misma esencia con uno o varios
de sus componentes, por ejemplo, la mezcla de esencias de rosa,
geranio y jazmin enriquecidas con linalool (terpeno), o la esencia
de anis enriquecida con anetol.

» Los aceites esenciales sintéticos como su nombre lo indica son
los producidos por la combinacion de sus componentes los cuales
son la mayoria de las veces producidos por procesos de sintesis
guimica. Estos son mas econémicos y por lo tanto, son mucho mas
utilizados como aromatizantes y saborizantes (esencias de vainilla,

limén, fresa, etc.) (Martinez, 2001).

2.4.3. Distribucién y estado natural

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en
unas 60 familias de plantas que incluyen las Compuestas, Labiadas,
Lauraceas, Mirtaceas, Pinaceas, Rosaceas, Rutidceas, Umbeliferas, etc.
Se les puede encontrar en diferentes partes de la planta: en las hojas

(ajenjo, albahaca, buchd, cidron, eucalipto, hierbabuena, limoncillo,
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mejorana, menta, pachuli, quenopodio, romero, salvia, toronijil, etc.), en
las raices (angélica, asaro, azafran, calamo, circuma, galanga, jengibre,
sandalo, sasafras, valeriana, vetiver, etc.), en el pericarpio del fruto
(limén, mandarina, naranja, etc.), en las semillas (anis, cardamomao,
eneldo, hinojo, comino, etc.), en el tallo (canela, caparrapi, etc.), en las
flores (arnica, lavanda, manzanilla, piretro, tomillo, clavo de olor, rosa,
etc.) y en los frutos (alcaravea, cilantro, laurel, nuez moscada, perejil,
pimienta, etc.). Los monoterpenoides se encuentran principalmente en
plantas de los érdenes Ranunculales, Violales y Primulales, mientras
gue son escasos en Rutales, Cornales, Lamiales y Asterales. Por el
contrario, los sesquiterpenoides abundan en Magnoliales, Rutales,

Cornales y Asterales (Gonzalez, 1984).

2.4.4. Empleo de los aceites esenciales
2.4.4.1. Industria Alimentaria

Se emplean para condimentar carnes preparadas, embutidos,
sopas, helados, queso, etc. Los aceites mas empleados por esta
industria son el “cilantro”, “naranja” y “menta”, entre otros. También son
utilizados en la preparacion de bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas,
especialmente refrescos. Con respecto a esta utilidad se puede citar las

esencias extraidas del “naranjo”, “limén”, “mentas” e “hinojo”, entre
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otros. Estas esencias también se emplean en la produccion de

caramelos, chocolates y otras golosinas.

2.4.4.2. Industria farmacéutica

Se usan en cremas dentales (aceite de menta e hinojo),
analgésicos e inhalantes para descongestionar las vias respiratorias
(eucalipto). El ecucaliptol es muy empleado en odontologia. Son
utilizados en la fabricacion de neutralizantes de sabor desagradable de

muchos medicamentos (haranjas y menta, entre otros).

2.4.4.3. Industria de cosméticos
Esta industria emplea los aceites esenciales en la produccién de
cosmeéticos, jabones, colonias, perfumes y maquillaje. En este campo se

pueden citar lo aceites de geranio, lavanda y rosas.

2.4.4.4. Industria de productos de uso veterinario
Esta industria emplea el aceite esencial de Chenopodium
ambrosoides muy apreciado por su contenido de ascaridol, vermifugo.

(Van Ginkel, 2003).

23



Cuadro N° 2. Principales areas de aplicacion de los aceites esenciales.

INDUSTRIAS APLICACIONES

Medicina: Antibacteriales, antifingicos, analgésicos,
descongestionantes y aromaterapia.

Farmacéutica
Veterinaria: Farmacos.

Crayones, tinta, etiquetas, papeles.

Productos Cauchos, plasticos y tapiceria.
industriales

Agroquimicos: Bioinsecticidas.

Alimentos y bebidas: Saborizantes, persevantes,

Industrias de confiteria, salsas, condimentos y bebidas.

aromasy . . .
sabores Industria del tabaco: Saborizantes y fijadores.
Cosmeéticos y aseo personal: Perfumes, colonias,
. cremas, jabones, desodorantes y shampoos.
Cuidado .
personal Productos dentales: Pasta dental, enjuague bucal y

antisépticos.

Fuente: Diaz, 2007.

2.4.5. Extraccion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras
vegetales mediante varios métodos como son: expresion, destilacion
con vapor de agua, extraccion con solventes volatiles y enflorado o

enfleurage y con fluidos supercriticos.
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2.4.5.1. Método de la expresién

En la expresion (acto de exprimir), el material vegetal es
exprimido para liberar el aceite y éste es recolectado y filtrado. Este
método es utilizado para el caso de las esencia de citricos

(Martinez, 2001).

2.4.5.2. Método de la destilacion por arrastre con vapor de agua

La muestra vegetal, generalmente seca y cortada en trozos
pequefios, es encerrada en una cadmara inerte y sometida a una
corriente de vapor de agua sobrecalentado, la esencia asi arrastrada es
posteriormente condensada, recolectada y separada de la fraccion
acuosa. Esta técnica es muy utilizada especialmente para esencias
fluidas, especialmente las utilizadas para perfumeria. Se utiliza a nivel
industrial debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite obtenido y

porque no requiere tecnologia sofisticada (Martinez, 2001).

2.4.5.3. Método de la extracciéon con solventes volatiles

La muestra seca y molida se pone en contacto con solventes
tales como alcohol, cloroformo, etc. Estos solventes solubilizan la
esencia pero también solubilizan y extraen otras sustancias tales como

grasas y ceras, obteniéndose al final una esencia impura. Se utiliza a
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escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta costoso por el valor
comercial de los solventes, porque se obtienen esencias impurificadas
con otras sustancias, y ademas por el riesgo de explosiéon e incendio
caracteristicos  de muchos solventes organicos  volatiles

(Martinez, 2001).

2.4.5.4. Método de enflorado o enfleurage

El material vegetal (generalmente flores) es puesto en contacto
con un aceite vegetal. La esencia es solubilizada en el aceite vegetal
gue actia como vehiculo extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla
de aceite esencial y aceite vegetal la cual es separada posteriormente
por otro medios fisico-quimicos. Esta técnica es empleada para la
obtencion de esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo
rendimiento y la dificil separacién del aceite extractor la hacen costosa

(Martinez, 2001).

2.4.5.5. Método de extraccion con fluidos supercriticos

Es de desarrollo mas reciente. El material vegetal cortado en
trozos pequenfos, licuado o molido, se empaca en una camara de acero
inoxidable y se hace circular a través de la muestra un liquido

supercritico (por ejemplo diéxido de carbono liquido), las esencias son
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asi solubilizadas y arrastradas y el liquido supercritico que actia como
solvente extractor y se elimina por descompresion progresiva hasta
alcanzar la presion y temperatura ambiente, y finalmente, se obtiene una
esencia pura. Aunque presenta varias ventajas como rendimiento alto,
es ecologicamente compatible, el solvente se elimina facilmente e
inclusive se puede reciclar, y las bajas temperaturas utilizadas para la
extraccibn no cambian quimicamente los componentes de la esencia,
sin embargo, el equipo requerido es relativamente costoso, ya que se
requieren bombas de alta presion y sistemas de extraccion también

resistentes a las altas presiones (Martinez, 2001).

2.5. Hongos
2.5.1. Generalidades

Los hongos constituyen un grupo diverso de microorganismos que
ocupan numerosas posiciones ambientales. En general, en la naturaleza
son abundantes y llevan una vida libre, y tan s6lo unos pocos forman
parte de la flora humana normal. Aunque se han descrito numerosas
especies de hongos, habitualmente son menos de 100 las que se
asocian con la aparicion de enfermedades en el ser humano. Al contrario
de los virus, los parasitos protozoarios y algunas especies de bacterias,

para preservar o perpetuar la especie, los hongos no necesitan colonizar
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o infectar los tejidos del ser humano o de los animales. A excepcién de
dos casos importantes (la candidiasis y la pitiriasis versicolor), todas las
infecciones por hongos tienen su origen en una fuente exdégena, sea por
inhalacion 0 por implantacion traumatica.
(Dixon et al, 1999; Murray et al, 2012).

Los hongos son microorganismos eucariotas. Su caracteristica mas
significativa es que poseen un ndcleo envuelto por una membrana
nuclear. Al contrario de lo que ocurre en las células de las plantas y en
algunas bacterias, los hongos no contienen clorofila, por lo que no
pueden sintetizar macromoléculas a partir del diéxido de carbono y la
energia procedente de la luz. En consecuencia, en la naturaleza todos
los hongos existen como saprofitos (microorganismos que viven sobre
materia organica muerta o0 en descomposicién), simbiontes
(microorganismos que viven conjuntamente y en asociacién con otros,
con ventajas mutuas para ambos), comensales (dos microorganismos
gue viven en estrecha relacion y en la que mientras uno se beneficia, el
otro ni se beneficia ni resulta perjudicado) o como pardsitos
(microorganismos que viven sobre o en el interior de un huésped, del
que obtienen beneficios sin corresponder a cambio con unas
contribuciones utiles; ademas, en el caso de los patégenos, la relacion

resulta perjudicial para el huésped) (Moscoso, 2002).
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2.5.2. Estructura

Los hongos poseen las estructuras tipicas de las células
eucariotas. En contraste con las células bacterianas, las células de los
hongos poseen un complejo citosol que contiene (entre otras
estructuras) microvesiculas, microtabulos, ribosomas, mitocondrias,
aparato de Golgi, nucleos y un Reticulo Endoplasmatico de doble
membrana. Los nucleos de los hongos estan envueltos por una
membrana y contienen practicamente todo el ADN celular. Asimismo,
poseen un nucléolo verdadero y rico en ARN. Una interesante propiedad
peculiar de esta membrana es que durante el ciclo mitdtico persiste
durante toda la metafase; en cambio, la membrana nuclear de las
células de las plantas y los animales se disuelve y vuelve a formarse
posteriormente (tras la segregacion de los cromosomas a Sus

centrémeros) (Lehman, 1998).

Rodeando el citosol complejo se encuentra otra membrana, el
plasmalemma, formada por glucoproteinas, fosfolipidos y ergosterol. Es
significativo el hecho de que los hongos posean ergosterol (en lugar de
colesterol, que es el principal esterol que se encuentra en los tejidos de

los mamiferos), puesto que la mayor parte de las estrategias de
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tratamiento antifingico estan basadas en la presencia de ergosterol en

la membrana de los hongos (Lehman, 1998; Murray et al, 2012).

Al contrario de lo que ocurre en las células de los mamiferos,
inmediatamente por fuera del plasmalemma los hongos poseen una
pared celular rigida y formada por multiples capas. La pared celular, que
es estructural y bioquimicamente compleja, como componente
fundamental contiene quitina, un homopolimero de residuos N-
acetilglucosamina con enlaces B-(1,4). Por encima de la quitina se
encuentran capas de glucanos, asi como otros polisacaridos complejos
en asociacion con polipéptidos. En los hongos filamentosos, la
biosintesis de quitina ocurre en el extremo de crecimiento. La sintesis de
guitina esta controlada por la actividad de tres quitina-sintasas. Estas
enzimas estan localizadas en el citosol formando unas estructuras
aisladas y ligadas a la membrana que se denominan quitosomas. La
forma activa de la quitina-sintasa se encuentra en el plasmalemma;
asimismo, la polimerizacion de las microfibrillas de quitina ocurre en la

parte exterior de esta membrana (Lehman, 1998).

Ademas de la pared celular, algunos hongos producen también un

polisacarido capsular. Esta estructura aisla al microorganismo del
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ambiente que lo rodea, si bien al mismo tiempo permanece en
comunicacion directa con dicho ambiente; en el caso de los patdgenos,
este ambiente es el tejido del huésped. La pared celular y algunas
estructuras (p. ej., el material capsular) determinan la virulencia del
microorganismo y desempefian, asimismo, un papel en la aparicion en el

huésped de respuestas inmunoldgicas.

Aunque la mayoria de los hongos presentan una respiracion
aerobia, algunos poseen una capacidad limitada para la anaerobiosis
(fermentacidn) y otros son anaerobios estrictos. Desde el punto de vista
metabdlico, son heterétrofos y quimicamente versatiles, produciendo
metabolitos tanto primarios (p. e€j., acido citrico, etanol, glicerol) como
secundarios (p. €j., penicilina, amanitinas, aflatoxinas). En comparacion
con el tiempo de divisibn de las bacterias (minutos), el de estos

microorganismos es largo (horas) (Lehman, 1998; Murray et al, 2012).

Los hongos ademas, sus células vegetativas no son
acidorresistentes. Debido a los glucanos y otros polisacaridos complejos
gue componen su pared celular (que se tifien con los métodos de

metenamina-plata o con la tincién del acido peryédico de Schiff), en
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las secciones histopatologicas los hongos pueden tefirse mediante

procedimientos especiales.

Aungue la capacidad de los hongos para causar enfermedad en el
ser humano o en los animales parece ser accidental, la mayor parte de
los hongos causantes de enfermedades han desarrollado unas
caracteristicas que les permiten adaptarse y proliferar en ambientes
hostiles. Los hongos que colonizan las capas cutaneas de la epidermis o
gue invaden el pelo y las uifias metabolizan la queratina (proteina fibrosa
insoluble que constituye la materia principal de estos tejidos). Otros
hongos (p. ej., Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis,
Paracoccidiodes brasiliensis y Coccidioides inmitis) han desarrollado una
capacidad para vencer a diversos mecanismos de defensa celular del
huésped, pueden proliferar a temperaturas superiores a las del huésped
(37 °C), asi como a las que se encuentran en los ambientes naturales
(aproximadamente 25 °C) y, asimismo, pueden sobrevivir en caso de
disminucién del estado de oxidacion-reduccion (una situacion que
aparece en los tejidos lesionados). Los hongos pueden dividirse en dos
formas morfolégicas basicas: levaduras e hifas. Ademas, sus etapas de
desarrollo pasan por fases tanto vegetativa como reproductiva. Estas

fases se observan a menudo de manera simultdnea en los cultivos y, en
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ocasiones, no es posible separar una de otra con facilidad
(Murray et al, 2012).

Las levaduras son unicelulares y se reproducen asexualmente
mediante unos procesos denominados formacion de blastoconidios

(gemacién) o fision (Lehman, 1998).

La mayor parte de los hongos presentan unos filamentos tubulares
y ramificados (parecidos a hebras) que se denominan «hifas» y que se
alargan en sus extremos mediante un proceso llamado «extension
apical». Estas estructuras filamentosas pueden ser cenociticas (huecas
y multinucleadas) o bien tabicadas (divididas por particiones). El término
colectivo para un conjunto de hifas es micelio (sinbnimo de «moho»).
Las hifas que crecen sumergidas o sobre la superficie de un medio de
cultivo son llamadas hifas vegetativas (puesto que es responsable de la
absorcion de los nutrientes). En cambio, las hifas que se proyectan por
encima de la superficie del medio son denominadas hifas aéreas. Las
hifas aéreas producen a menudo unas estructuras especializadas
llamadas «conidios» (que son unos elementos de reproduccién asexual
conocidos también como «propagulas») que se transmiten facilmente

por el aire y se diseminan en el ambiente. La forma, el tamafio y ciertas
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caracteristicas del desarrollo de los conidios sirven al mic6logo para

identificar una especie concreta (Murray et al, 2012).

Es muy peculiar la morfologia de Candida albicans, que forma
parte de la flora normal de la boca, el tracto gastrointestinal y las
membranas que revisten la mucosa de otras cavidades y tejidos.
Ademas de ser levaduriforme o filamentoso, este microorganismo puede
adoptar una morfologia de pseudohifa en la que las células se alargan y
unen lo mismo que salchichas. La formacién de pseudohifas constituye
una forma exagerada del proceso de gemacion; en este caso, las células
recién formadas no adoptan una forma ovalada y se escapan de la
célula madre, sino que permanecen unidas a ella y siguen alargandose.
La morfologia de los hongos no es fija, puesto que algunos son
dimorficos (p. ej.,, H. capsulatum, B. dermatidis, C. inmitis, P.
brasiliensis); es decir, pueden existir en forma de micelio o de levadura
segun las condiciones ambientales del medio en que se encuentran (en
la tierra, sobre vegetacion en descomposicion o en los tejidos del

huésped) (Lehman, 1998; Murray et al, 2012).
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2.5.3. Levaduras

El término levadura se refiere a un germen unicelular nucleado, que
se reproduce por gemacion. Tal designacion suele considerarse
inadecuada, en parte porque algunas levaduras se reproducen por
fusién, y porque muchas producen micelio o pseudomicelio en
condiciones adecuadas; en parte porque puede haber otros hongos en
una forma unicelular de tipo de levadura que se reproduzcan por
gemacion, por ejemplo, los oidios. Basandose en la formacién de
esporas sexuales, algunas levaduras son ascomicetos, otras
probablemente son basidiomicetos (las levaduras basidioesporangicas) y
otras no se ha comprobado que tengan una etapa sexual y se agrupan
con los hongos imperfectos. Asi, pues, el término "levadura" tiene
significado algo incierto; como se utiliza de ordinario, se refiere a
aquellos microorganismos que suelen presentarse siempre o0

predominantemente en forma de levadura (Burroys, 1969).

Quizd las levaduras mas frecuentemente encontradas como
contaminantes de cultivos bacterianos, y que se descubren creciendo en
los alimentos, sean los asporégenos Rhodotorulae; las formas de color
rosado o coral, muchas veces observadas, son Rhodotorula, flava o R.

glutinis. Dada la distribucion ubicua de las levaduras, no sélo en el aire,
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el polvo y el suelo, sino en la superficie del cuerpo y en la boca, tubo
digestivo y vagina, no debe sorprender que estas formas se hayan
descubierto en muchos procesos patologicos. Al respecto, se han
descrito gran numero de especies, la mayor parte de veces en forma
inadecuada. En muchos casos la levadura probablemente no guardaba
relacion causal con la enfermedad; en otros se ha descrito
repetidamente una misma levadura como especie diferente, dando asi
origen a diversos nombres sinénimos, y se ha acumulado una lista muy

grande de levaduras "patégenas" (Murray et al, 2012).

El examen critico ha permitido aclarar que so6lo unas pocas
especies de levaduras son realmente patdgenas para el hombre y los

animales (Murray et al, 2012).

2.6. Candida albicans
2.6.1 Descripcion micolégica

Hongo dimorfo que forma largas pseudohifas, hifas y blastoconidios
(células gemantes subesféricas de 3-8 x 2-7 um). Asimilan y fermentan
azucares. Numerosas clamidosporas unicelulares, redondas u ovaladas,
con gruesa pared refringente (8-16 um de diametro), situadas al final de

las hifas, pseudohifas o laterales sobre blastoconidios ovalados.
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Colonias de crecimiento rapido, circulares, lisas, blancas o
cremosas, pastosas y blandas, de bordes precisos, centro ligeramente

prominente, con olor a levadura. (Pontoén et al, 2002)

2.6.2. Descripcion taxondmica

Su descripcidn taxondmica es la siguiente:
Reino: Fungi
Divisiéon: Deuteromycota
Clase: Blastomycetes
Orden: Pseudosaccharomycetales
Familia: Cryptococcaceae
Género: Candida
Especie: Candida albicans

Sinénimos: Monilia albicans, Candida stellatoidea

2.6.3. Composicion quimica

La composicion quimica de Candida albicans esta representada
por 20-40 % de proteinas y 30-50 % de polisacéaridos, mientras que la
proporcién de lipidos es variable. La fraccion lipidica va a depender de la
cepa, edad del cultivo, condiciones ambientales y del origen de la fuente

de carbono. (Murray et al, 2012).
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La pared celular de Candida albicans estda compuesta
principalmente por los polisacaridos manan, glucan y quitina. Aunque la
sintesis de los componentes de la pared celular esta dinAmicamente
influenciada por las condiciones de crecimiento y por los estadios

metabolicos.

El polisacarido manan representa aproximadamente entre 15,2 % y
22,9 % del peso seco y poco mas de 40 % de los polisacéaridos de la
pared celular del hongo. El D-Glucan B-1,3 y el D-Glucan (-1,6
constituyen entre 47 % y 60 % del peso seco de la pared celular. Otros
componentes han sido reportados, tales como proteinas en cantidades
gue oscilan entre 6 % y 25 %, lipidos entre 1 % y 7 % y quitina entre

0,6 % y 9 % del peso de la pared celular.

El nimero de capas y su morfologia varian; esta variacion esta
relacionada con varios factores tales como: la etapa de crecimiento
celular, la forma de crecimiento (como la levadura o como tubo
germinal), la capa seleccionada para su estudio, el medio de cultivo
empleado para el crecimiento celular y los procedimientos de fijaciéon. La

mayoria de los investigadores han descrito cinco capas dentro de la
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pared celular, las cuales son (de adentro hacia afuera): manoproteinas,

B-glucan-quitina, B-glucén, y una capa de fibrillas (Murray et al, 2012).

2.6.4. Ecologia

Candida albicans estd asociada ecol6gicamente a seres vivos de
sangre caliente. Su temperatura 6ptima de crecimiento es 37 °C. Los
tractos digestivo y respiratorio, junto con la mucosa genital (vagina), son
los reservorios mas importantes en los seres humanos y origen de
candidiasis enddgenas. En estas localizaciones se comporta como un
saprobio y su aislamiento no implica por si solo la presencia de
infeccion. Candida albicans no sobrevive durante mucho tiempo en
superficies secas pero su supervivencia es mayor cuando hay humedad
y se ha aislado de los cepillos dentales, cremas de manos, cosméticos y

ropa (Ponton et al, 2002).

2.6.5. Anatomia patoldgica y patogenia

Candida albicans presenta una serie de factores de patogenicidad
gue facilitan la colonizacién y la infeccién del hospedador. Entre ellos
cabe mencionar el dimorfismo o capacidad del hongo para desarrollar un

crecimiento levaduriforme y filamentoso, el cual favorece la evasion de
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los mecanismos defensivos del hospedador. También existen otros tipos

de factores de patogenicidad, tales como:

a)

b)

Adhesinas. Que permiten la union de la célula fungica a los
receptores del hospedador o a materiales plasticos utilizados
en medicina, como las protesis y los catéteres.

Proteinasas y fosfolipasas. Las cuales corresponden a
enzimas que favorecen la diseminacion por los tejidos del
hospedador

Tigmotropismo. Movimiento que permite encontrar

discontinuidades entre las células y penetrar en los tejidos.

d) Produccion de toxinas y sustancias inmunosupresoras

Cabe sefialar que la pared celular de C. albicans es esencial
para su patogenicidad desde el momento en que ésta es
requerida para su crecimiento. Ademas, la pared celular le
proporciona rigidez y proteccidén a esta especie. La adherencia
de este hongo es superior a la de otras especies de Candida y
es aumentada por la existencia de una lesién epitelial por los
carbohidratos y por la disminucion de la flora bacteriana

saprofita.
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Estos factores de patogenicidad estan controlados por diferentes
genes que se expresan en un numero determinado y momento
concreto y que determinan el fenotipo y patogenicidad de cada
aislamiento, entre los genes asociados a éstos se encuentra el gen de
la hexosaminidasa (HEX1), también se encuentran genes de proteinas
asparticas (SAP1, SAP2, SAP3, SAP4) y un gen que confiere
capacidad de producir tubos germinales y aumentar la adhesion

(Choquehuanca, 2004).

2.6.6. Epidemiologia

En los Estados Unidos las especies de Candida representan la
cuarta causa de septicemia intrahospitalaria (SIH): 8 % al 10 % del total
de estas complicaciones. Un grupo de investigadores reveldé que la
incidencia de infecciones intrahospitalarias en cualquier localizacion
anatomica es del 2,5 % al 10 %, que las SIH representan alrededor del
10 % de todas las infecciones intrahospitalarias y que el 8 % de estas
tltimas es causado por especies de Candida (alrededor de la mitad

ocurre en pacientes internados en UCI).

Por su parte, los datos del National Hospital Discharge Survey

(NHDS) revelan que desde 1996 hasta 2002, la frecuencia de
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candidiasis invasiva se mantuvo relativamente estable, en
aproximadamente 22 a 24 episodios por 100 000 enfermos/afio. El

namero se elevé a 29 por 100 000 pacientes en 2003.

Segun los datos del ARTEMIS DISK Antifungal Surveillance
Program, entre 1997 y 2003, la lista de especies aisladas de distintas
muestras siguié en aumento cada afio; a pesar de que C. albicans fue
la causa mas frecuente de candidiasis invasiva en todo el mundo, la
frecuencia se redujo con el paso del tiempo (del 73,3 % al 62,3 %). La
incidencia de infecciones por C. glabrata y C. krusei se mantuvo
relativamente estable, mientras que las infecciones por C. tropicalis y
por C. parapsilosis aumentaron (del 4,6 % al 7,5 % y del 4,2 % al

7,3 %, respectivamente).

En Estados Unidos, C. glabrata es la segunda especie mas comun
en los casos de SIH, después de C. albicans; en cambio, en otros
paises, las especies mas frecuentes son C. parapsilosis y C. tropicalis

(SIIC, 2002).

Los factores predisponentes para esta frecuencia elevada de

infecciones por levaduras son:
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Aumento de la utilizacion de quimioterapia y de trasplantes de
meédula 6sea y de otros dérganos, con inmunosupresion intensa

acompaifante.

Internaciones prolongadas en hospitales.

Cateterismo vascular.

Administracion prolongada de antimicrobianos de amplio espectro.

Uso profilactico extenso de antimicoticos.

La candidemia, definida como la infeccion del torrente sanguineo,
puede derivar en la diseminacion de la infeccion a mdltiples 6rganos
determinando la formacion de microabscesos, lesiones cutaneas
embodlicas, abscesos renales y hepatoesplénicos, endocarditis,

meningitis, artritis, osteomielitis y endoftalmitis. (Choquehuanca, 2004).

La incidencia de infecciones invasoras causadas por Candida ha
aumentado en forma importante en las dUdltimas décadas como
consecuencia del aumento de poblaciones de mayor riesgo, ya sea por
su condicion de inmunosupresion, o por la utilizacion de procedimientos
diagnésticos y/o terapéuticos invasores. Sin embargo, el compromiso

osteoarticular por Candida, secundario a la invasiéon del torrente
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sanguineo por el hongo, es una localizacion infrecuente

(Choquehuanca, 2004).

2.7. Candidiasis
2.7.1. Generalidades

En los pacientes con trastornos del sistema inmunitario y en los
enfermos internados con patologias graves, las infecciones por hongos

son una causa importante de morbilidad y de mortalidad.

Las distintas especies de Candida, ampliamente distribuidas, son
los hongos mas comunes causantes de micosis; integran la flora
microbiolégica normal pero s6lo 10 especies son causa de enfermedad
en los seres humanos. La patologia asociada con estos hongos incluye
un amplio espectro, desde trastornos leves de la piel y mucosas hasta
infecciones potencialmente fatales (candidemia, peritonitis, endocarditis
infecciosa, infecciones de catéteres intravasculares y meningitis).
Aunque algunas de las entidades son dificiles de categorizar, se
considera que la candidiasis invasiva incluye a la candidemia y a la

candidiasis sistémica (SIIC, 2002).
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La candidiasis es una infeccién por hongos que también se conoce
por los nombres de moniliasis, “infeccion por levaduras”, “infeccion por
hongos”; son causadas por un hongo del género Candida, el mas

frecuente de todos es la Candida albicans, que causa alrededor del

90 % de las infecciones por hongos. (Koneman, 1987)

Otros miembros de la familia, que pueden ocasionar la infeccion,
son la Candida tropicalis, C. krusei, C. glabrata y C. parapsilosis. Los
principales factores de patogenicidad que contribuyen al aumento en su
capacidad de infectar son la germinacién rapida en los tejidos después
de diseminarse por el torrente circulatorio; la produccion de proteasas,
las adhesinas para las proteinas de la matriz extracelular, los

receptores de union al complemento y los cambios fenotipicos.

Las principales manifestaciones clinicas de Candida albicans son

de tres tipos: mucocutanea, cutanea y sistémica. (Koneman, 1987).

2.7.2. Tipos de candidiasis
2.7.2.1. Candidiasis mucocutanea
La candidiasis de las mucosas afecta sobre todo la cavidad bucal y

el conducto vaginal. La candidiasis bucal, una enfermedad conocida
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como muguet, es la manifestacion clinica mas frecuente de candidiasis
en los seres humanos. La infeccion se manifiesta como placas blancas
en la mucosa bucal y la lengua, que, en las infecciones mas graves,
pueden unirse en una membrana. Estas se adhieren firmemente al
epitelio y cuando se las retira revela una base enrojecida y edematosa.
El diagndstico puede hacerse mediante la observacion de las
pseudohifas y los blastoconidios caracteristicos en la microscopia de
las preparaciones tefiidas con Gram de frotis del exudado, entre las
causas predisponentes figuran la alteracion de la flora normal después
de la antibiético terapia prolongada, el pH bajo de las secreciones
salivales en los recién nacidos, la hipertrofia de las papilas de la lengua
(lengua negra vellosa) y la glositis cronica. La candidiasis bucal se
reconoce ahora como una enfermedad que define el SIDA y se observa

casi en el 100 % de estos pacientes.

Aunque clasicamente esta causada por Candida albicans, la
especie estrechamente relacionada, Candida dubliniensis, ha surgido
hace poco como el agente mas problematico en muchos casos, lo que
expresa la resistencia inducida a ciertos agentes antimicéticos
derivados de los azoles, en especial el fluconazol. Por consiguiente,

puede estar indicada la identificacion por el laboratorio de C.
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dubliniensis para los casos de muguet bucal antes de administrar el

tratamiento empirico con un antimicotico azélico (Koneman, 1987).

Las mucosas de la traquea, los bronquios y casi cualquier parte del
tubo digestivo, pueden sufrir infecciones por Candida. Un ambiente con
pH bajo puede explicar esta predisposicion, en especial en los
pacientes con procesos malignos de la sangre. La difagia, el dolor
retroesternal, la hemorragia gastrointestinal alta y las nauseas son
sintomas asociados. La candidiasis esofagica también puede suceder
como una propagacion orofaringea, sobre todo en los recién nacidos

(Koneman, 1987).

2.7.2.2. Candidiasis Cutanea

Las infecciones de la piel suelen afectar las partes humedas e
intertriginosas, como las zonas interdigitales de las manos y los pies,
debajo de las mamas, las axilas y los pliegues de la ingle. La infeccién
de las ufias se conoce como onicomicosis 0 paroniquia si estan
afectados los pliegues de la piel que encierran las ufias. La dermatitis
de pafal en los recién nacidos también es una manifestacion frecuente.
La candidiasis mucocutanea crénica es una infeccion oportunista de la

piel y las mucosas, asociada con varios trastornos genéticos que
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afectan la funcibn de los leucocitos o del sistema endocrino

(Koneman, 1987).

2.7.2.3. Candidiasis diseminada

La candidiasis sistémica es una enfermedad relativamente rara,
que suele suceder como un episodio terminal de los pacientes con
neoplasias debilitantes (crisis blasticas de leucemias y linfomas por
ejemplo), enfermedades inmunosupresoras y luego del trasplante de
organos, en especial durante el sindrome de rechazo agudo. A
continuacion se describen los 6rganos en los cuales puede producirse
la siembra tras la diseminacion de las especies de Candida a partir de

los sitios primarios de infeccion mucocutanea.

2.7.2.3.1. Candidiasis del aparato urinario

Esta presentacién es relativamente rara y se manifiesta como
cistitis, causada con mayor frecuencia por Torulopsis (Candida)
glabrata y pielonefritis, ya sea por via ascendente a partir de la
infeccion vesical o por diseminacion hematica desde un sitio primario
distante de infeccion. Pueden verse agregados de pseudohifas y
blastoconidios en la histologia de los glomérulos, probablemente en un

microambiente que favorece el crecimiento debido a la disminucién de
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pH por el intercambio de iones de Na* e H". En la actualidad, Candida
(Toruplosis) glabrata es el segundo o tercer de agente causal de
infecciones superficiales (bucal, esofagica, vaginal o urinaria) o
sistémicas candididsicas. La emergencia de C. glabrata como patdgeno
intrahospitalario puede relacionarse con su resistencia a los azoles que
se han usado de manera eficaz en el tratamiento de otras infecciones

por levaduras (Koneman, 1987).

2.7.2.3.2. Endocarditis

Esta infeccion se ve mas a menudo en personas con valvulopatias
preexistentes, en especial tras episodios de septicemia asociados con
el uso de catéteres permanentes, infusiones intravenosas. Hogevik y
Alestigt presentaron siete casos de endocarditis en el oeste de Suecia.
En cuatro casos las infecciones se asociaron con la colocacién de
prétesis valvulares; en tres casos estaban afectadas las vélvulas
propias. Debido a la alta mortalidad, los autores hacen hincapié en la
necesidad del diagndéstico temprano, el tratamiento antimicético
inmediato y la cirugia de urgencia si la ecografia revela una falta de
respuesta, la septicemia por Candida también puede observarse en los
pacientes que reciben antibiéticos y corticosteroides por periodos muy

prolongados. Aunque la mayoria de las cepas de C. albicans pueden
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aislarse en los cultivos de sangre realizados en los frascos para
hemocultivos comerciales, Marcelis y cols. Informaron que los medios
de cultivo que contienen resina (especificamente, en sus estudios
utilizaron BACTEC PLUS que tiene un alto contenido en resina) puede
reforzar la recuperacién, en especial en pacientes que reciben

antibioticos (Koneman, 1987).

2.7.2.3.3. Meningitis por Candida

Esta enfermedad rara es secundaria a la diseminacion a partir de
los sitios de infeccion en los aparatos gastrointestinal o respiratorio,
émbolos sépticos liberados de las valvulas cardiacas infectadas,
traumatismo o como complicacion de una neurocirugia. En una revision
retrospectiva de 21 casos de especies de Candida aisladas en el
liquido cefalorraquideo luego de una neurocirugia, Geers y Gordon
encontraron que el 86 % de estos pacientes tenian valvulas
cerebroespinales permanentes (desviaciones). Gelfand vy cols.
Informaron casos de sobreinfeccion tras meningitis bacteriana aguda
en adultos que sufrieron traumatismo del sistema nervioso central o
intervencidn quirdrgica. Estos autores aconsejan que en todo paciente
con meningitis bacteriana que no mejora con tratamiento

antimicrobiano debe investigarse la sobreinfeccion por Candida, en
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especial en los casos en que hay colocados catéteres permanentes

(Koneman, 1987).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de estudio
El presente estudio se realizé en el Laboratorio de Microbiologia
y en el Laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de Ciencias

de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann -Tacna.

3.2. Tipo de estudio

Es una investigacion cuasi experimental prospectivo.

3.3. Unidades de estudio

3.3.1. Material biolégico

El aceite esencial de Tagetes minuta L. fue obtenido
en el Laboratorio de Microbiologia, Escuela de Biologia
Microbiologia, de la Facultad de Ciencias de Ia

Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann -Tacna.

3.3.2. Material microbiolégico

Se trabajo con una levadura oportunista; Candida
albicans, proporcionado por el Laboratorio del Hospital

Hipolito Unanue de Tacna.
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3.4. Materiales de laboratorio

3.4.1. Material de vidrio

>

>

vV Vv VY VvV VY

Balones de vidrio de 500 y 1000 ml
Micro pipetas de 0,5 — 10 pul, 20 — 200 pl
y, 100 — 1000 pl

Probetas de 10 y 50 ml

Tubos de ensayo de 13 x 150 mm
Placas Petri de de 15 x 100 mm

Vaso precipitado de 50, 100 y 250 ml

Matraces de 50 y 100 ml

3.4.2. Medios de cultivo

vV VvV VYV V¥V

Agar Nutritivo
Agar Papa Dextrosa (PDA)
Agar Sabouraud

Caldo Cerebro Corazon (BHI)

3.4.3. Reactivos

>

>

>

Dimetilsulféxido
Alcohol de 70°

Agua destilada
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3.4.4. Equipos y otros
Equipo de destilacion a escala industrial

Balanza analitica
Autoclave

Incubadora

Cémara cuenta colonia
Refrigeradora

Asa bacteriolégica
Pinzas

Mechero Bunsen
Gradilla

Céamara fotografica digital

vV Vv VY Vv VY ¥V VvV VYV VYV VY V VY

Papel aluminio

3.5. Metodologia

3.5.1. Recoleccién de Tagetes minuta L.

La planta Tagetes minuta L. “huacatay” se obtuvo
en una comercializadora ubicado en el mercado de la
localidad (Mercado Grau) y se colocé en bolsas de
primer uso para Su conservacion hasta su

procesamiento.
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3.5.2. Secado de Tagetes minuta L.

Para el secado de la muestra se empled una
habitacién de 3 m? por un periodo de 2 a 4 dias, la cual
cumplié con los siguientes requisitos: buena circulacion
de corrientes de aire, poca luz, temperatura de 25-28 °C
y baja humedad. La muestra que se recolecté se
extendi6 de forma homogénea y uniforme sobre una
plataforma horizontal de madera para evitar la humedad
entre ellas y permanentemente se removid  para

conseguir un buen secado homogéneo.

3.5.3. Obtencion del aceite esencial de Tagetes minuta L.

Técnica: Arrastre de vapor (Lock de Ugaz, O. 1994) y

Martinez M, Alejandro (2001).

Para la extraccion del aceite esencial de Tagetes
minuta L. se colocdé aproximadamente 200 gramos de
muestra (hojas y tallos) en un balon, de capacidad
volumétrica de un litro (balén de extraccion) mientras se
agregaba agua (volumen aproximado de 650 ml) en otro
balén de extraccion, de la misma capacidad del anterior,

el cual fue sometido a calor directo (cocina eléctrica) y
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3.5.4.

luego por arrastre a vapor se logré la obtencion de la
muestra de aceite esencial de Huacatay. El producto se
recogié en un tubo de ensayo con tapa rosca y se
almacené a temperatura de refrigeracion y en oscuridad

hasta el momento de su utilizacion.

Evaluacion de la actividad del aceite esencial de

Tagetes minuta L.

Técnica: Método de difusion de disco o Kirby Bauer
(Koneman y col, 2004) y Manual de Procedimientos para
la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el Método
de Difusion (2002).

La actividad antimicrobiana del aceite esencial se
evalu6 por el método de difusion en disco. Para evaluar
la sensibilidad de estos microorganismos al aceite
esencial se empleé el método de difusion radial en el
medio agar PDA (agar papa dextrosa) segun
recomendaciones del NCCLS (National Commitee for
Clinical Laboratory Standars) utilizando para ello discos
de inhibicion embebidos con el aceite esencial a

volimenes de 2,5 ul, 5,0 ul, 7,5 ul, 10 pl, 15 pl, 20 pl
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respectivamente. Esta técnica estandarizada por la
NCCLS esta basada en el conocido método de Kirby
Bauer. Este método de difusion se basa en que el
compuesto a estudiar se difundiera por el medio
agarizado produciendo un gradiente de concentracion,
entonces, si el compuesto es efectivo contra el
microorganismo probado se formard una zona de
inhibicion alrededor del disco embebido en el compuesto.
El tamafio de la zona de inhibicion proporcion6 indicios

de la relativa actividad de la sustancia.

A. Determinacion de la concentracion del aceite esencial de

Tagetes minuta L.

Probeta de 10 ml vacia = 16,2976 g
Probeta de 10 ml con aceite = 16,4122 g
Masa = 16,4122 g - 16,2976 g=0,126 g
Volumen = 200 pl 00,2 cm?®
D: densidad

m: masa

v: volumen
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D=m/v D =0,126 g/ 0,2 ml = 0,63 g/ml
D =0,8909 mg/ pl
1lg ——— 1000 mg
0,63g — X X =630 mg
cc =1000 pl — 630 mg
2,5 pl —> X
X=1575mg/ ul
Cuadro N° 3. Concentraciones del aceite esencial de cedrén en

discos de sensibilidad.

TRATAMIENTO | VOLUMEN | CONCENTRACION
(T) (W) (mg/ul )
T1 2,5 1,575
T2 5,0 3,15
T3 7,5 4,725
T4 10,0 6,3
T5 15,0 9,45
T6 20,0 12,6

Fuente: Elaboracion propia.
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Con el objeto de conocer entre cuales de estas concentraciones
pudiese estar el MIC (Concentracion Minima Inhibitoria); las
placas Petri con muestras se incubaron a 37 °C por un periodo
de 24 horas. Posteriormente, se observo la presencia del halo
gue se formé y se anot6 el tamafio del halo en la zona de

inhibicion.

B. Estandarizacion de la poblacién microbiana de estudio:

Preparacion del in6culo para Candida albicans

En la estandarizacion de la poblacién microbiana se
utiliz6 a partir de colonias de la levadura en estudio bien
aislada de un cultivo puro de agar nutritivo. Con un asa
bacteriolégica se transfirieron las colonias a un tubo que
contenga 5 ml de Caldo BHI, homogenizando las colonias
hasta lograr turbidez, se incubo el in6culo a 37 °C por 4
horas, posteriormente, el indculo se estandarizé por turbidez
con el tubo 0,5 de la escala de Mac Farland cuya poblacion

microbiana fue de 1,5 x 108 ufc /ml.
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C. Preparacion de los discos de sensibilidad con las
diferentes concentraciones del aceite esencial de

Tagetes minuta L.

En esta etapa se prepar6 discos de sensibilidad 6 mm
de diametro de papel Wathman N° 42 previamente
esterilizados, los discos de sensibilidad fueron embebidos
con una micropipeta de rango variable con volimenes de
2,5 ul, 5,0 pl, 7,5 pl, 10 pl, 15 pl y 20 pl de aceite esencial

respectivamente.

D. Prueba de susceptibilidad: Método de difusién en disco
de susceptibilidad (Kirby - Bauer)
De la suspensiéon microbiana de concentracién de 1,5
x 10° ufc /ml que se estandarizé, con la ayuda de una micro
pipeta se tomaron 100 pl del in6culo micético, los cuales
se colocaron en las placas con agar PDA (agar papa
dextrosa) procediendo a diseminar con una asa Digraslky,
realizando un estriado homogéneo sobre toda la superficie
de la placa. Luego, se dej6é secar durante 10 a 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, usando una pinza

estéril se tomo los discos impregnados con el aceite esencial
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y se colocaron sobre la superficie de las placas con agar
PDA (agar papa dextrosa), haciendo una ligera presion para
asegurar el contacto con el medio. Las placas fueron
incubadas a 37 °C durante 24 horas para observar la
presencia y el tamafo de los halos de inhibicion. Por otro
lado, la lectura se realiz6 midiendo los halos de inhibicion
sobre el crecimiento del microorganismo alrededor del
didmetro del disco. Para interpretar los resultados se tomo
como referencia las pautas dadas por Duraffourd (1983);

gue considera la actividad de los aceites como:

» Sensibilidad limite para un didmetro entre 9 a 14 mm.

» Sensibilidad Media para un diametro comprendido entre
15a19 mm.

» Sumamente sensible para un diametro superior o igual a

20 mm.
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3.5.5. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI): Método de la macro dilucion en medio liquido

Técnica: (Granados y Villaverde, 1996).

A. Preparacién de la solucién madre
Se prepar6 una solucion madre de 10 000 pl; la cual
contenia 1 800 ul de aceite esencial en 1 800 pul de DMSO
(Dimetilsulféxido), para 6 400 pl de medio BHI (Infusion
Cerebro Corazon). La concentracion final se obtuvo de la
siguiente forma. En primer lugar, se determiné la densidad

del aceite esencial de Tagetes minuta L.
D=m/V

D=0,126g/ 0,2 ml =0, 63 g/ml
D=0,63g/ml

m=DxV

m = 0,63 g/ml x 1 ml

m =0,63¢g

Entonces, en 1 ml de aceite esencial existe una

concentracion de 0,63 g de aceite esencial de “huacatay”.

62



Sin embargo, para la solucién madre sélo se trabajo con
miligramos de aceite esencial de Tagetes minuta L.

1lg —_— 1000 mg
063g X
X =630 mg
Entonces, en 1 ml 0 en 1 000 ul hay una concentracion
de 630 mg de aceite esencial de Tagetes minuta L.

Para la solucién madre, se llevo a 1 800 pul de aceite

esencial lograndose determinar lo siguiente:
630mg. ——5 1000wl
X — 1800l
X =1 134 mg/ml

Por tanto, en 1 800 ul de aceite esencial existe una
concentracion de 1 134 mg de aceite esencial de Tagetes

minuta L.

Para la solucibn madre: Esta concentracion se

diluyé en 10000 pl de solucion total.

1134 mg ———» 10000 pl

X —— 1000 l

X=113,4mg
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Entonces, en 1 ml 0 1 000 ul tiene una concentracion
de 113,4 mg/pl de aceite esencial de Tagetes minuta L. Pero
en 500 ul de solucién madre se tuvo:
113,4mg —> 1000 pl

X — 500 ul
X =56, 7mg
Finalmente, en 500 pl se tiene una concentracion de 56,7
mg de aceite esencial de Tagetes minuta L., pero ésta se
diluyé en un tubo con 6400 pl del medio BHI (Infusién
Cerebro Corazén) alcanzandose una concentracién final de

725,76 mg /pl.

. Preparacion del MIC (Concentracion Minima Inhibitoria)

para Candida albicans

Se utiliz6 el método de la macro dilucién en tubos
con medio BHI (Infusibn Cerebro Corazon), preparando
diluciones del aceite esencial de Tagetes minuta L. a
diferentes concentraciones, después de lo cual se agrego
una suspension bacteriana constante de acuerdo al

estandar de turbidez de 0,5 de Mc Farland. Se prepararon
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12 tubos de 15 X 125 mm a los cuales se les agregé lo

siguiente:

CUADRO N° 4. Preparacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI)

de Tagetes minuta L.

Vol. de ] Vol. Total Conc. Sol. Conc. final
_ Medio
Tratamiento | gglycién BH| de la madre en 1 dela
Madre solucién 000 ul solucién
T1 41 ul 2959 ul | 3000 pl |4,6494mg/ul | 1,5498 mg/ul
T2 47 ul 2953 ul | 3000 pl |5,3298mg/ul | 1,7766 mg/ul
T3 51 ul 2943 ul | 3000 pl |5,7834mg/ul | 1,9278 mg/ul
T4 56 ul 2944 ul | 3000 pl |6,3504mg/ul | 2,1168 mg/ul
T5 62 ul 2938 ul | 3000 pl | 7,0308mg/ul | 2,343 mg/ul
T6 67 ul 2933 ul | 3000 pl | 7,5978mg/ul | 2,5326 mg/ul
T7 72 2928 pl | 3000 pl |8,1648mg/ul | 2,7216 mg/ul
T8 76 ul 2924 ul | 3000 pl |8,6184mg/ul | 2,8728 mg/ul
T9 81 ul 2919 pl | 3000 pl |9,2988mg/ul | 3,0996 mg/ul
T10 87 ul 2913 pl | 3000 pl |9,8658mg/ul | 3,2886 mg/ul
T11(+) - 3000 pl | 3000 p - -
T12(-) 100 pl 2900 pl - - -

Fuente: Elaboracion propia.
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3.5.6. Determinacién de la Concentracion Minima Fungicida

(CMF)

A. Determinacién de la Concentracién Minima Fungicida

(CMF) para Candida albicans
Técnica: (Granados y Villaverde, 1996).

Una vez obtenido la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) por el método de la macro dilucién en
medio liquido se procedid a realizar la obtencién de la
Concentracion Minima Fungicida (CMF), tomando los

tres tubos en donde no se presentoé turbidez.

Se procedié a tomar 100 pl de los tubos 8, 9 y 10 para
sembrar en placas con el medio PDA (Agar Papa
Dextrosa), con la ayuda de un asa Digraslky se diseminé
y se incub0 a 37 °C durante 24 horas. Posteriormente, se
procedio a contar el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) presentes para cada concentracion del
aceite esencial de Tagetes minuta L. y asi ubicar el

correspondiente CMF (< 1 ufc/placa).
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3.5.7. Disefio experimental

Para la ejecucion del experimento se utilizd el
disefio experimental de bloques completamente al azar
con 06 tratamientos (concentraciones) y 04 repeticiones,
haciendo un total de 24 unidades experimentales

(OMS, 1979).

3.5.8. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd la técnica
de andlisis de varianza (ANDEVA), usando la prueba F a
un nivel de significaciéon de 0,01 y para establecer las
diferencias medias entre las concentraciones se
utilizaron la prueba de significacion de Tukey al 0,01.
Para el andlisis de datos se utiliz6 el paguete estadistico
STATGRAPHICS plus version 5,1 en espafiol. Los
tratamientos a base de aceite esencial de Tagetes
minuta L. se expresaron en términos de mg/ml, mientras
gue los promedios de los halos de inhibicion o de

sensibilidad se expresaron en milimetros (mm).
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IV. RESULTADOS

Se realizé el estudio in vitro en la especie fungica Candida albicans,
proporcionado por el Laboratorio del Hospital Hipdlito Unanue de Tacna,
demostrandose la sensibilidad del hongo mencionado frente al aceite
esencial de Tagetes minuta L, trabajadndose con seis tratamientos y cuatro

repeticiones.

Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas realizadas han sido
agrupados en Cuadros y Gréaficos para una mejor interpretacion de los
resultados que se detallan a continuacién. Se utilizé6 el disefio
completamente aleatorizado, debido a que éste es un disefio de
distribucion simple, al azar, siendo util para métodos y técnicas de

laboratorio.
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Cuadro 5. Resultados obtenidos en la Universidad Catdlica de Santa
Maria Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y
Biotecnologias referente a la composicién fitoquimica del

aceite esencial de Tagetes minuta L. “huacatay”.

ANALISIS FISICOQUIMICO
ANALISIS RESULTADO

e Beta-pinene (1,54)

e 1-Decene (4,25)

e Undecane (3,8)

e Limoneno (3,47)

e Undecane (2,33)

e 2-Phenylpropyl butyrate (1,7)

Determinacion cuantitativa de e Undecane (6,27)
metabolitos secundarios (%) e 1-Octanol, 2-methyl- (1,37)

e 4-Octyne-3,6-diol (1,68)

Cromatografia ~ Gaseosa  con | e Nonane,5-butyl- (1,38)
deteccion de masas, método de | ¢ 1-Dodecene (17,76)
_cuantificacién por normalizacion | ¢ Dodecane (3,09)

Interna. e Bicyclo(3.1.1)heot-3-en-2-

one,4,6, (5,31)

e 2-Decenal, (E)- (1,2)

e Tridecane (1,54)

e 2-Undecenal (1,93)

e 1-Tridecene (41,4)

Fuente: Universidad Catdlicas Santa Maria - Laboratorio de Ensayo y

Control de Calidad - Arequipa

En el Cuadro 5 se muestra la composicion fitoquimica del aceite esencial

de Tagetes minuta L. “huacatay” obtenido por el método de cromatografia
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gaseosa con detecciébn de masa en forma cualitativa y cuantitativa. Se
determind que los componentes con mayor presencia son: 1-Dodeceno o

alfa-Dodeceno (17,76 %); 1-Trideceno (41,4 %) y limoneno (3,47 %).
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Cuadro 6. Evaluacion antimicotica in vitro del

Tagetes minuta L.

aceite esencial de

‘huacatay” frente a Candida albicans

por el método de difusion en disco Kirby-Bauer.

ACEITE ESENCIAL DIAMETRO
TRATAMIENTOS | DE HALOS DE
VOLUMEN | CONCENTRACION | INHIBICION
(ml) (mg/ml) (mm)
T1 2,5 1,575 11
T2 5,0 3,15 17
T3 7,5 4,725 24
T4 10,0 6,3 28
T5 15,0 9,45 32
T6 20,0 12,6 46

Fuente: Elaboracion propia.

En el Cuadro 6 se observa el efecto antimicético de las 6 concentraciones

probadas que se evidencian con halos de inhibicion entre 11 y 46 mm de

diametro. Siendo la concentracion de 12,6 mg/ml la que generd el halo de

mayor tamafo y la concentracion de 1,575 mg/ml la que generd el halo de

menor tamano.
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Cuadro 7. Evaluacion antimicotica

in vitro del

aceite esencial de

Tagetes minuta L. ‘huacatay” frente a Candida albicans por

el método de difusién en disco de Kirby-Bauer.

Aceite esencial

Diametro de los halos de
inhibicién (mm)

Promedio
Tratamiento Concent. Repeticiones del halo
(mm.)
Volumen
(mg/ml) R1 R2 R3 R4
T1 2.5 1,575 13 16 13 11 13,25
3,0 1,890
T2 13 14 13 15 13,75
35 2,205
T3 14 14 16 13 14,25
T4 4,0 2,520 14 | 15 | 16 14 14,75
T5 4,5 2,835 16 16 17 16 16,25
T6 5,0 3,15 21 22 16 17 19,0

Fuente: Elaboracién propia.

En el Cuadro 7 se observa el efecto antimicética de las 6 concentraciones

probadas que se evidenciaron con halos de inhibicion entre 13,25y 19,0

mm de didmetro. Siendo la concentracion de 3,15 mg/ml la que generé el

halo de mayor tamafio y la concentracion de 1,575 mg/ml la que genero el

halo de menor tamafo.
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Cuadro 8. Determinacién del grado de sensibilidad de Candida albicans

a diferentes

Tagetes minuta L. *huacatay” segun Duraffourd (1983).

concentraciones

del

aceite esencial

de

ACEITE ESENCIAL GRADO DE SENSIBILIDAD
TRNAISQME Sensibilidad Sensibilidad Sumamente
limite: entre 9a | media: entre | sensible: de 20
Volumen Concentracion 11 mm 11a20 mm mm a mas
(ml) (mg/ml)
Sensible = + Muy sensible Sumamente
= ++ sensible = +++
T1 2,5 1,575 11
T2 5,0 3,15 17
T3 7,5 4,725 24
T4 10,0 6,3 28
T5 15,0 9,45 32
T6 20,0 12,6 46

Fuente: Elaboracién propia.

En el Cuadro 8 segun Duraffourd (1983), se reportd la sensibilidad a

partir del tratamiento T1 con un halo de 11 mm a la concentracion de

1,575 mg/ml, hasta el tratamiento T6 con un halo de inhibicién de 46,0

mm a la concentracion de 12,6 mg/ml.
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Cuadro 9. Analisis de varianza para comparar la actividad antimicrobiana
del aceite esencial de Tagetes minuta L. a través de la
variacion de los promedios de los halos de inhibicion frente a

Candida albicans entre los diferentes tratamientos.

Fuentes de Grados | Sumade |Cuadrado F Significacion
variabilidad de cuadrados| medio |calculado 0,01
libertad

Concentraciones 5 90,208 18,04 6,83 0,0017 **
Halos (Bloques) 3 10,125 3,375 1,28 0,3179 ns
Error 15 39,625 | 2,642

experimental
Total 23 139,958

CV:10,69 % ** Diferencias altamente significativas ns: No significativo

1.- Formular la hipotesis
H, - El promedio entre las concentraciones son iguales
H, : Las diferentes concentraciones tienen el mismo efecto sobre las

variables de estudio

H, : No todos los promedios entre concentraciones son iguales
H, : Las diferentes concentraciones tienen diferente efecto sobre

las variables de estudio
2.-Nivel de significancia a=5%=0,01

3.- Estadistico de prueba Fc =6,83; p=0,0017
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4.- Decision: p =0,0017 < «=1% = 0,01, entonces se acepta H;

5.- Conclusién: Al nivel del 1% de significancia se concluye que el
tamafio de los halos en las diferentes repeticiones son diferentes, es
decir que existen diferencias significativas entre los tratamientos con un

nivel de confianza del 99 %

En el Cuadro 9 el analisis de varianza utilizado para Fc fue de 0,01 % de
probabilidad; los promedios de halos de inhibicién indican que no existen
diferencias estadisticas a nivel halos, es decir, fueron uniformes; sin
embargo, para los tratamientos se encontraron diferencias estadisticas
altamente significativas, por lo que se deduce que existe evidencia
estadistica para sefalar que los diferentes tratamientos influyeron
directamente sobre la variable en estudio, con un nivel de confianza del

99 %.
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CUADRO 10. Prueba de significacion de Tukey para los promedios de
los halos de inhibicion de los diferentes tratamientos del
aceite esencial de Tagetes mimutal. frente a

Candida albicans.

Orden Tratamientos | Promedio Significancia
de mérito (mg/ml) de halos a 0,01
(mm)
1 Te 19,0 a
2 Ts 16,25 ab
3 T, 14,75 ab
4 T3 14,25 b
5 T, 13,75 b
6 T1 13,25 b

Fuente: Elaboracion propia.

La prueba de significacion de Tukey indica que el tratamiento T6, T5 y
T4 lograron los mayores promedios con 19,00; 16,25y 14,75 mm, siendo
estadisticamente similares en sus promedios, el resto de tratamientos
fueron estadisticamente similares, donde los tratamientos T2 y T1
obtuvieron los menores promedios con 13,75 y 13,25 mm,

respectivamente.
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Medias y 99,0 Porcentajes Intervalos de Confianza

22

20

18

16

14

12

Diametro de los halos (mm)

TT T[T T T[T T T[T T T [T T T [TTT
ce b b b b by

10

t1 t2 t3 t4 t5 t6
Tratamientos

Gréfico 1. Prueba de significancia de Tukey para la actividad antimicotica
del aceite esencial de Tagetes minuta “huacatay” frente a

Candida albicans.

En el gréfico 1 se muestra el grafico de medias e intervalos de Tukey al
99,0 % no apreciandose diferencias estadistica significativas entre los
tratamientos; sin embargo, destacaron con los mayores promedios el TS5 y

T6.
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Tratamientos

Gréafico 2. Promedio de cada uno de los halos y los tratamientos del
aceite esencial de Tagetes minuta L. en estudio frente a

Candida albicans.

En la gréafico 2 se observa los promedios de cada uno de los tratamientos
en estudio donde se determiné que el mayor promedio lo obtuvo el
tratamiento T6 que alcanzé el mayor promedio de 19 mm. Los promedios
mas bajos correspondieron a los tratamientos T2 y T1 con 13,75y 13,25

mm, respectivamente.
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CUADRO 11. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) producido por el
aceite esencial de Tagetes minuta L. ‘huacatay” frente a

Candida albicans.

Tratamiento Concentracion (mg/ml) Turbidez
T1 1,5498 mg/ul T
T2 1,7766 mg/ul T
T3 1,9278 mg/ul T
T4 2,1168 mg/ul T
T5 2,343 mg/ul T
T6 2,5326 mg/ul T
T7 2,7216 mg/ul T
T8 2,8728 mg/ul NT
T9 3,0996 mg/pl NT
T10 3,2886 mg/pl NT
TP Control Positivo T
TN Control Negativo NT

Fuente: Elaboracion propia.
T: Presenta turbidez.

NT: No Presenta turbidez.
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El Cuadro 11 muestra la determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria a diferentes concentraciones del aceite esencial
de Tagetes minuta L., donde se observa que a partir de la
concentracion de 2,8728 mg/ml se inhibe el crecimiento
microbiano; pero no se nota a partir de 1,5498 mg/ul. Por tanto, el

MIC para Tagetes minuta L. fue de 2,8728 mg/ml.
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Cuadro 12. Concentracion Minima Fungicida (CMF) producido por el
aceite esencial de Tagetes minuta L. “Huacatay” frente a

Candida albicans.

N° Tubos | N° Placas Conc. mg/ml | UFC/Placa | Observaciones
8 P1 2,8728 10
™ P2 3,0996 4
T10 P3 3,2886 0 CMF

Fuente: Elaboracién propia.

El Cuadro 12 muestra la determinacion de la Concentracion Minima
Fungicida (CMF), basandonos a partir de los resultados obtenidos del
Cuadro 10; tomando los 3 primeros tubos en donde no se evidencio
turbidez. Encontrandose que en el tubo 10 con la concentracién de 3,2886
mg/ml hubo inhibicion total del crecimiento microbiano; mientras que en el
tubo 9 a una concentracién de 3,0996 mg/ml hubo aun el crecimiento de 4
UFC y en el tubo 8 una concentracion de 2,8728 mg/ml hubo un

crecimiento de 10 UFC.
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V. DISCUSION

Numerosas son las investigaciones que se han realizado encaminadas a
la busqueda de nuevos componentes con actividad antimicrobiana a partir
de fuentes naturales, dentro de ellos un considerable nimero de estudios
han sido encaminados hacia la evolucién de la actividad antimicrobiana
en extractos y aceites esenciales de plantas medicinales y aromaticas.
Para ello se han empleado técnicas “in vitro” dada la reproductibilidad de

las mismas.

Diversos estudios en el campo de la Microbiologia, Farmacologia y
Fitoquimica se estan proyectando a comparar las propiedades curativas
de muchas plantas en vista de la necesidad de ofrecer nuevas

alternativas de tratamiento en base a los trabajos de investigacion.

Dentro de las prioridades en investigacion en salud en el Peru esta el
encontrar alternativas que promuevan o faciliten el acceso a la salud para
todos en la Costa, Sierra y Selva del Peru (Alvarado, 1 989). Durante los
altimos afios, la medicina tradicional ha cobrado gran impulso y crédito
creciente en todo el mundo. No obstante, una de las conclusiones mas
notables y reiteradas de las reuniones nacionales e internacionales

celebradas sobre este tema es que existen factores que siguen
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entorpeciendo su equipacion con la medicina moderna. El reconocimiento
de los valores teoricos y practicos de la medicina tradicional es lento. Se
desconoce la eficiencia y la seguridad de muchos medicamentos
tradicionales, a pesar de que cada dia aumenta mas la cifra de ensayos

clinicos que se realizan para estudiar esas caracteristicas.

En el presente estudio se demostrd las propiedades antimicrobianas del
aceite esencial de Tagetes minuta L. “huacatay”, los cuales fueron
ensayados en la prueba de difusion de disco o Kirby Bauer frente a una
levadura  oportunista representativo en la practica médica,

especificamente con Candida albicans.

Conociendo, empiricamente, algunas de sus propiedades medicinales de
Tagetes minuta L. y su aplicacion en diferentes areas, fueron las razones
gue motivé el estudio de su aceite esencial. Para ello se realizdé un pre-
ensayo para observar si esta sustancia presentaba actividad

antimicrobiana.

Muchos métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar in

vitro la susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos. En muchos

laboratorios de microbiologia clinica, el test de difusion en agar es usado
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en forma rutinaria para bacterias de répido crecimiento y algunas
bacterias patdgenas fastidiosas. Para el presente trabajo se incluy6 el
método estandarizado de difusién en disco descrito por el Laboratorio
Internacional de Referencia: National Comité for Clinical Laboratory

Standars (NCCLS, 2002).

De acuerdo al estudio que se realizd al aceite esencial de
Tagetes minuta L. “huacatay” en las instalaciones de la Universidad
Catolica Santa Maria, Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y
Biotecnoldgicas, Laboratorio de ensayo y control de calidad de Arequipa
(Anexo 1 y 2), se encontr6 en forma cuantitativa la presencia de
monoterpenos hidrocarbonados: B-pineno en un 1,54 % y limoneno en
3,47 % y monoterpenos oxigenados: tagetone o 2-methyl-octanol en un
1,37 %, Bicyclo (3.1.1) hept-3-en-2-ine, 4,6 en un 5,31 %. Sin embargo,
Kiran (2007), por cromatografia gaseosa detect6 en el aceite esencial de
Tagetes minuta L. “huacatay” en forma cuantitativa principalmente la
presencia de: limoneno 6,03 %, B-ocimene 49,27 % y tagetone en un
0,42 %. Por lo tanto, la accién antimicotica demostrada por el aceite
esencial de Tagetes minuta L. “huacatay” se basaria en estos
compuestos bioactivos, basicamente monoterpenos, los cuales tienen

propiedades antimicoticas.
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Los ensayos de susceptibilidad estan basados en la presencia o ausencia
de una zona de inhibicion sin importar su tamafio (halo). Los resultados
confiables sélo se pueden obtener con un disco de ensayo de difusion
que use el principio de metodologia estandarizada y con medidas de
diametro de zona, correlacionados con la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) con cepas conocidas susceptibles

y resistentes a varios antibioticos.

Para la interpretacion de los resultados se consideraron como referencia
las pautas dadas por Duraffourd, 1983, que indica la actividad de los
aceites esenciales como: Nula, para un diametro inferior o igual a 9 mm,
sensible entre 9 a 14 mm, sensibilidad media o muy sensible entre 15 a
19 mm, y finalmente, para un diametro igual o superior a 20 mm la
sensibilidad es considerada como sumamente sensible

(Duraffourd, 1983).

En el presente trabajo de investigacion se demostrd las propiedades
antimicrobianas del aceite esencial de Tagetes minuta L., los cuales
fueron ensayados por el método de difusion en disco por su facil
aplicacion en laboratorio, donde los resultados obtenidos pusieron de

manifiesto la actividad exhibida por el aceite esencial frente a un hongo
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dimorfo oportunista como es Candida albicans. Este estudio sefialé que
Candida albicans fue muy sensible frente al aceite esencial de

Tagetes minuta L.

De los resultados obtenidos en el Cuadro 07, para Candida albicans, se
puede apreciar que la sensibilidad empez6 a partir del tratamiento T1
(2,575 mg/ml) formando un didmetro de halo promedio de 13,25 llegando
hasta generar un halo promedio de 19,0 mm, tratamiento T6 (3,15

mg/ml).

Marca (2012) demostr6 que Candida albicans es una levadura
susceptible a los aceites esenciales de la canela y que por lo tanto,
presenta un actividad antimicética frente a los aceites esenciales de
ciertas plantas. Los resultados obtenidos con el “huacatay” podrian
deberse a la composicién de la membrana del hongo y su interaccién con
los componentes fitoquimicos del aceite esencial de “huacatay” como el
limoneno y el B-pineno que se presume penetré rapidamente las células
de la levadura, indicando que el efecto fungicida resultaria de una

extensiva lesion de la membrana celular del hongo (Anexo 01).

Asi mismo, se observdé en los Cuadros 06 y 07, que a partir del
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tratamiento T1 (1,575 mg/ml) los halos de inhibicion fueron notorios en el
estudio in vitro que se realizd, concluyendo que inhibian a esa
concentracion a la especie micGtica ensayada. Por lo tanto, el aceite
esencial de Tagetes minuta L. “huacatay” inhibe el crecimiento del
hongo que se ha usado en el presente estudio. En funcién de sus
caracteristicas lipofilicas como el pB-pineno, éste podria
interactuar con las enzimas de la membrana e interferir procesos
vitales como la ésmosis, la sintesis de esteroles y fosfolipidos. Se
conoce que el limoneno, el a-pineno y el B-pineno inhiben el

consumo de oxigeno en las células. (Pefiuelas et al., 1996)

En este contexto, se puede hipotetizar que la actividad antimicética
observada en este trabajo podria ser atribuida a una interaccién o efecto
sinérgico de los principios activos como el a-pineno y el B-pineno
(Bruneton, 1994), cuya accion es la de provocar lesiones en la membrana
citoplasmatica y de esa manera evitar la ésmosis, la sintesis de
esteroles y fosfolipidos, ocasionando alteraciones en la composicion

interna de la célula micotica (Hernandez, 1991).

Al efectuar el analisis de varianza (ANDEVA) para el promedio de los

halos de inhibicion de los diferentes tratamientos sobre Candida albicans
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(Cuadro 07), se observa que comparando estadisticamente mediante
analisis de varianza, segun el Cuadro 09, con niveles de confiabilidad al
99 %, se demuestra que no existen diferencias estadisticas a nivel de los
halos, es decir fueron uniformes para las concentraciones utilizadas del
aceite esencial de Tagetes minuta L. frente a Candida albicans; con un
coeficiente de variabilidad 10,69 % siendo aceptable como un maximo de
15 % para condiciones de laboratorio en el analisis de varianza; sin
embargo, para los tratamientos se encontraron diferencias estadisticas
altamente significativas, por lo que se deduce que existe evidencia
estadistica para sefalar que los diferentes tratamientos del aceite
esencial de Tagetes minuta L. influyeron directamente sobre la levadura

Candida albicans.

Al realizar la prueba de significacion de Tukey, ésta indicO las diferencias
estadisticas significativas entre los diferentes tratamientos, los cuales
segun el Cuadro 10, se confirmé que el tratamiento T6 (3,15 mg/ml) tuvo
mayor actividad antimicética, con un halo de inhibicion de 19,0 mm,

siendo estadisticamente similares con el TS5y T4 (ver Anexo 01).

Como se puede observar, en el Cuadro 11, la Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI), para Candida albicans fue de 2,8728 mg/ml en el tubo
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8; por lo que se puede inferir que el aceite esencial presentd una actividad
antimicética frente a Candida albicans, donde se observa que a partir de
la concentracién de 2,8728 mg/ml (tubo 8) hasta la concentracion de
3,2886 mg/ml (tubo 10) inhibié el crecimiento micoético, ya que los tubos
con dichas concentraciones no presentan turbidez alguna, como si lo
presenta los tubos del 1 al nidmero 7, evidenciando un crecimiento

micotico a partir de la concentracion de 1,5498 mg/ml (tubo 1).

Asi mismo, se determin6 la Concentracion Minima Fungicida (CMF), a
partir de las diluciones que salieron positivas en el MIC (ver Cuadro 12),
se pudo estimar que CMF para Candida albicans fue <1 UFC, que se
observé en la placa 03 con agar PDA (agar papa dextrosa), con una
concentracion de 3,2886 mg/ml, donde se apreci6 la inhibicion absoluta
del crecimiento de Candida albicans; mientras que en placa 02 con el
medio PDA, a una concentracion de 3,0996 mg/ml, hubo aun el
crecimiento de 4 UFC y en el tubo 08 o placa 01 una concentracion de

2,8728 mg/ml hubo un crecimiento de 10 UFC.

Trabajos similares se han realizado en distintos paises, por ejemplo, en

Brasil, Juliana Moura Mendes y colaboradores (2011) investigaron la

“Actividad antifungica del aceite esencial de Eugenia caryophyllata sobre
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cepas de Candida tropicalis de aislados clinicos”, La CIM y CMF del
aceite esencial de Eugenia caryophyllata fueron 0,512 y 1,024 mg/ml,
respectivamente; al comparar los resultados obtenidos en el presente
estudio para Candida albicans se encontr6 un CMI de 2,8728 mg/ul y
CMF de 3,2886 mg/ml. Esta diferencia podria deberse que aun cuando se
trata de la misma especie fungica, el poder antimicético presenta
diferencias entre los compuestos fitoquimicos presentes en las plantas

(Peru - Brasil).

En Perd, Huamani Achata, Maria Elena y Ruiz Quiroz, Julio Reynaldo
(2005), en el trabajo “Determinacion de la actividad antifungica contra
Candida albicans y Aspergillus niger de 10 plantas medicinales de tres
departamentos del Perd”; La CMI de los extractos que presentaron
actividad consistente frente a Candida albicans ATCC 10231, fue de 0,25
mg/ml para Hypericum laricifolium L., Juglans neotropica Diels (nogal),
Psidium guajava L. y Schinus molle y de 0,5 mg/ml para Piper spp. Al
comparar los resultados obtenidos con los nuestros para
Candida albicans, con un CMI de 2,8728 mg/ml con respecto al aceite
esencial de Tagetes minuta L. “huacatay”’, se observd una menor

actividad de nuestra planta, por presentar una mayor concentracion del
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aceite esencial probablemente por tener una diferente composicién

fitoquimica y métodos extractivos.

Ademas de la complejidad de los aceites, hay evidencia que el tiempo de
cosecha influye en la composicion del aceite y su actividad bioldgica,
otros factores como el genotipo, origen geografico, ambiental y
condiciones agroecondmicas, pueden haber influir en la composicion del
producto natural. Del mismo modo, depende también de la forma de
tratamiento de la especie vegetal como del método utilizado para su

extraccion (Svoboda, 1999).

La sensibilidad de Candida albicans frente al espectro de inhibicién del
aceite esencial de “huacatay” pudiese también ser explicado por los
mecanismos de dafio a la pared celular fungica, debido al incremento de
su permeabilidad y la afectacion de su estructura, que como
consecuencia tendria lugar una fuga de iones y de otros contenidos
celulares, de forma mas o menos intensa, que puede llevar a la muerte
celular. Este dafio se podria generar por la desestabilizacion de la pared
celular compuesta por manan, glucan y quitina, debido a la interaccion de
los terpenos presentes en el aceite esencial, con las moléculas de la

pared.
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El estudio presente demostré que el potencial antimicrobiano del aceite
esencial de Tagetes minuta L. no dependeria solo de la composicion
quimica del aceite, sino también de la estructura celular del

microorganismo.

En general, los resultados sugieren la realizacién de mayores estudios in
vitro e in vivo considerando las diferentes especies, para determinar
susceptibilidades de cada una de ellas, ampliando otros métodos de
extraccion, utilizando diferentes partes del vegetal o, en su defecto,
realizar un estudio fitoquimico empleando otras especies botanicas en

especial con las autdctonas registradas en nuestra region.

Por ello, los resultados del presente estudio permitieron confirmar que las
hojas y tallos de Tagetes minuta L. “huacatay” es productora de
compuestos bioactivos, principalmente monoterpenos hidrocarbonados y

oxigenados, con efecto antibacteriano in vitro frente a Candida albicans.
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VI. CONCLUSIONES

Se determind que el aceite esencial de la planta Tagetes minuta L
presenta compuestos bioactivos, principalmente monoterpenos,
compuestos derivados de alcoholes; con efecto antimicético in vitro

frente a Candida albicans.

El aceite esencial de Tagetes minuta L “huacatay” frente a
Candida albicans, produjo un diametro de halo de inhibicién
promedio de 19,0 mm a mayor concentracion y de 13,25 mm a

menor concentracion.

La Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) del aceite esencial de
Tagetes minuta L “huacatay” frente a Candida albicans fue de

2,8728 mg/ml.

La Concentracién Minima Fungicida (CMF) del aceite esencial de
Tagetes minuta L. "huacatay” frente a Candida albicans fue de

3,2886 mg/ml.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se debe valorar la actividad antimicrobiana del aceite esencial
Tagetes minuta L. “huacatay” frente a otros microorganismos, de
tal modo, se cubrira casi todo el espectro microbiano para

convertirse en una alternativa natural.

Se recomienda realizar otro tipo de extraccién de Tagetes minuta
L “huacatay”, para las pruebas de comparacion, como del extracto
acuoso, hidroalcohdélico, y de este modo lograr cuan efectivas son
las diferentes extracciones y cOmo variaran sSu espectro

antimicrobiano frente a microorganismos de importancia clinica.

Corroborar, luego del estudio in vitro en animales de laboratorio, su
efecto antibacteriano en ensayos clinicos. Para de esta manera,
continuar con estudios de toxicidad subaguda, toxicidad cronica,

teratogenicidad y sus efectos adversos.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1. Partes de Tagetes minuta L. (huacatay)

A B

A. Flores Tagetes minuta L.

B. Ramas y hojas de Tagetes minuta L.
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ANEXO 2. Equipo de extraccion para el aceite esencial de la planta

Tagetes minuta L. “huacatay” mediante el método de arrastre

con vapor de agua.

Fuente. Elaboracién propia
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ANEXO 3. Susceptibilidad de Candida albicans frente al aceite de

Tagetes minuta L. ‘huacatay” por el método de difusién en

disco (kirby Bauer)

Fuente. Elaboracién propia

(Continua)
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ANEXO 3. Susceptibilidad de Candida albicans frente al aceite de

Tagetes minuta L. ‘huacatay” por el método de difusién en

disco (kirby Bauer)

e) f)

Fuente. Elaboracion propia
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ANEXO 4. Susceptibilidad de Candida albicans frente al aceite de

Tagetes minuta L. ‘“huacatay” de 2,5 pl por el método de

difusién en disco (Kirby Bauer).

a) 13,0 mm; b) 16,0 mm; c) 13,0 mm; d) 11 mm.

Fuente. Elaboracién propia
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ANEXO 5. Susceptibilidad de Candida albicans frente al aceite de

Tagetes minuta L. ‘huacatay” de 3,0 ul por el método de

difusion en disco (Kirby Bauer).

a) 13,0 mm; b) 14,0 mm; c) 13,0 mm; d) 15,0 mm.

Fuente. Elaboracion propia
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ANEXO 6. Susceptibilidad de Candida albicans frente al aceite de

Tagetes minuta L. ‘“huacatay” de 3,5 pl por el método de

difusién en disco (Kirby Bauer).

a) 14,0 mm; b) 14,0 mm; c) 16,0 mm; d) 13,0 mm.

Fuente. Elaboracion propia
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ANEXO 7. Susceptibilidad de Candida albicans frente al aceite de

Tagetes minuta L. ‘huacatay” de 4,0 ul por el método de

difusion en disco (Kirby Bauer).

a) 14,0 mm; b) 15,0 mm; c) 16,0 mm; d) 14,0 mm.

Fuente. Elaboracién propia
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ANEXO 8. Susceptibilidad de Candida albicans frente al aceite de

Tagetes minuta L. ‘huacatay” de 4,5 ul por el método de

difusion en disco (Kirby Bauer).

a) 16,0 mm; b) 16,0 mm; c) 17,0 mm; d) 16,0 mm.

Fuente. Elaboracion propia
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ANEXO 9. Susceptibilidad de Candida albicans frente al aceite de

Tagetes minuta L. ‘“huacatay” de 5,0 pl por el método de

difusién en disco (Kirby Bauer).

a) 21,0 mm; b) 22,0 mm; c) 16,0 mm; d) 17,0 mm.

Fuente. Elaboracién propia
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ANEXO 10. Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) del aceite esencial

de Tagetes minuta L. para Candida albicans con sus

respectivos controles.

Fuente. Elaboracién propia

111



ANEXO 11. Concentracion Minima Fungicida (CMF) del aceite esencial

de Tagetes minuta L. para Candida albicans.

* Obsérvese ausencia de UFC a partir de la placa N° 3 (c).

Fuente. Elaboracion propia
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CUANTIFICACION, POR NORMALIZACION Nonane, 5-butyl- 1,38
INTERNA (AREA) 1-Dodecene 17,76
Dodecane 3,09
Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-one, 4,6, 5,31
2-Decenal, (E)- 12 -
Tridecane 1,54 P
2-Undecenal 1,93 3’,5
1-Tridecene 414 2 7
100 925
A ==
o&i)%sm, -
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 251210 ANEXO 1166
=4 i edu.pe @ http//www.ucsm.edu.pe " Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA19H14.001338

Nombre del Cliente : LUIS ANDRE TUYO LLIPITA

Direccion del Cliente : CALLE PIZARRO 943 PARA CHICO TACNA

RUC : NO CORRESPONDE

Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcién : ACEITE ESENCIAL DE HUATACAY
Tagetes minuta

Tamaiio de muestra :5mL

Fecha de Recepcion : 19/08/2014

Fecha de Ejecucion del ensayo : 19/08/2014
Fecha de Emision de Informe  : 25/08/2014
Pagina :2de2

Chie

v huacatiy € GOMSsolution Data Projeet | nwestras control huacatay.qed

1.220.717

0046

OBSERVACIONES:
Este documento al ser emitido sin el simbolo de acredit:
por INDECOPI-SNA

pn, no se encuentra dentro del marco de la acreditacién otorgada
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Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Unicamente a Ias%’ﬁ’t%&uameﬁ'éayadas. Este documento no
debe ser reproducido, sin autorizacién escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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/ REGION HOSPITAL
g%TACNA HIPOLITO

unidos todo esposivie | (SN ANUE “Afio de la Diversificacion Productiva y del Fortalecimiento de la Educacion”
DEPARTAMENTO PATOLOGIA CLINICA Y ANATOMIA PATOLOGICA

CONSTANCIA

EL JEFE DEL DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA CLINICA Y ANATOMIA PATOLOGICA DEL HOSPITAL “HIPOLITO
UNANUE” DE TACNA i

HACE CONSTANCIA:
Que al SR. LUIS ANDRE TUYO LLIPITA, en el mes de Setiembre del 2013, se le proporciono una CEPA de
Candida albicans para realizar su Tesis denominada “ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE TAGETES MINUTA

(HUACATAY) FRENTE A CANDIDA ALBICANS”.

SE EXPIDE DICHA CONSTANCIA A SOLICITUD DEL INTERESADO.

TACNA, 17 DE SETIEMBRE DEL 2015

Lo

P

DIREC 3
HOSPITAL .,

CWRA/PACC/Bérbara

Calle Blondell S/ N — Central Telefénica: 052-583730 - Anexos: 181 y 182
wwuw, hospitaltacna.gob.pe
TACNA - PERU
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