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. RESUMEN

La candidiasis es una infeccion producida en su mayoria por la cepa de Candida
albicans, la cual tiene una alta incidencia en la poblacién femenina. El tratamiento
estandar de esta patologia es el fluconazol, antifngico que si bien tiene una alta
sensibilidad por el género Candida, ha aumentado su resistencia en diversas
especies de esta misma. Es por esto que se decidi6 volcar la mirada a la medicina
natural, estudiando las propiedades antifungicas de ajo, matico y tomillo, especies

con algunos ensayos previos sobre su capacidad antifungica.

Para poder corroborar el efecto de estas especies y poder compararlo con la
accion del fluconazol, se utilizaron extractos de estas plantas, los que fueron
homogeneizados con el agar a utilizar (Agar Sabouraud Cloranfenicol) en placas
de micropocillo, en distintas concentraciones. Luego de esto se sembré en dichas
placas cepas de Candida albicans, evaluando el crecimiento y por lo tanto la
accion fungistatica de estos a las 48 horas, y a la semana para comprobar accion

fungicida.

Finalmente y luego de realizados los ensayos, se obtuvieron resultados distintos a
los planteados, ya que soélo con el extracto de tomillo se pudo corroborar actividad

fungistatica preliminarmente.

Key words: Candida albicans, fluconazol, extractos naturales, matico, ajo, tomillo.



[.LINTRODUCCION

El uso de los recursos naturales para efecto medicinal, se remonta a siglos
pasados, de los cuales muchos han pasado de generacion en generacion. De esta
forma el uso de los primeros extractos naturales en la medicina al pasar de los
afios, en conjunto con estudios y ayuda de tecnologia, han permitido que el
hombre compruebe la eficacia de ciertas plantas, cuyos componentes, tienen
fuerte potencial para curar afecciones de salud en las personas y que han sido

validados por los entes de mayor importancia en salud a nivel nacional y mundial.

Multiples afecciones relacionadas con obstetricia encuentran en la naturaleza un
aliado a la hora de combatirlas, después de la busqueda y recomendacion por
parte del profesor guia y de acuerdo a los materiales con que se cuenta para
iniciar este proyecto, un tema de interés general al que no se le ha dado gran
importancia en la poblacion, ni en los estudios, es la infeccién vaginal por Candida

albicans.

En las ultimas décadas se ha observado un aumento notable de las infecciones
causadas por hongos en todo el mundo; ademas del incremento de la resistencia
farmacologica que han mostrado varias especies a los diferentes antimicoticos que
se utilizan en la practica médica. Esta situacion ha llevado a la blusqueda de
nuevos antifungicos. Sin duda el reino vegetal, tiene una gran variedad de
sustancias potencialmente Utiles para que estas puedan convertirse en alternativa
para el desarrollo y la formulacidon de nuevos farmacos, muchas veces con

menores efectos secundarios y mayor espectro de accion.

Dentro de estas infecciones causadas por hongos, se encuentra la Candidiasis,
una infeccion producida generalmente por la Cepa Candida albicans. Estos
agentes son cosmopolitas (comunes) y forman parte de la microbiota del hombre y
animales, colonizando mucosas del tracto intestinal (50 a 70%), boca (30 a 50%),

vaginal (5 a 30%) y piel (4 a 7%)" pero también pueden producir una infeccién
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sistémica, tromboflebitis, endocarditis, infeccion ocular y la infeccién vaginal mas
comun dentro de las consultas primarias; la candidiasis vaginal, es una infeccién
endogena del tracto genital inferior femenino pues la Candida pertenece a la flora
(no patégena) vaginal que en ciertas circunstancias produce esta patologia
(agente oportunista), que en las mujeres provoca gran malestar, por su
sintomatologfa tipica como lo es prurito y ardor vulvar® vulvodinea, sensacién de
quemadura, dispareunia y sintomas urinarios: Disuria, polaquiuria y tenesmo?.
Flujo variable con aspecto de leche cortada blanco grisaceo con o sin fléculos® |
eritema vulvar, eritema vaginal, test de aminas negativo y pH vaginal 4.4 +- 0.7.
También se acompafian lesiones descamativas, exulceraciones y Ulceras
(secundarias a rascado) y rara vez lesiones costrosas® despulimiento de la

mucosa, edema, 0 congestion intensa’.

La candidiasis vaginal es un problema en el mundo, afecta a todos por igual, sin
importar estrato social, edad o cultura, pero se conocen como factores
predisponentes para presentarla, el embarazo, anticonceptivos orales, diabetes no

2

controlada “, uso de antimicrobianos de amplio espectro como tetraciclina,

ampicilina, cefalosporinas que eliminan flora proteccionista sobre todo
Lactobacillus 3, inmunodepresién, terapia de reemplazo hormonal, estrés,
corticoterapia, citostaticos, obesidad, VIH positivo*; otros factores son: :Uso de
pantalones ajustados, duchas vaginales y ropa interior de nylon (fibra sintética)**’.
Se menciona, también, el clima tropical, subtropical, dietas ricas en carbohidratos
y frutas que condicionan a la candidiasis asintomatica®, edades extremas de la
vida, hiper o hipoparatiroidismo® ,uso de espermicidas, edad joven( 15 a 19 afios),

nuliparidad y fase luteal del ciclo menstrual®.

Las cifras que se manejan en torno a esta infeccion, son estimadas, un 75% de las
mujeres experimentan al menos un episodio de VVC durante su vida y un 40%-
45% experimentaran dos o mas episodios. En un pequefo porcentaje de mujeres

(probablemente <5%) este cuadro es recurrente. Ademas, segun el DEIS, y las
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Normas de Manejo y Tratamiento de Infecciones de Transmision Sexual, el afio
2006 se notificaron 1997 casos de ITS, representando del total un 0.7% los casos
en hombres de infeccion candidiasica y 6.1% en mujeres. De los casos de
candidiasis notificados (134 en total), 14 son hombres (10.4%) y 120 son mujeres
(89.5%).

Si bien el tratamiento contra la Cepa de Candida albicans, tiene efecto antifungico,
existen evidencias de extractos naturales que tienen similar o incluso mas

efectividad que este tratamiento estandar, cuyo nombre es fluconazol.

Por ello es que se ha intentado determinar y comprobar mediante un estudio de
tipo experimental el efecto de extractos naturales obtenidos del ajo, matico y
tomillo sobre el crecimiento de Candida albicans comparada con la utilizacion del
farmaco fluconazol como estandar de tratamiento de esta patologia, en pruebas

de laboratorio durante el afo 2014.

Como se ha mencionado el farmaco fluconazol se utiliza de forma estandar para
tratar la Candidiasis siendo descrito en las Normas de Manejo y tratamiento de
Infecciones de Transmision Sexual (Minsal 2008) y lo que recomienda UNACESS
es: “debe contar con un arsenal farmacoldgico propio para el manejo de patologias
especificas”. Dentro de éstas se encuentra el Fluconazol, que se puede

administrar de la siguiente manera:

e Tratamiento Candidiasis Genital: Fluconazol 150 mg. Oral Dosis Unica
e Candidiasis recurrente: Fluconazol 150 mg. Oral 3 dias seguidos
e Tratamiento de mantencion: Fluconazol 150 mg. Oral 1 vez por semana, 6

meses” °.

Por su parte la accion antifungica de ajo, tomillo y matico, que de acuerdo a
resultados entregados por diversos estudios, tienen un posible efecto antimicaético.
Su seleccion fue de acuerdo a su disponibilidad y la presencia de estos en los
hogares de las personas.
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El ajo es una planta que ya se conocia y cuyo cultivo se inicia en tiempos remotos,
muchas han sido las generaciones que lo han utilizado. Independiente de sus
otras acciones terapeéuticas, a la par de las culinarias, hoy en dia se le atribuye
propiedades especialmente antifingica. Estas propiedades han sido objeto de
diversos estudios, los cuales han logrado determinar que ciertas sustancias de su
composicién, son las que poseen este valor medicinal® Se conocié la existencia
de la alicina, el ajoeno, los tiosulfinatos, vitaminas A, B1, B2, C y una gama de
compuestos organosulfurados como componentes esenciales. Esta compleja
composicién hace que el bulbo (cabeza) del ajo ejerza una variada accién en el
organismo. Sin embargo, el ajoeno, un producto de gran estabilidad, que se
origina de la ruptura y la reparacion no enzimatica de la alicina, que es el

7; 8

compuesto que le da el olor caracteristico al ajo”” °, son los que tienen mayor

efecto antifungico.

Otro de los extractos a utilizar es el matico (Buddleja globosa) el cual dentro de su
composicion presenta iroides que se comportan como antibacterianos,
fenilpropanoides: bactericidas, angarosido y activo contra Staphylococcus aureus.
Recientes investigaciones indican que extractos de raices de Buddleja globosa
tienen efectos inhibitorios sobre algunas enzimas implicadas en el proceso
inflamatorio. Algunos ensayos in vitro demostraron actividad antibacteriana contra

gérmenes Gram (+) y (-) °.

Respecto a la actividad antiviral, el extracto acuoso del matico demostrd in vitro
inhibir la replicacion del virus de la estomatitis vesicular y demostré actividad

sobre la replicacion del poliovirus®.

Debido a la habilidad detergente de algunos de sus compuestos que remueven la
grasa, barros y bacterias del tejido, la Buddleja globosa actia como

antibacteriano® .

13



El extracto cloroformico de la corteza del tallo de Buddleja globosa a la
concentracion de 250 upg/mL, inhibié el crecimiento de tres dermatofitos

Trichophyton rubrum, Trichophyton interdigitale y Epidermophyton floccosum.

Por ultimo y no sin igual importancia fue escogido el tomillo (Thymus vulgaris L)
gue es una planta cultivada oriunda de la regiébn mediterrdnea occidental en
especial del sur de ltalia. Prefiere climas calidos, suelos ligeros, ricos, calcareos y
féertiles. En medicina popular la infusion de las partes aéreas de esta planta se
emplea para tratar malestares digestivos (colicos, diarrea, dispepsia, flatulencia,
parasitos, vomitos), respiratorios (amigdalitis, laringitis, bronquitis, catarro, tos,
resfrio); por via tépica una infusion mas concentrada se utiliza para lavar heridas y
ayudar a su cicatrizacion, tratar eczemas, psoriasis, hacer enjuagues contra la
gingivitis, el mal aliento, y en forma de compresas para calmar dolores

reumaticos?.

A lo largo del tiempo se han realizado variados estudios sobre otras propiedades
gue podria presentar el Thymus vulgaris L, como fungicida. Los estudios de
actividad antifangica del aceite esencial (AE) de T. vulgaris y C. citratus, y sus
componentes mayoritarios, timol y citral, muestran que todos son activos contra C.
acutatum bajo condiciones in vitro. La actividad observada puede ser atribuida a
dafios letales sobre la célula fungica, ya que se alteran la capacidad reproductiva y
germinativa; sin embargo, no se cuenta con la informacién adecuada que posibilite

determinar el sitio o sistemas biolégicos afectados por estos compuestos™.

Luego de una extensa investigacion en donde se encontraron razones de gran
peso para que el profesional matrona/matron se inserte en el éarea de
investigacién, para poder mejorar la calidad de vida de las usuarias y poder

ofrecerle, en el caso de obtener resultados positivos, diversidad de tratamientos.

14



. MATERIALES Y METODQO:

Método:
El tipo de estudio de investigacién fue experimental, de disefio ensayo clinico.

Dicha eleccion, se basa a que durante la investigacibn se manipularon el
tratamiento médico y los alternativos para observar los efectos que provocaron en
las variables de estudio, para determinar el aumento o la disminucion en el
crecimiento de Candida albicans, de ese modo obtener la confirmacion de la

hipétesis de investigacion.

Universo
Se utilizaron cepas estandar de la American Type Culture Collection (ATCC),

Rockville, MD, EE.UU., y ceremic (CCC), el Centro de Referencia en Micologia,
Facultad de Medicina de la Universidad Austral de Chile, Isla Teja s/n-Valdivia,
Chile. En el cual se puede encontrar: C. albicans ATCC 10231. Las cepas se
cultivaron en tubos inclinados de agar de Sabouraud-cloranfenicol durante 48 hr a
30 ° C, mantenidas en pendientes de Sabouraud-dextrosa agar (SDA, Oxoid), y
fueron sub-cultivadas cada 15 dias para evitar transformaciones pleomoérficas. Los
inoculos de células o suspensiones de esporas se obtuvieron de acuerdo con
procedimientos publicados y se ajustaron a 1-5 x 10° células/esporas con las
unidades formadoras de colonias (UFC)/mL Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) 2008.

Mecanismo de determinacion de universo
Se utilizaron las cepas comerciales, referenciales o estdndar de Candida albicans,

gue nos proporciona el American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD,
EE.UU., y ceremic (CCC), el Centro de Referencia en Micologia, Facultad de
Medicina de la Universidad Austral de Chile, ya que estas cepas representan un
estudio universal, que no presenta sesgos investigativos, ni manipulacion externa

de la cepa, comparable a cualquier estudio internacional.
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Muestra
Fue seleccionada la cepa tipo Candida albicans ATCC 10231.

Mecanismo de determinacién de muestra

La cepa tipo Candida albicans ATCC 10231 es una muestra estandar a nivel
nacional y mundial, cumple las caracteristicas necesarias para este tipo de

investigacién, debido a su menor susceptibilidad a los cambios del medio.

Para la seleccion de ésta, se utilizaron los siguientes criterios de inclusion y

exclusion:
Inclusion:

- Que sea una muestra estandar a nivel nacional y mundial (Obtenidas de
ATCC).

- Que sean muestras de cepas Candida albicans ATCC 10231.

- Que la conservacion de las cepas de Candida sea en agua estéril.
- Que la conservacion sea a una temperatura de 4°C.

- Que sean cultivados en Agar Sabouraud Cloranfenicol.

- Cepas con un maximo de dos semanas de conservacion.
Exclusion:

- Cepas muertas antes de que se inicie el experimento.

- Cepas contaminadas con algun tipo de microorganismo.

- Cepas preparadas con material no estéril.

- Muestras obtenidas de manera clinica.

16



Fuentes de informacidén

- Unidad de estudio o andlisis: Placas de Petri y Placas de Micropocillos en los
cuales se encuentran cultivados cepas de Candida albicans ATCC 10231.

- Unidad Informante: Datos obtenidos de cada uno de estas placas Petri y Placas

de Micropocillo definidas como unidad de estudio o andlisis.

- Unidad Referencial: Laboratorio del Edificio Bruno Gunther, Facultad de

Medicina, Universidad de Valparaiso.

Protocolos experimentales

Se obtuvieron extractos naturales de las plantas de tomillo, matico y ajo, los cuales
fueron inoculados en diversas concentraciones en un principio fueron en placas
petri y luego placas de micropocillos cultivados con Candida albicans; lo mismo se
realiz6 con el tratamiento estandar para la candidiasis vaginal, el fluconazol. En
una primera instancia, fue evaluada la eficacia de cada extracto por si solo y luego
se realizaron ensayos con el fluconazol, para comparar su eficacia y la de cada
extracto. Una vez determinado el efecto de esos, se realizaron experimentos con

mezclas de estos extractos.

Preparacion de los extractos

T 4 K by |

\
c) . .

Imagen 1: a) Tomillo b) Matico c) Ajo

Luego de ser recolectados el tomillo, matico y ajo (1 kg de cada uno), se comenzé
la preparacién de los extractos, primero con matico, picandolo en trozos pequefios
con las manos. En el caso del ajo, se trozaron los dientes en 4 partes. Al ser las
hojas de tomillo de menor tamafio no fue necesario modificarlas. Previamente se
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prepararon tres recipientes con etanol al 99% (2 litros en cada recipiente), para ahi
dejar macerando cada extracto por 1 semana. Al cabo de este tiempo, se filtro el
liqguido producido en cada recipiente, para ser enviado a la Facultad De Quimica Y
Farmacia De la Universidad Valparaiso, en el cual fueron procesados para obtener
los extractos.

Para obtener la concentracion a utilizar se utilizé la siguiente férmula:

a)

..)"»

Imagen 2: a) Tubos para microcentrifuga con extracto b) Obtencion de disolvente

Se utilizaron tubos para microcentrifuga previamente tarado (pesado) para
conocer el peso real del extracto que iria en el, o de lo contrario se confundiria el
peso del tubo y quedaria a una concentracion distinta el extracto. A continuaciéon
se tomo una pequefia muestra del extracto madre y se coloco en el tubo ya

pesado. Se volvio a pesar éste, para saber la cantidad de mg de extracto puesto.

Para conocer la cantidad de disolvente que fue necesaria para cada tubo, se pudo

calcular de 2 maneras distintas

Forma 1: Utilizando regla de tres simple:
50mg->1000 pl

Cantidad de extracto en mg > x ul
Ejemplo:

Si el tubo tiene 37,5mg de extracto, para que quede en 50mg/1000 pl sera:
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50mg->1000 pl

37,5 mg-=> x ul

X= 750 pl

Forma 2: Utilizando la siguiente férmula:

ul disolvente= mg extracto obtenido*1000/50

Ejemplo:

Si el tubo tiene 37,5mg de extracto, para que quede en 50mg/1000 ul sera:
pl disolvente= 37,5 mg *1000/50

ul disolvente= 750 pl

Al calcular la cantidad necesaria de disolvente, se procede a agregar con
micropipetas la cantidad deseada de éste. Para el caso del tomillo y el matico se
utilizo etanol 99%, mientras que para el extracto de ajo, al observarse nula

afinidad con el etanol, se decidi6 utilizar Dimetil Sulfoxido (DMSO).

Se completo la disolucion de los extractos con ayuda del Vortex o la maquina para
bafios con ultrasonido Elmasonic.

Imagen 3: a) Disolucién de extracto en Vortex b) Bafios con ultrasonido EImasonic

19



Una vez listos los extractos se procedieron a almacenar a 4°C en el refrigerador.
Para contar con stock necesario de cada extracto se realizaron varios tubos que

luego se unieron en un frasco de vidrio estéril.

Imagen 4: Tubos para microcentrifuga con extracto listo para utilizar.

Preparacion para su uso:

Para ayudar en la disolucién del extracto se colocaron en la maquina Vortex

VELP® Scientifica que funciona con vibracién.

Si no es suficiente con esta medida, se procedia a colocarlos en Elmasonic S10
gue a través de ondas de ultrasonido atraviesa la muestra y rompe las particulas

mayores.

Preparaciéon de Agar Sabouraud cloranfenicol:

Se adicionaron 65 g. de medio deshidratado a 1000 ml de agua destilada y se
calentd hasta su completa disolucion. Se esterilizd6 en autoclave a 121°C por 15
minutos. Luego se conservo a temperatura ambiente.

Para cada experimento previamente se debio derretir el agar en microondas.
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Placas por infusidn con técnica de sacabocado:

En placas de Petri, previamente esterilizadas, se colocaron 20 ml de agar. Luego
de que éste se solidifico se procedié a sembrar Candida albicans en forma de
estrias, para después realizar 6 perforaciones de 10 mm de didmetro, con un
sacabocado de acero inoxidable, con una separacion de 2 a 3 cm entre si (imagen
5). En uno de los boquetes se coloc6 el control correspondiente al extracto a
estudiar y en los otros 5 distintos volumenes de dicho extracto.

Para poder evaluar el crecimiento de Candida albicans, se identific6 cada
concentracion y control con numeros del 1 al 6, quedando tal como se muestra en
la figura 1.

Imagen 5: Ejecucion de los

boquetes con sacabocado.

Figura 1: Placa finalizada.
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Placas por inclusién con placa de micropocillo:

Se debio rotular la placa con los siguientes elementos:
-Extracto utilizado.

-Fecha de realizacion del experimento.

-Volumenes del extracto ha utilizado.

-Micropocillo control.

Luego de rotularlo quedaron como se muestra en la figura 2.

En este tipo de placa se debe agregar 2 ml de agar a cada micropocillo. Antes de
gue gelifique el agar, se debi6 depositar en el primer micropocillo, el control
correspondiente al extracto estudiado, para el caso de los extractos de tomillo y
matico se utilizo etanol al 99% y para el extracto de ajo Dimetil Sulfoxido (DMSO),
debido a que con este solvente se observé una mayor afinidad. Luego en el resto
de los pocillos se depositd el extracto a distintos volumenes (imagen 6).

Imagen 6: Ejecucion de placas con micro pocillo.
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Figura 2: Rotulado de placa (ejemplo
extraido de experimentos realizados)

Al solidificarse el agar, se procedié a sembrar con hisopos estériles embebidos de

la solucion del inoculo de cepas de Candida albicans.

Preparacion del inoculo o Mc Farland

Para poder preparar el inoculo a utilizar se debi6é utilizar una placa de petri
previamente sembrada, de donde se sacaron colonias con un hisopo estéril.
Luego se colocé el hisopo en un frasco con agua estéril y se homogeneizé. Para

asegurarse de que estuviesen bien homogeneizadas se agito el frasco.

De éste inoculo se prepararon los experimentos y nuevas placas de petri para

contar con stock de Candida albicans suficiente.

Condiciones que afectan el metabolismo de Candida albicans: Temperatura,
concentracion de Candida, estacion de invierno, julio-agosto y manipulacion de

quien realizo y sembro las placas.

Cada ensayo o0 experimento fueron evaluados mediante 3 parametros de
crecimiento, los que corroboraron si los extractos tienen el efecto antifingico

esperado:
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- Concentracion minima inhibitoria: define la menor concentracion del
extracto natural o del fluconazol que resulta en la inhibicion (total o parcial,
a determinar) de crecimiento visual en comparacion con el crecimiento en
los pocillos control que no han sido tratados.

- Concentracion de compuestos aplicados: determina las diversas
concentraciones que se utlizaran en cada ensayo 0 experimento para
establecer si a mayor concentracion de estos, existe menor resistencia por
parte del hongo Candida albicans.

- Concentracion minima fungistatica: define la menor concentracion del
extracto natural o del fluconazol que resulta en impedir o inhibir la actividad
vital de los hongos en comparacion con el crecimiento en los pocillos

control que no han sido tratados a los 48 horas post siembra.

Materiales:

- Botellas de vidrio con tapa Duran Schott® de 1000 y 2500 ml.
- Camara de Neubauer doble W. Schreck Hofheim/TS®.

- Micropipetas Biopette®, modelos p2, p10, p20, p200 y p1000.
- Pipeta graduada HGB® de 10 ml.

- Placas de micropocillos para cultivo celular de 12 pocillos Orange Scientific®.
- Placas Petri plasticas de 60 y 100 mm Orange Scientific®.

- Probeta de 10 ml Duran®.

- Puntas para micropipetas desechables de 10, 100 y 1000 pl.
- Repipeteador Handy Step®.

- Tubos para microcentrifuga de 1,5y 2 ml Eppendorf®.

- Hisopos de laboratorio.

-.Guantes latex Topglove.

-.Tubos de fondo conico polipropileno 50 ml.

-Sacabocado de 10mm de didmetro.
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Equipos.
- Balanza analitica modelo METTER Toledo.

- Camara Digital Samsung WBB80O0F.

- Congelador Consul®.

- Incubadora FOC 225E VELP® Scientifica .

- Lector de Microplacas Biotek®.

- Microscopio 6ptico invertido NENSMICROSCOPE®.
- Refrigerador modelo Altus 700 Mademsa®.

- Vortex VELP® Scientifica.

- Autoclave JSAC60®.

-.Elmasonic S10.

Reactivos
- Etanol 99% para andlisis.

- Dimetil Sulféxido (DMSO).

Medios de cultivo

Agar Sabouraud cloranfenicol:

Casein enzymic hydrolysate 5.00 grs/Its.
Peptic digest of animal tisue 5.00 grs/Its.
Dextrose 40.00 grs/lts.

Chloromphenicol 0.05 grs/lts.

Agar 15.00 grs/lts.

Final pH (at 25 °C) 5,6 +/- 0,2.

Recoleccién de datos:

Se utilizd como instrumento de recoleccion de datos una tabla especialmente

disefiado para este experimento ya que facilitd la recopilacién de resultados.

Las tablas hacen que los datos de una tabla o consulta sean mas faciles de
comprender, ya que se presentan en disefios visualmente llamativo y mas simple

que otros instrumentos.
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IV RESULTADOS

Los ensayos se realizaron en una primera etapa por infusién, en placas de petri,
con la técnica de sacabocado (Imagen7)(ver Materiales y Método). Luego de
observar poca absorcion de los extractos en el agar se decidié cambiar de técnica

a la de inclusion (Imagen 8) (ver Materiales y Método).

Imagen 7: Placa de petri con Imagen 8: Micropocillos con técnica

técnica de sacabocado. deinclusion.

Resultados Tomillo

Para el extracto de tomillo inicialmente se ensayaron concentraciones entre 1.25y

0.32 mg/ul como se observa en la imagen 9.

Imagen 9: Micropocillos con
volumen entre 50 y 13 ul.
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Al observar nulo resultado sobre el crecimiento de Candida albicans se decide
aumentar la concentraciéon de extracto a 1.50 mg/ul, observandose los primeros
resultados de inhibicién del crecimiento entre 1.15 y 1.65 mg/ul. Se realizaron
nuevas placas con concentraciones entre 1.55 y 2.05 mg/ul para buscar la
concentracion mas efectiva que inhiba el crecimiento a las 48 horas, obteniendo
satisfactorios resultados con bajo crecimiento en concentraciones cercanas a 2.0
mg/ul (Imagen 10, 11y 12) (ver Tabla 1).

N, — R
\ /i

i

/

~ = e, e =

Imagen 11: Ensayo B 29/09/2014

Imagen 12: Ensayo 07/10/2014

cls2[so[78[76[7a[72]70]68]66][64]62
29/09 OX [ X |O|X | X | X | X |X|X|X]|X
29/09 O|X|X|Xx|x|O0O|O|O|O|O|O|O
07/10 O|X [ X | X | X | X | X | X[X|[X|[X]|X

Tabla 1. Volumen entre 82 y 62 pl, equivalente a concentraciones entre 2.05y 1.55
mg/ pl

*X= Inhibicién

*O= Crecimiento
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Finalmente una placa con concentraciones que durante todo el periodo de
experimentacion demostré resultados fungistaticos a las 48 horas, ensayando en 4
oportunidades, fue la placa con concentraciones entre 1.0, 1.25, 1.50, 1.55, 1.60,
1.65, 1.70, 1.75, 1.80, 1.85, 1.90 mg/ul, de esta forma se pudo concluir una
concentracion minima fungistatica y concentracion minima inhibitoria de 1.5 mg/ul
(equivalente a un volumen de 60 ul) (Ver Tabla 2). Se determiné ademas con
resultados satisfactorios a la semana, la concentracion minima fungicida de 1.65
mg/ul (Imagen 13, 14,15y 16) (Ver Tabla 2).

Imagen 13: Ensayo A 13/10/2014 48 horas (izquierda), 1 semana (derecha)

1 T —

Imagen 14: Ensayo B 13/10/2014 48 horas (izquierda), 1 semana (derecha)
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Imagen 16: Ensayo B 15/10/2014 48 horas (izquierda), 1 semana (derecha)

}.

N

'
A\
B
\— _.-}_l_._. -

FECHA Vol
T c|76 [ 74 |72 |70 |68 |66 |64 |62 [60 |50 |40
13/10a) | 48h O[X | X | X | X [X [X |[X |X |X |O |O
1sem O|X | X |[X |X |o |o |o O |0 |O |O
13/10b) | 48h O|X [X |X | X [X [X |[X | X |X |X |X
1sem O|X | X X | X |X |X |o O [X |O |O
15/10 48h O|X [X |[X |X [X [X |[X | X |X |X |X
1sem Olo | X |o o [X |X |o o |[X |o |O
15/10 48h O|X [X |X |X [X [X |[X | X |X |X |X
1sem O|X | X |o |X |X |X |o o |[X |o |O

Tabla 2. Volumen entre 76 y 40 pl, equivalente a concentraciones entre 1.90 y 1.00

*X= Inhibicién
*O= Crecimiento

mg/ pl
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Resultados Ajo

Para el extracto de ajo se comenzé utilizando concentraciones entre 1.25 pl y 0.32
mg en placa de 6 pocillos. A las 48 horas se observd que ocurre crecimiento en

todas las concentraciones (Imagen 17).

Imagen 17: Ensayo 26/05/2014

Se decidi6 aumentar a concentraciones entre 2.00 y 1.25 mg/ul, al cabo de 48
horas se observo crecimiento homogéneo en todas las concentraciones (Imagen
18, 19y 20).

Imagen 18: Ensayo 23/06/2014
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Imagen 20: Ensayo 22/09/2014

Al observar nulos resultados en concentraciones menores de 2.5 mg/pl se resolvié
incrementar las concentraciones entre 3.75 y 2.5 mg/ul. Se realizaron 3 ensayos
con estas concentraciones, llegando a la conclusion preliminar de que la
concentracion minima inhibitoria estaria cercana a la concentracion de 3.5
(Imagen 21, 22, 23) (Ver Tabla 3).

\

Imagen 21: Ensayo 29/09/2014

Imagen 23: Ensyo B 07/10/2014
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FECHA |\Vol.

T C | 150 [ 145 | 140 | 135 | 130 | 125 | 120 | 115 | 110 | 105 | 100
29/09 [48h |O [ X |[X |X | X |[X |[X |X | X |X |X |O
07/10 {48h |O |X |X |[X |o |O |O |O |O |[O |O (X
07/10 {48h |O | X | X |[X [X |X |O |[X |X |o |O |O

Tabla 3. Volumen entre 150 y 100 ul, equivalente a concentraciones entre 3.75 'y
2.5 mg/ul
*X= Inhibicién
*O= Crecimiento

Se decidié ensayar con concentraciones alrededor de la presunta concentracion
minima inhibitoria, 3.75 a 3.25 mg/ul, obteniendo crecimiento de Candida albicans

en la totalidad de las placas (Imagen 24 y 25) (Ver Tabla 4).

Imagen 24: Ensayo A 09/10/2014

FECHA |\Vol.

T C | 150 | 148 | 146 | 144 | 142 | 140 | 138 | 136 | 134 | 132 | 130
09/10 |48h|O |O |O |O [O |O |O |O |O |O |O|O
09/10 |48h|O |O |O |O |[O |O |O |O |O |O |O|O

Tabla 4. Volumen entre 150 y 130 pl, equivalente a concentraciones entre 3.75 y
3.25 mg/pl
*X= Inhibicién
*O= Crecimiento
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Debido a los resultados obtenidos se resolvi6 aumentar notablemente las
concentraciones, llegando a cifras entre 4.75 y 3.35 mg/ul. Al cabo de numerosos
ensayos, se observo nulo crecimiento de Candida albicans en pocillo control, lo
gue implicd que los ensayos no sean aptos para concluir resultados fidedignos. El
fallido crecimiento de Candida albicans en control se atribuye a las altas
concentraciones de Dimetil Sulfoxido que se utilizaron. Finalmente se decidid no
continuar con los ensayos debido a los ineficaces resultados, sin lograr obtener
una concentracion minima inhibitoria, concentracion minina fungistatica ni

concentraciéon minima fungicida.

Resultados Matico

En un inicio en el extracto de matico se ensayaron concentraciones entre 1.90 y
0.32 mg/pl, a las 48 horas se observo crecimiento de Candida albicans en todos
las pocillos por lo que se decidi6 aumentar a un rango mas amplio para asi

detectar la concentracion mas cercana de inhibicion (Imagen 26).

s

s

MATIco 79/

Imagen 26: Ensayo 19/05/2014

Se plantea utilizar concentraciones mas amplias para poder definir un rango de
inhibicion, por lo que se decide trabajar con concentraciones entre 5 a 2.5 mg/pl,
este ensayo da como resultado inhibicidon a las 48 horas en concentraciones de
4.37, 3.75, 3.12 y 2.5 mg/ul (Ver Tabla 4), por lo que se trabaja continuamente

entre estos parametros (imagen 27).
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Imagen 27: Ensayo 02/06/2014

FECHA | \yol

02/06 | T C 200 | 175 | 150 | 125 | 100
48h |O X | X | X | X |O

Tabla 5. Volumen entre 200 y 100 pl, equivalente a concentraciones entre 5y 2.5
mg/ul

*X= Inhibicién

*O= Crecimiento

En el mes de Julio en 4 ensayos, que se utilizaron concentraciones entre 3.55 y
3.05 mg/ul, se observé un nulo crecimiento de Candida albicans en todos los
pocillos, incluyendo el control (Etanol al 99%). Pero luego en el mes de Agosto, si
se observé crecimiento en control, por lo que se concluyd que el crecimiento de
cepas de Candida albicans, se vio afectado por la temperatura de estas épocas,

gue es significativamente menor (Imagen 28, 29, 30 y 31).

Imagen 28: Ensayo 01/07/2014 ‘ Imagen 29: Ensayo 15/07/2014

34



T

Imagen 30: Ensayo 18/08/2014 Imagen 31: Ensayo 25/08/2014

Luego de utilizar concentraciones entre 4.75 y 3.50 mg/ul de matico (Ver Tabla 6,
7'y 8) y obtener resultados heterogéneos de inhibicién, se concluy6 que el extracto
de matico no actia como fungicida ni fungistatico frente a la cepa de Candida
albicans utilizada, por lo mismo tampoco se puede definir concentracion minima

inhibitoria, concentracion minima fungistéatica, ni concentracion minima fungicida.

FECHA | “\Vol.
T C | 180|176 | 172 | 168 | 164 | 160 | 156 | 152 | 148 | 144 | 140
20/10 (48h |O (O |O |O |O |O |[O O |O |O |O |O
lsem|O O /OO O O |O|O|O|O|O|O

Tabla 6. Volumen entre 180 y 140 ul, equivalente a concentraciones entre 4.5y
3.5 mg/ul
*X= Inhibicién
*O= Crecimiento
FECHA ol.
T C 190 | 185 | 180 | 175 | 170 | 165 | 160 | 155 | 150 | 145 | 140

29/10 (48h |[O |o |O |O |O [X [X |X |O [X |[X |X

lsem | O |/O |O O |O O | O |O O |O |O|O

Tabla 7. Volumen entre 190 y 140 pl, equivalente a concentraciones entre 4.75 'y
3.5 mg/ul
*X= Inhibicién
*O= Crecimiento
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FECHA [N\yo

T C 190 | 185 | 180 | 175 | 170 | 165 | 160 | 155 | 150 | 145 | 140

o

03/11 | 48h X |o|O|O|O|O|O |O O |O X

lsem | O |/O |O |O |O O |O |O O |O |O|O

Tabla 8. Volumen entre 190 y 140 pl, equivalente a concentraciones entre 4.75 'y
3.5 mg/pul
*X= Inhibicién
*O= Crecimiento

Resultados Mezcla Extracto de Tomillo Y Matico

Se decidi6 utilizar para la mezcla de extractos solo Tomillo y Matico, debido a los
no concluyentes resultados que se observaron con el extracto de ajo y a la
problematica que se presentdé con su crecimiento en el control de sus placas y al
uso incompatible del disolvente etanol y dimetil sulfoxido para la mezcla.

Se comenzo utilizando como base de la mezcla tomillo y matico la concentracion
minima inhibitoria encontrada en tomillo que fue de 1.5 mg/ pl, y concentraciones
de matico que van desde los 4,15 mg/ pl hasta los 3.50 mg/ pl (ver tabla 9) sin

resultados fungistéticos ni fungicidas. (Imagen 32)

Imagen 32: Ensayo 10/11/2014 48 horas (izquierda), 1 semana (derecha)
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FECHA ol
T ¢ 170 | 166 | 163 | 160 | 157 | 154 | 151 | 149 | 146 | 143 | 140
10/11 | 48h o |- OO0 | O |O0O |O|O|O O |0 X
1sem | X - O |0 OO O O |O|O |0 |0

Tabla 9. En este ensayo se utilizo siempre tomillo 60 pl (1.5 mg/ ul ) y control 230 pl (5.75 mg/ pl) los
volimenes con matico son los que se manipularon y que aparecen detallado en la tabla.

*X= Inhibicién
*O= Crecimiento

Se siguié probando la mezcla tomillo y matico con la concentracion minima
inhibitoria de tomillo 1.5 mg/ ul, y concentraciones de matico que van desde los
4,75 mg/ pl hasta los 3.50 mg/ul (ver tabla 10) obteniendo resultados fungistaticos
bajo concentraciones 3.37 mg/ pl y sin concentraciones fungicidas (Imagen 33).

< —— 7
= - ~

Imagen 33: Ensayo 10/11/2014 48 horas (izquierda), 1 semana (derecha)

FECHA Vol.
T C | 190 | 185 | 180 | 175 | 170 | 165 | 160 | 155 | 150 | 145 | 140

10/11 {48h |O |0 |O |O [X | X |[X |X | X | X |[X [X

lsem|O | X |X |O |O |O |O |O |O|O |O |O

Tabla 10. En este ensayo se utilizo siempre tomillo 60 pl (1.5 mg/ pl) y control 250 pl (6.25 mg/ pl) los
volimenes con matico son los que se manipularon y que aparecen detallado en la tabla.

*X= Inhibicién
*O= Crecimiento
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Se continu6é ensayando la mezcla tomillo y matico con la concentracion minima

inhibitoria de tomillo 1.5 mg/ ul, y concentraciones de matico que van desde los

4,00 mg/ pl hasta los 2.50 mg/ ul (ver tabla 11) obteniendo resultados no validos

debido a que el pocillo control no presento crecimiento de Candida albicans.

FECHA ol
T ‘'c [160 ] 155 [ 150 [ 145 [ 140 [ 135 [ 130 [ 125 | 120 | 115 | 110
02/12 | 48h | X | X [ X [ X [ X | X [X [ X | X | X [X |X
Isem | X | X [ X [ X | X | X | X | X | X | X | X |[X

*X= Inhibicién
*O= Crecimiento

Tabla 11. En este ensayo se utilizo siempre tomillo 60 pl (1.5 mg/ pl ) y control 220 pl (5.50 mg/ pl) los
volumenes con matico son los que se manipularon y que aparecen detallado en la tabla.

Mezcla matico tomillo

Se decidié ensayar de manera muy experimental la mezcla matico y tomillo, sin
tener de base una concentracién minima inhibitoria, ni fungistatica del matico.

Se realizaron dos ensayos con distintitas concentraciones bases de 4,75 mg/ ul y
4,25 mg/ pl (ver tabla 12 y 13). En donde los resultados obtenidos no demostraron
resultados concluyentes debido a que en ambos ensayos no crecié pocillo control

a las 48 horas, pero si a la semana, pudiéndose inferir que el nivel alto de las

concentraciones utilizadas en pocillo control puedan jugar un papel inhibitorio para

los ensayos, interfiriendo con los resultados que esperdbamos en torno al efecto

del extracto y su mezcla (Imagen 34 y 35).

Imagen 34: Ensayo matico 10/11/2014. 48 horas (izquierda),

1 semana (derecha)
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FECHA
ol.

N

60 | 58 [56 |54 |52 |50 |48 |46 |44 [42 |40

10/11 | 48h | X | X [ X | X | X [ X |[X | X | X |[X |[X |X

lsem |O | X [ X |o | X [X | X |Jo [X | X |[X |O

Tabla 12. En este ensayo se utilizo matico 190 pl (4,75 mg/ pl) y control 250 pl (6,25 mg/ pl), los
volumenes con tomillo fueron los que se manipularon y aparecen detallados en la tabla.

*X= Inhibicién
*O= Crecimiento

FECHA ol.

N

60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40

10/11 | 48h X [X | X | X [ X | X | X [X | X [X | X |X

lsem | O |O |O |O | X [X |O | X [X | X |O | X

Tabla 13. En este ensayo se utilizo matico 170 pl (4,25 mg/ pl) y control 230 pl (5,75 mg/ pl) , los
volumenes con tomillo fueron los que se manipularon y aparecen detallados en la tabla.

*X= Inhibicién
*O= Crecimiento
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Resultados Fluconazol

Los ensayos con Fluconazol se iniciaron con concentraciones entre 2 y 0.25 mg/ul
(Ver tabla 14). A las 48 horas se presenté crecimiento de Candida albicans solo en
control, y a la semana con estas concentraciones, se observd crecimiento en

todos los pocillos, pero en cantidades pequefias (Imagen 36y 37).

Imagen 36: Ensayo fluconazol Imagen 37: Ensayo fluconazol
15/10/2014 Resultados a las 48 15/10/2014 Resultado a 1 semana.
FECHA

C 80 60 40 20 10

15/10 | 48h O [ X |X X X
lsem |O |o |o |o |o |oO

Tabla 14. Volumen entre 80 y 10 ul, equivalente a concentraciones entre 2 'y 0.25
mg/pl

*X= Inhibicién

*O= Crecimiento

Luego se decidio acotar las concentraciones a un rango mas pequefio, para asi
definir la concentracion minima inhibitoria, por lo que se utilizaron
concentraciones entre 1 y 0.05 mg/ul (Ver tabla 14). Mostrando resultados
satisfactorios a las 48 horas entre las concentraciones de 1 a 0.25 mg/ul (al igual

gue en ensayo previo), mientras que a la semana se observé un crecimiento de
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cepas en cantidades pequefias en cada pocillo (Imagen 38 y 39). Por lo que se

puede concluir que Fluconazol, actuaria como un fungistatico de Candida

Albicans, mientras que su concentracion minima inhibitoria esta en el rango de

0.25 mg/ul al igual que la concentracion minima fungistatica.

Imagen 38: Ensayo 03/11/2014
Resultado a las 48 Horas

Imagen 39: Ensayo 03/11/2014
Resultado a 1 Semana

03/11 C |40 |35|30 (25|20 |15 |10 |8 6 4 2
48h (o)
1sem | O | o o o o o o o o o o o

*X= Inhibicién
*O= Crecimiento

Tabla 15. Volumen entre 40 y 2 pl, equivalente a concentraciones entre 1 y 0.05

mg/pl
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V DISCUSION

AJO

En diversos estudios que se han realizado, se han determinado ciertas sustancias
del ajo que tienen mayor efecto antifungico, que son el ajoeno y la alicina,
compuestos activos que se encuentran en el bulbo (cabeza) del ajo.”®

En la mayoria de los estudios realizados con ajo se ha trabajado con los
compuestos activos extraidos del ajo, a diferencia de esta investigacion en la cual
se utilizé el ajo en su totalidad como extracto. De acuerdo a esto, se puede
deducir que esta es una de las razones por la cual pueden haber variado los

resultados obtenidos con los de la literatura.

En relacion a los resultados in vitro de los experimentos que se realizaron en esta
investigacién, se observé que el crecimiento de Candida albicans es dispar en los
pocillos, ya que, a menor concentracion del extracto de ajo existi6 menor
crecimiento fungico. Por esta razén fueron aumentadas las concentraciones, pero
aun asi, se obtuvo crecimiento de cepas en ellas. Ademas de esta situacion se
suma el hecho de que no existié crecimiento en el control de los ensayos, por lo
gue lleva a resultados poco concluyentes. Esto podria deberse al aumento en
concentraciones de DMSO como control, con niveles entre 3.75 mg y 4.75 mg lo

gue inhibiria totalmente el crecimiento de Candida albicans.

Finalmente se determiné que el extracto de ajo frente al cultivo de Candida
albicans no actu6 como fungicida ni fungistatico contrariando con los estudios

previamente estudiados.

42



MATICO

En la investigacion para el extracto de matico se observaron resultados en los
primeros ensayos dando pardmetros de concentracion fungistaticos por lo que se
sigue trabajando con las mismas concentraciones hasta el mes de Julio, donde se
presentd nulo crecimiento. Luego de repetidos experimentos y fallidos resultados
se concluy6 que la cepa de Candida albicans se ve afectada en los meses de
invierno (Julio- Agosto) por las bajas temperaturas lo que lleva a la inhibicién de su
crecimiento y enlentecer su metabolismo, lo que se complementa con la busqueda
bibliogréafica presentada, donde se plantea el periodo de recoleccién de la planta ,
gue de acuerdo a la época del afio se podria ver afectadas sus propiedades
farmacoldgicas, por lo que se puede deducir que las bajas temperaturas no solo
afectaron al crecimiento de Candida albicans, sino también la propiedad que
posee el matico como antifingico, lo que podemos apoyar con la estudios
descritos en donde se incubaron ciertas cepas de hongos a 30° celcius y se
consiguieron efectos antifingicos del matico®. Posteriormente en los meses de
Septiembre y Octubre el crecimiento de Candida no es uniforme, por lo que se

determind que el extracto de matico no actia como fungicida ni fungistatico.
TOMILLO

El Thymus Vulgaris, mas conocido como tomillo, se encuentra dentro de la

medicina popular por tener diversos usos.

Se han realizado estudios para diversas propiedades, destacando su accidbn como
fungicida, dado por sus compuestos activos como el timol, compuesto que esta

presente en algunas variedades.®

En el caso de esta investigacion se utilizé la hoja de tomillo por completo para
realizar el extracto. Desde los primeros ensayos se obtuvo inhibicion de Candida
albicans con resultados satisfactorios, pudiéndose obtener una concentracion

minima inhibitoria y concentracion minima fungistatica a las 48 horas, pero
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ademas se observO durante varios experimentos, que a la semana de analizar las
placas, no existia crecimiento del hongo, por lo que también se puede concluir,
que el tomillo no solo podria actuar como fungistatico, sino también como
fungicida, sin obtener en este estudio un valor certero, ademéas como fue reflejado
en investigaciones presentadas en este documento que hablan ademas de solo el
uso de timol (compuestos del Tomillo), los cuales inhibieron el crecimiento de
hongos durante once dias de incubacién®®, mientras que los ensayos realizados
por las integrantes de esta investigacion utilizo el total de la hoja de tomillo para

generar el extracto, obteniendo resultados satisfactorios.

Mezcla de extractos

Como se conoce propiedades medicinales de las plantas que se han estudiado en
esta investigacion, se pretendié estudiar el efecto que podrian tener los extractos

de las plantas en una mezcla, con la idea de que se podrian potenciar sus efectos.

En un principio, se pensd en realizar una mezcla entre los tres extractos
obtenidos, sin embargo, debido a la problematica que se presentd con
crecimiento en el control de las placas tratadas con ajo, debido al uso del Dimetil
Sulfoxido (DMSO), se concluyé que el extracto de ajo para este objetivo no seria
efectivo.

En los ensayos realizados de la mezcla entre los extractos de tomillo y matico, la
gue tuvo actividad antifingica en la totalidad de los ensayos, es en la cual, el
extracto de tomillo fue manipulado, por lo que se obtuvo el resultado esperado al
realizarse esta mezcla, ya que de acuerdo a la literatura de los tres extractos
estudiados, el tomillo, es el que ha obtenido mejores resultados como antifungico.
Finalmente a la semana, si bien, existe crecimiento del hongo, este es controlado
y en pocas colonias, por lo que si en algin momento el tomillo fuese parte del
tratamiento para esta patologia, no eliminaria por completo la Candida albicans
presente en la biota normal de la vagina, se obtuvo una concentracion preliminar

fungistatica bajo concentraciones 3.37 mg/ pl.
44



Fluconazol

Fluconazol es el medicamento estandar utilizado para el tratamiento de
Candidiasis en Chile. Este farmaco, actia interrumpiendo el crecimiento del
hongo, lo que significa que actuaria como fungistético. A través de los ensayos
realizados en esta investigacion, se pudo concluir, que el Fluconazol, actuaria
enlenteciendo el crecimiento de Candida albicans, pero no asi como fungicida, ya
gue si se observa crecimiento, de escasas cepas, a la semana de evaluacion. En
base a estudios presentados en esta investigacion, se concluye que este farmaco
si presentaria efectividad frente al tratamiento de Candida albicans, ya que no
debe eliminar por completo este hongo, porque pertenece a la microbiota propia

de la vagina, pero si actia fungistaticamente, que es lo buscado.
Se confirma nuestra hipotesis:

HO: Los extractos naturales obtenidos de plantas de tomillo (Thymus vulgaris),
matico (Buddleja globosa) y ajo (Allium sativum) tienen menos efecto que el

fluconazol, sobre el crecimiento de Candida albicans.
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VI CONCLUSION

Si bien los resultados fueron diversos, ya que solo una de las tres especies tuvo
accion fungistatica, al contrario de lo encontrado en la revision bibliografica, el
poder tener resultados positivos para el tomillo abre paso para seguir investigando
en las propiedades de éste para poder ofrecer, aunque limitada, una variante a la
medicina tradicional por la medicina natural a las usurarias que presenten

candidiasis.

Claramente dentro del estudio afectaron diversas variables como lo fueron en un
primer momento la inexperiencia de las investigadoras en el manejo de
laboratorio, que fue rapidamente resuelto, la temporada invernal (Julio-Agosto)
gue afecto al crecimiento de Candida albicans ya que disminuye el metabolismo
fungico, la temperatura y la concentracion de Candida que quedaban por cada

micropocillo, que podrian limitar una futura investigacion.

Sin embrago, al ser un ensayo experimental no clinico, con cepas estandarizadas

hace que los resultados sean mucho mas fiables.

Luego de analizar los resultados, y de determinar las distintas variables que
influian en éstos, al contrario de la revision bibliografica realizada, solo el extracto
de tomillo obtuvo concentraciones fungistaticas, pudiendo inhibir el crecimiento de
Candida albicans. El ajo y el matico, luego de una serie de discordancias,

finalmente no se pudo verificar ni su accién fungicida ni fungistatica.
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IX. ABREVIATURAS
AE: Aceites Esenciales

ATCC: American Type Culture Collection.

CMEF: Concentracién minima fungicida.
CMI:_Concentracion minima inhibitoria.

DEIS: Departamento de estadisticas e informacion de salud.
DMSO: Dimetil Sulféxido.

ITS: Infeccién de transmision sexual.

LCR: Liquido céfalo raquideo.

MINSAL: Ministerio de Salud.

OMS: Organizacién mundial de la salud.

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.
VIH: Virus de inmunodeficiencia humana.

VVC: Vulvovaginitis candidiasica.

UNACESS: Unidad de atencion y control de salud sexual.
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X. DEFINICION DE TERMINOS

American Type Culture Collection Centro de biorecursos global sin fines de lucro y

ademas es una organizacion investigadora que se preocupa de proveer productos

biolégicos, servicios técnicos y programas de educacion®®.

Antidepresivos: Son medicamentos que actlan sobre el sistema nervioso central,

gue se utilizan para el tratamiento de condiciones neuroldégicas o0 psiquiatricas
(psicofarmacos) que pueden provocar trastornos depresivos, los que pueden

aparecer en forma de uno o mas episodios a lo largo de la vida™.

Antifungico: medicamento o sustancia que combate los hongos o evita su

aparicion®®.

Antibacteriano: Se dice de la sustancia quimica producida por un ser vivo 0

fabricada por sintesis, capaz de paralizar el desarrollo de ciertos microorganismos
patdégenos, por su accion bacteriostatica, o de causar la muerte de ellos, por su

accion bactericida®®.
Antimicéticos: Que impide el crecimiento de los hongos y los mata®’.

Antioxidante: Molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacién de un sustrato

oxidable, actuando como donador de electrones (agente reductor) *°.

Antiviral: Dicho de un medicamento, de una sustancia, de un procedimiento, que

se utilizan para combatir los virus™®.

Balanoprepucial: Relativo o perteneciente al pene y al prepucio.

Biopelicula: Es un ecosistema microbiano organizado, conformado por uno o
varios microorganismos asociados a una superficie viva o0 inerte, con

caracteristicas funcionales y estructuras complejas. Este tipo de conformacion
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microbiana ocurre cuando las células plancténicas se adhieren a una superficie o

sustrato, formando una comunidad.®

Candidiasis: Infecciébn de la piel y las mucosas producida por hongos del
género Candida.*®

Concentracion de extractos aplicados: determina las diversas concentraciones que

se utilizardn en cada ensayo 0 experimento para establecer si a mayor
concentracion de estos, existe menor resistencia por parte del hongo Candida
albicans.

Concentracion minima fungistatica: define la menor concentracion del extracto

natural o del fluconazol que resulta en impedir o inhibir la actividad vital de los
hongos en comparacion con el crecimiento en los pocillos control qgue no han sido

tratados a las 48 horas post siembra.

Concentracion minima fungicida: Concentracion mas baja de una sustancia con

accion fungicida (antifngico o antimitética) para impedir el crecimiento o eliminar

los hongos al cabo de 1 semana.

Concentracion minima inhibitoria: En microbiologia, es la concentracion mas baja

de un antimicrobiano, el que inhibe el crecimiento visible de
un microorganismo, después de su incubacion. La concentracibn minima
inhibitoria es importante en diagnésticos de laboratorio para confirmar la
resistencia de microorganismos a un agente antimicrobiano y ademéas para

monitorizar la actividad de los nuevos agentes antimicrobianos.*®

Comensal: Organismo que obtiene alimentos o proteccion a expensas de otro sin

producirle dafio ni beneficio.

Cosmopolitas: Dicho de un ser o de una especie animal o vegetal: Aclimatado a

todos los paises o que puede vivir en todos los climas.*®
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Departamento de Estadisticas e Informacién de Salud: Genera informes

estadisticos para la formulacién de politicas, planificacion y ejecucion, de las

diversas acciones de salud.?

Dermatofitosis: son un conjunto de micosis superficiales que afectan a la piel,
especificamente a la epidermis, y sus anexos (ufias y pelos). Son causadas por un

grupo de hongos parasitos de la queratina llamados dermatofitos.*

Enfermedades: Alteracién mas o menos grave de la salud.*®

Efectos Secundarios: Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), es

cualquier reaccidon nociva no intencionada que aparece a dosis normalmente
usadas en el ser humano para profilaxis, diagndstico o tratamiento para modificar

funciones fisiolégicas.

Embriotoxico: Este adjetivo se aplica a cualquier sustancia dafiina para un embrion

en cualquier sentido?.

Endocarditis: Es unaenfermedad que se produce como resultado de
la inflamacion del endocardio, es decir, un proceso inflamatorio localizado en el
revestimiento interno de las camaras y valvulas—bien sea nativas o protésicos—
cardiacas. Se caracteriza por la colonizacibn o invasion de las valvulas del
corazéon formando vegetaciones compuestas por plaquetas, fibrina y microcolonias

de microorganismos y, ocasionalmente, células inflamatorias.*
Enddgena: Que se origina en virtud de causas internas.?*

Ergosterol: es un componente de las membranas celulares de los hongos, que

cumple la misma funcién que el colesterol realiza en las células animales®,

Esteroles: son esteroides con 27 a 29 atomos de carbono. Su estructura quimica
deriva del ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano, una molécula de 17

carbonos formada por tres anillos hexagonales y uno pentagonal. El esterol mas
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comun en los humanos y animales es el colesterol, que forma parte de

las membranas de todas las células eucariotas y micoplasmas.

Estrato cérneo: Es la ultima capa y mas superficial de la piel. Esta formada por 15

0 20 asientos, colocados unos encima de otros como las tejas de un tejado. Estos
asientos estan compuestos por células muertas, aplanadas, sin nucleo y

gueratinizadas.
Exo6geno: De origen externo®®.

Expectorantes: Que hace Arrancar y arrojar por la boca las flemas y secreciones

que se depositan en la faringe, la laringe, la traquea o los bronquios™®.

Extractos: Producto sélido o espeso obtenido por evaporacién de un zumo o de

una disolucién de sustancias vegetales o animales®®.

Exudados: Producto de la exudacién, generalmente por extravasacion de la

sangre en las inflamaciones®.

Fitofarmaco:"Fito” palabra griega que significa ‘“planta”; “Farmaco”. es el
medicamento. Por lo tanto, se define como medicamentos que contienen como
principio activo exclusivamente de plantas, partes de plantas, ingredientes

vegetales o bien, preparaciones obtenidas a partir de ellas.?®

Gemacién: Modo de reproduccién asexual, propio de muchas plantas y de muchos
animales invertebrados, que se caracteriza por separarse del organismo una
pequefia porcion del mismo, llamada yema, la cual se desarrolla hasta formar un

individuo semejante al reproductor™®.

Hidréfilo: Dicho de una materia: Que absorbe el agua con gran facilidad™®.

Hipoglucemias: Nivel de glucosa en la sangre inferior al normal®®.

Infusién: Bebida que se obtiene de diversos frutos o hierbas aromaticas, como té,

café, manzanilla, etc., introduciéndolos en agua hirviendo™®
63



Inflorescencia: Es la disposicion de las flores sobre las ramas o la extremidad
| 16

del tallo; su limite esta determinado por una hoja norma

Inmunocompetentes: Se dice que una persona es inmunocompetente cuando

todas sus funciones de defensa estan presentes en cantidad y calidad normal y

suficiente.

Inmunodeprimidos: Organismo que padece fuerte disminucion de la respuesta

inmunitaria®®.
In vitro: Producido en el laboratorio por métodos experimentales™®.

Infecciones de Transmisién Sexual:. Grupo heterogéneo de enfermedades

transmisibles, que afectan a hombres y mujeres, cuyo elemento en comun es la

transmision por via sexual®’.

Lilidceas: Familia de plantas angiospermas monocotileddéneas, generalmente
herbaceas, anuales o perennes, de raiz bulbosa y fruto capsular, como el ajo, el

esparrago y el lirio®.

Liguido cefalorraquideo: Liquido de color transparente, que bafia el encéfaloy

la médula espinal. Circula por el espacio subaracnoideo, los ventriculos cerebrales
y el canal ependimario sumando un volumen entre 100 y 150 ml, en condiciones

normales?®.

Microbiota: Es el conjunto de microorganismos que se localizan de manera normal

en distintos sitios del cuerpo humano.

Microorganismos: Nombre genérico que designa los seres organizados solo

visibles al microscopio; p. €j. Las bacterias, los infusorios, las levaduras, etc*®.

Mutageno: Agente capaz de producir mutaciones™®.

Onicomicosis: es una infeccidn superficial en las ufias, que dejan como apariencia

el grosor, y el color de manera anormal, tanto de las manos como de los pies,
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causadas por tres tipos de hongos: dermatofitos (de los géneros
Trichophyton y Microsporum), levaduras (Candida en personas

inmunosuprimidas).

Organizacion Mundial de la Salud:. Autoridad directiva y coordinadora de la accién

sanitaria en el sistema de las Naciones Unidas.

Principio Activo o Componente Activo: Concepto que se emplea en el ambito de

la  quimica para nombrar al componente que porta las cualidades
farmacologicas presentes en una sustancia. Esto quiere decir que el principio
activo de un farmaco es aquel que permite prevenir, tratar o curar

una enfermedad u otro tipo de trastorno de salud.

Resistencia Farmacoldgica: Capacidad de los organismos patdgenos para resistir

los efectos de farmacos que previamente eran toxicos para ellos.

Sustancias naturales: Aquella sustancia que se encuentra en el ambiente y que no

requiere de un proceso quimico para obtenerse.
Teratégeno: Agente que produce malformaciones en el embrién o feto™®.

Tratamientos: Conjunto de medios que se emplean para curar o aliviar una

enfermedad?®.

Tromboflebitis: Inflamacién de las venas con formacion de trombos®®.

Vulvovaginitis Candidiasica:. Es una infeccion de mucosa vaginal y piel vulvar
producida por especies de Candida.
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Xl. MARCO TEORICO

La vagina alberga en su interior una cantidad importante de especies bacterianas
y cuantitativamente millones de bacterias y hongos. Los rangos de prevalencia de
algunas bacterias son bastantes amplios, especialmente aquellas potencialmente
patdbgenas como Gardnerella vaginalis, Bacteroides fragilis, Mycoplasma y
Ureaplasma. Por esto hay que aceptar que en la flora vaginal hay bacterias
potencialmente patégenas que se comportan como comensales y en
determinadas condiciones pueden invadir el organismo causando serios dafios o
incluso la muerte. En situaciones normales esto no ocurre porque existe un
delicado equilibrio en la flora vaginal y entre ésta y el huésped a través del epitelio
vaginal, constituyendo un verdadero ecosistema. Los microorganismos de la
vagina necesitan un minimo de requerimientos: macro Yy micronutrientes,
temperatura, humedad, pH y tension de oxigeno adecuado. El epitelio vaginal

proporciona estas condiciones™*.

El pH vaginal es una caracteristica especial de este nicho. El pH normal es de 4.5
a 5.0. Fuera de ese rango pueden producirse alteraciones cualitativas de la flora y
a su vez las alteraciones de la flora pueden alterar el pH de la vagina. El
envejecimiento, la actividad sexual y las duchas vaginales pueden influir en el pH.
La inactividad sexual y la atrofia vaginal en la posmenopausia producen aumento
de pH. Las duchas vaginales bajan el pH. La rara asociacion entre vaginosis y
candidiasis vaginal se debe a la produccion de putresceina y cadaverina, aminas
gue son liberadas por algunas bacterias que predominan en la vaginosis y que

inhibe el crecimiento de Candida albicans en su forma patégena o tubular. **

La interaccién entre microorganismos propios de la flora vaginal y de la pared
vaginal, muchas veces impiden el crecimiento de ciertos organismos, asi se
observa con algunas bacterias que producen una sustancia llamada candicidina

qgue inhibe el crecimiento de Candida albicans. Esto se expresa claramente
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cuando se administran antibioticos de amplio espectro que elimina estas bacterias

haciendo que inmediatamente se desarrollen las levaduras.™

En cuanto a la interrelacion de la flora vaginal con el sistema inmune, en el epitelio
vaginal existen inmunoglobulinas que actuan como factor estabilizador y que
impiden el paso de bacterias mas alla de esa barrera. Estos anticuerpos (IgA-1 por
ejemplo) pueden ser inactivados por proteasas bacterianas. Las endotoxinas y los
polisacaridos de la pared celular de las bacterias pueden tener un efecto
mutageénico en los linfocitos B. Los bacteroides producen succinato que tienen
efecto antifagocitario. En las pacientes con diabetes mellitus se producen
trastornos metabolicos que llevan a deficiencias en el sistema inmunitario, lo que
se manifiesta en una mayor tolerancia a las infecciones, especialmente por

Candida albicans.®®

Las infecciones de transmision sexual (ITS), incluido el VIH, representan un
problema de salud publica importante en términos de morbilidad y mortalidad
(infertilidad, enfermedad pélvica inflamatoria, cancer de cérvix, SIDA, etc.). Desde
principios de los afios noventa ha aumentado de forma notable el nimero de

casos declarados de ITS globalmente.*®

Como se indicaba anteriormente las ITS son una problematica a nivel mundial. Asi
lo demuestran estimaciones realizadas en el afio 2005 por la OMS, segun las
cuales cada afio se producen en el mundo 448 millones de nuevos casos de ITS
curables incluyendo so6lo la Sifilis, Gonorrea, Clamidiasis y Tricomoniasis, en
adultos entre 15y 49 afios y que el afio 2008 aument6 el nimero de nuevos casos
a 498.9 millones de adultos en el mismo rango etario esto es un aumento del
11.39%.°%% 3%

De las ITS no notificadas en este grupo, la candidiasis o VVC no presentan
disponibles porcentajes a nivel mundial, ya que son enfermedades de notificacion
en establecimientos centinelas, pero que sin embargo van en aumento de la mano

de las ITS nombradas en primera instancia.
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Las cifras estimadas que se manejan, indican que un 75% de las mujeres
experimentan al menos un episodio de VVC durante su vida y 40%-45%
experimentaran dos o mas episodios. En un pequefio porcentaje de mujeres

(probablemente <5%) este cuadro seréa recurrente.

Levaduras del género Candida estan frecuentemente presentes en humanos de
forma comensal, especialmente en la composicion de la microbiota normal de la
piel y de mucosas, como en la cavidad bucal, en tractos gastrointestinales y en la
vagina, estando en equilibrio con la microbiota normal y con el sistema inmune del

hospedero.*’

Sin embargo, determinados factores capaces de producir alteraciones del estado
fisiologico o inmune del hospedero pueden favorecer el cambio de estado
comensal de estas levaduras hacia un estado patogénico, haciéndolas capaces de
causar desde infecciones superficiales de las mucosas hasta, en algunos casos,

infecciones sanguineas diseminadas.*®

El género Candida esta formado por 163 especies, de las cuales
aproximadamente 10 son las responsables de las infecciones en el hombre,
describiéndose a C. albicans como la especie mas importante. Estos agentes son
cosmopolitas y forman parte de la microbiota del hombre y animales, colonizando
mucosas del tracto intestinal (50 a 70%), boca (30 a 50%), vaginal (5 a 30%) y piel
(4 a 7%)."

Candida albicans, la méas frecuente causante de la candidiasis vaginal, es una
levadura oval, produce un pseudomicelio en los cultivos, tejidos y exudados, se
reproduce por gemacion. Miembro de flora normal de mucosas del aparato
respiratorio, digestivo y genital femenino. Puede producir infeccion sistémica,
tromboflebitis, endocarditis, infeccion ocular (introducida por via venosa, catéteres,
hiperalimentacién, agujas, etc).?’ La candidiasis vaginal es una infeccién endégena
del tracto genital inferior femenino pues Candida pertenece a la flora (no

patégena) vaginal que en ciertas circunstancias produce patologia.?*
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Aun asi la candidiasis podria tener un origen exdgeno ya que se encontré 20 % de
Candida spp en el surco balanoprepucial de parejas con candidiasis vulvovaginal a
pesar de que no se la considera de transmision sexual o se puede considerar
exdgena también por probable contagio en piscinas, bafios, etc.??

Los mecanismos de defensa en la edad adulta ante la infeccion micética incluyen:
Desarrollo anatémico de las estructuras vulvoperineales, vello, acido undecilénico
de las glandulas vulvovestibulares, moco cervical con propiedades antimicoticas y
antiparasitarias.”> En el embarazo aumentan las secreciones cervicales y
vaginales con disminucion de la respuesta local asociado al papel de la
progesterona en los linfocitos T y en la actividad anticandida de los
polimorfonucleares.?* La hiperglicemia mejora la habilidad de C. albicans para
ligarse a células del epitelio vaginal.”® Existen diferentes mecanismos de
regulacion en el ecosistema vaginal normal, como la &cido génesis, la que
mantiene un pH entre 3.8 a 4.5, dificultando el crecimiento de especies que no
crecen en un ambiente acido; la produccion de H,O, por los Lactobacillus, el cual
inhibe la proliferacion bacteriana.?® La interferencia bacteriana y la presencia de
Inmunoglobulina A secretoria (IgAs).Segun la sintomatologia y los episodios de
vulvovaginitis candidiasica se tiene tres grupos de mujeres: a) Mujeres que jamas
desarrollaran vulvovaginitis a pesar de ser colonizadas por meses 0 afios con
Céandida. b) Mujeres con episodios aislados. c) Mujeres con episodios recurrentes

(mas de tres episodios por afio).% 2° 272829

Ademéas Candida albicans es el causal del 85 a 90% de las pacientes cuyos
cultivos de hongos son positivos, las especies restantes son C. glabrata y C.

tropicalis.®

La realidad pais nos indica que segun el DEIS, e incorporadas a las Normas de
Manejo y Tratamiento de Infecciones de Transmision Sexual, el afio 2006 se
notificaron 1997 casos de ITS, representando del total un 0.7% los casos en
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hombres y 6.1% de mujeres. De los casos de candidiasis notificados (134 en
total), 120 son mujeres (89.5%) y 14 son hombres (10.4 %).
Cabe destacar que entre las ITS notificadas, ocupa el 4° lugar en orden

descendente.

Por otro lado la candidiasis en neonatologia es cada vez mas reconocida como
causa de sepsis hosocomial en las unidades de cuidados intensivos neonatales %°
Aunque Candida albicans continua siendo la especie mas frecuente, estudios
recientes destacan la importancia clinica y epidemioldgica de otras especies como

C. tropicalis, C. parapsilosis y C. lusitaniac. **

La candidiasis sistémica se considera una causa importante de morbilidad y
mortalidad neonatal, afectando, principalmente, a recién nacido pre término de
muy bajo peso, sometidos durante largo tiempo a ventilacibn mecéanica, nutricion
parenteral a través de catéteres intravasculares y uso de antibioticos de amplio
espectro.?® Las infecciones por Candida estan también ampliamente relacionadas

a pacientes inmunodeprimidos.

El tratamiento estandar utilizado para tratar la Candidiasis esta descrita en las
Normas de Manejo y tratamiento de Infecciones de Transmisién Sexual (Minsal
2008) y lo que recomienda UNACESS es: “debe contar con un arsenal
farmacoldgico propio para el manejo de patologias especificas”. Dentro de éstas

se encuentra el Fluconazol, que se puede administrar de la siguiente manera:

e Tratamiento Candidiasis Genital: Fluconazol 150 mg. Oral Dosis Unica
e Candidiasis recurrente: Fluconazol 150 mg. Oral 3 dias seguidos
e Tratamiento de mantencion: Fluconazol 150 mg. Oral 1 vez por semana, 6

meses”.’

El Fluconazol pertenece a la familia de los Azoles, estos inhiben a la citocromo P-

450-3-A de la célula fungica, a través de la inactivacion de la enzima C-14-a-
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dimetilasa, con lo cual se interrumpe la sintesis del ergosterol en la membrana
celular.

Debido a la falta de ergosterol se comienzan a acumular esteroles toxicos
intermedios, aumenta la permeabilidad de la membrana y se interrumpe el
crecimiento del hongo. * Pudiéndolo administrar tanto por via oral o parenteral. Su
mecanismo de accion, al igual que la de otros azoles, se basa en la interrupcion
del paso de lanosterol a ergosterol mediante su union al citocromo fungico P-450,
lo cual provoca la alteracion de la permeabilidad de la membrana fungica. La
absorcion del fluconazol es rapida administrado por via oral, alcanzando la
concentracion maxima plasmatica entre la primera y segunda hora después de la
administracion sin depender del medio acido o de la alimentacion. A diferencia de
los antifungicos imidazolicos y de otros triazélicos, fluconazol se une poco a las
proteinas plasmaticas. Esto hace que haya grandes cantidades de farmaco libre
en la circulacion y, por consiguiente, una mayor disponibilidad para su distribucion
tisular mediante difusion pasiva y por el sudor. Alcanza buenos niveles cutaneos y
ungueales, penetrando rapidamente, pero es eliminado muy lentamente de la piel
permitiendo una administracion menos frecuente con una dosis méas alta, la
concentracion en piel es diez veces mayor que en plasma acumuldndose en el
estrato cérneo.*’

Practicamente no es metabolizado y es eliminado por via urinaria donde los
niveles son mas elevados que los plasmaticos. Su caracteristica mas especifica
son los buenos niveles que alcanza en el liquido cefalorraquideo. Al poseer una
mayor selectividad por el enzima fungico los efectos secundarios y las
interacciones medicamentosas se reducen. Las reacciones adversas relacionadas
con este farmaco son las gastrointestinales y la cefalea. El fluconazol no es
embriotéxico o teratégeno en animales, excepto a dosis muy elevadas, y no es
mutagénico. Tiene interacciones con diferentes farmacos: rifampicina disminuye
los niveles de fluconazol, las sulfonilureas aumentan su vida media produciendo

hipoglucemias y cuando se administra con warfarina, aumenta el tiempo de
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protrombina. Asi mismo, aumenta los niveles de fenitoina y teofilina; sin embargo
los niveles de ciclosporina no son practicamente modificados, lo que hace de
fluconazol el farmaco de eleccion en pacientes trasplantados que sufren una
infeccidn fangica concomitante. La vida media en plasma de fluconazol es de 30 h.
En piel se detectan niveles altos hasta 10 dias después de terminar la ingesta, lo
gue permite emplear dosis semanales en el tratamiento de infecciones flngicas
superficiales.®® Se ha empleado sobre todo en el tratamiento de candidiasis
sistémicas en pacientes inmunodeprimidos con excelentes resultados, siendo el
farmaco de referencia para el tratamiento de las candidiasis sistémicas, tanto en
pacientes inmunocompetentes como, y sobre todo, inmunodeprimidos, salvo
aquellas cuyo agente es Candida krusei, que es una especie resistente. Su
empleo se ha extendido también a las dermatofitosis con buenos resultados,
estando en estudio diversas pautas posoldgicas semanales (dosis de 150, 300 o
450 mg) aprovechando su particular farmacocinética para el tratamiento de las
onicomicosis, pero los resultados todavia son limitados aunque con buenas
perspectivas. Alcanzando niveles de curacion similares a los obtenidos con

terbinafina o itraconazol.®®

En cuanto a la sensibilidad y resistencia, especialmente en cepas de Candida, un
estudio realizado in vitro revela que el fluconazol es mas sensible en cepas de
Candida albicans y Candida parapsilosis y que tiene una sensibilidad de
intermedia a resistente para Candida krusei; Para las cepas que fue resistente
este medicamento fueron Candida galbrata y Candida tropicalis. En este mismo
estudio ademas se evaluo los niveles in vitro del fluconazol y otros antifiUngicos
como la anfotericina B, 5-fluorocitosina, itraconazol, ketoconazol y tioconazol, con
niveles correspondientes al 69,7%, ocupando el tercer lugar por sensibilidad. Los

niveles de resistencia en cambio, alcanzan un 9% para el fluconazol.*® 4% 42
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La resistencia a los escasos antimicéticos disponibles en la actualidad es un tema
preocupante, sobre todo en lo respectivo a micosis por Candida albicans en
humanos, ya que los antimicéticos tienen un rango de toxicidad muy cercano a la
sensibilidad de nuestras células. Se ha caracterizado un mecanismo de
recombinacion genética presente en Candida albicans que potencia la expresion
de resistencia a farmacos antifingicos, principalmente mediante modificaciones en
la sintesis de lipidos de membrana (ergosterol) y proteinas de membrana

(transportadores tipo ABC, que expulsan téxicos). **

La evolucién de la resistencia a los azoles puede ocurrir a través de diferentes
vias, por ejemplo, aumento de la actividad de factores de transcripcion que
regulan las bombas de infusi6n® o mutaciones en la ruta biosintética del
ergosterol *° y puede ser facilitado por la proteina de choque térmico Hsp90 *°
Aungue la cepa Candida albicans no tiene un ciclo sexual completo, encuestas de
cepas clinicas sugieren que tolera flexibilidad genoma que genera un nivel

moderado de la diversidad genética seleccionable.*’

Se ha encontrado que la aneuploidia en general y una aneuploidia segmentaria
especifica, que consiste en un isocromosoma compuesto por los dos brazos
izquierdos del cromosoma 5, se asociaron con resistencia a los azoles. Las formas
isocromosoma alrededor de un unico centromero flanqueado por una repeticion
invertida y se encontr6 como un cromosoma independiente o fusionarse en el
telomero de un homologo de longitud completa del cromosoma 5. Incrementos y
disminuciones en la resistencia a los medicamentos fueron fuertemente asociada
con la ganancia y la pérdida de este isocromosoma , que lleva los genes que
expresan la enzima en la via de ergosterol dirigida por azoles, bombas de flujo, y
un factor de transcripcién que regula positivamente un subconjunto de los genes

de la bomba de flujo. *®

Los productos naturales empleados con el objetivo de mejorar los males que

aquejaban al hombre le han acompafiado en el transcurso de los siglos. Ya desde
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la Edad Antigua la utilizacién de las plantas y algunos de sus derivados eran
empleados en China, Babilonia y Egipto. El primer texto escrito en relacion con la
medicina sobre la base de plantas se reporta en la arcilla, en la cual se agrupaban
una serie de tabletas grabadas con caracteres cuneiformes sobre las plantas y los
autores de estas notas, redactadas 3 000 afos a.n.e. Desde los sabios del Alto
Egipto hasta los druidas misticos de los bosques galos, desde los médicos chinos
de hace 5 000 afos hasta los grandes cientificos del siglo XVIII, no se ha dejado
nunca la busqueda hacia el conocimiento de las plantas y sus virtudes

terapéuticas.*

En la actualidad la utilizacion de sustancias naturales, especialmente las de origen
vegetal, en el tratamiento de diferentes enfermedades constituye un desafio en la
medicina y se ofrece como una alternativa que va en aumento, especialmente en
aquellas enfermedades en las cuales los microorganismos se han hecho
resistentes a los tratamientos actuales; se sabe que muchos de esto son capaces
de desarrollar cambios en sus estructuras para crear resistencia farmacologica.
Por esta razon es que se han realizado diversos estudios con plantas y diferentes
extractos de estas, las cuales tienen un alto potencial para actuar sobre
microorganismos y que han sido probados tanto in vitro como en vivo con buenos

resultados.

Plantas productoras de extractos utiles, que definidos como su principio activo,
pueden actuar como antimicrobianos, anti fungicos, antioxidantes, expectorantes,
e incluso antidepresivos, como por ejemplo el compuesto de hipericina, una
antraquinona aislada de planta de San Juan (Hypericum perforatum), utilizado

como un antidepresivo.*

Como agentes antimicrobianos, el tomillo (Thymus vulgaris) ! el cual también
actia como antifungico, la manzanilla (Matriarca chamomilla), cuyo principio
activo, la arbituna, se ha utilizado a lo largo de los afios en el tratamiento de la

infeccion urinaria.>?
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Se han establecido estudios en el cual el aceite esencial del té verde, como
tratamiento para el acné, es efectivo, este si tarda mas tiempo en la mejoria de la
enfermedad provoca menos efectos secundarios que los tratamientos comunes

para el acné.>* >

En Australia se usa como antifingico, un fitofarmaco obtenido de la destilacion de
las hojas de la planta australiana Melaleuca alternifobia, de la cual se obtiene el
aceite esencial del té, este fitofarmaco mostro una actividad antimitotica,
antimicrobiana y antiinflamatoria. El aceite se utiliza en tratamientos de infecciones
en la piel por hongos de Candida y Malassezia, y en las onicomicosis por

dermatofitos.>®

De las enfermedades que mas prevalecen en el mundo el resfri6, es el mas
comun, el asma, tos, gripe, rinitis, etc. El cual, muchas veces no tiene un
medicamento realmente efectivo para su mejoria, sin embargo, desde tiempos
remotos las personas, y sobre todo las mujeres adultas han utilizado diversas
hierbas en forma de infusion para curar o mejorar la gravedad de este cuadro,

como la amapola, el tomillo, ajo y la manzanilla.*®

Estos ejemplos dan cuenta del poder indudable que puede tener el reino vegetal,

como una fuente potencial de tratamientos a futuro en la medicina.

En Chile se registra el uso de un 70% de plantas medicinales, principalmente
especies nativas endémicas, con mayor frecuencia en zonas rurales y marginales
no obstante cada vez es mayor el uso y acceso a extractos naturales de la
poblacion en general, que sustentada en las bases cientificas y reconocidas por el
Ministerio de Salud que a mediados de los afos 90 realiz6 un catastro de las
plantas medicinales utilizadas empiricamente por la poblacion, de las cuales 130
tenian alguna validez cientifica. Este gran paso en la medicina natural herbolaria o
de fitofarmaco nos propone el uso de la naturaleza como una gran fuente de

apoyo para patologias tan comunes como son las producidas por hongos.>’
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El Tomillo (Thymus vulgaris L) es una planta cultivada oriunda de la region
mediterranea occidental en especial del sur de lItalia. Prefiere climas célidos,
suelos ligeros, ricos, calcareos y fértiles. Se propaga por semillas las que tardan
entre 7 y 21 dias en germinar, o por division de plantas adultas. Para obtencion del
aceite esencial el material recopilado se procesa de inmediato; para uso
doméstico se seca la planta a la sombra o0 en secadoras a no mas de 40°C. En
medicina popular la infusion de las partes aéreas de esta planta se emplea para
tratar malestares digestivos (cdlicos, diarrea, dispepsia, flatulencia, parasitos,
vomitos), respiratorios (amigdalitis, laringitis, bronquitis, catarro, tos, resfrio); por
via topica una infusion mas concentrada se utiliza para lavar heridas y ayudar a su
cicatrizacion, tratar eczemas, psoriasis, hacer enjuagues contra la gingivitis, el mal

aliento, y en forma de compresas para calmar dolores reumaticos.>®

A lo largo del tiempo se han realizado variados estudios sobre otras propiedades
gue podria presentar el Thymus vulgaris L, como fungicida. Los estudios de
actividad antifungica del Aceites Esenciales (AE) de T. vulgaris y C. citratus, y sus
componentes mayoritarios, timol y citral, muestran que todos son activos contra C.
acutatum bajo condiciones in vitro. La actividad observada puede ser atribuida a
dafios letales sobre la célula fungica, ya que se alteran la capacidad reproductiva y
germinativa; sin embargo, no se cuenta con la informacion adecuada que posibilite
determinar el sitio o sistemas bioldgicos afectados por estos compuestos.*?

Estudios de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de
Colombia, se evalla la actividad antifungica contra la especie C. acutatum de los
A.E. de tomillo (Thymus vulgaris), limoncillo (Cymbopogon citratus), y sus
componentes mayoritarios, timol y citral. Los resultados demuestran que el timol a
125 mg/L y el citral a 300 mg/L inhiben el crecimiento micelial completamente

durante once dias de incubacion.*®

Ademas el efecto antifingico de aceites esenciales y sus compuestos fue

investigado en bioensayos de inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium sp.
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.Durante ocho dias de incubacién se midi6 el diametro de la colonia y se
determind la tasa de crecimiento micelial. En general, el mejor efecto antifingico
fue observado con el aceite de Thymus vulgaris, el cual presentd una total
inhibicién a 200, 250 y 300 pg/ml.®*

La investigacion de la actividad antibacteriana “in vitro” de los extractos de Romero
y Tomillo frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella typhimurium
ATCC 14028, Klebsiella pneumoniae. ATCC 13883, Candida albicans ATCC
10231 y Pseudomonas aeruginosa.®

En esta investigacion para el efecto se obtuvo los extractos por maceracion de las
hojas y tallos en un balén aforado con hexano, alcohol y agua, luego se realizo el
control de calidad y se evaporé el solvente a bafio Maria. Posteriormente se uso6
tres concentraciones diferentes y la mezcla de los extractos blandos frente a las
distintas bacterias y se comprobd sus propiedades antimicrobianas utilizando el
método de Mitscher el cual consiste en la determinacion del crecimiento de los
microorganismos en presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano
en este caso los extractos, que se encuentran diluidos en el medio de cultivo.
Luego de 24 y 48 horas de incubacion; se observé que los extractos de ambas
plantas presentan actividad antibacteriana destacandose la mezcla de los
extractos hexanicos a concentraciones de 10000 y 1000 pg / mL frente a
Staphylococcus aureus, Candida albicans y Pseudomonas aeruginosa debido a
los compuestos fendélicos como el timol, carvacrol y cineol presentes en el aceite
esencial por lo que se recomienda la utilizacién de la mezcla de los extractos de

Romero y Tomillo en infecciones causadas por bacterias y hongos.®

El A.E. de tomillo, presenta como componente mayoritario el timol y en algunas
variedades su composicién puede alcanzar valores hasta del 80%.%® Tanto los A.E.
obtenidos de las especies de Thymus, como el timol, han sido reconocidos por su

actividad antibacteriana y antifungica, razon por la cual se emplean
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industrialmente en la preparacién de desinfectantes de uso humano, enjuagues
59; 60

bucales y otros agentes antimicrobianos utilizados a nivel doméstico.
Otra planta de interés es el matico cuyo nombre cientifico Buddleja globosa Hope.
Conocido ademas por sus hombre vulgares: Matico chileno, pafiil, palguin, yerba
del soldado, chuzalongo (espafiol), migla (Ecuador), matico (portugués),matico

(inglés), maticobaum (alemén), matico (italiano), matico(francés).®*

Su habitat es Chile, Peru y Argentina. En Chile habita desde Santiago hasta la
Patagonia, generalmente en sitios himedos, a la vera de los caminos matorrales
cordilleranos y plantaciones de piretro.®>

Se postula que su composicién varia dependiendo de la época de recoleccion
afectando sus propiedades farmacologicas (hojas recolectadas en otofio y en
verano). Por lo que es muy importante estandarizar quimica y farmacolégicamente
un extracto activo, para el desarrollo de un producto farmacéutico con efectos
analgésicos y antiinflamatorios de maxima eficacia.®’ ©®

Presenta compuestos de tipo:
e Iroides: se comportan como antibacterianos,
e Fenilpropanoides: bactericidas.

e Angarésido A: es un producto activo contra Staphylococcus aureus.
Recientes investigaciones indican que extractos de raices de Buddleja
globosa tienen efectos inhibitorios sobre algunas enzimas implicadas en el
proceso inflamatorio. Algunos ensayos in vitro demostraron actividad

antibacteriana contra gérmenes Gram (+) y (-).°

Respecto a la actividad antiviral, el extracto acuoso demostré in vitro inhibir la
replicacion del virus de la estomatitis vesicular, pero no demostrd actividad sobre

la replicacion del poliovirus. °
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Por la habilidad detergente de algunos de sus compuestos que remueven la grasa,

barros y bacterias del tejido, la Buddleja globosa acttia como antibacteriano.'® **

También se ha evaluado la actividad antifungica del matico, sobre hongos
fitopatogenos Fusarium oxysporium, Botrytis cinerea y Penicillium spp, obteniendo
los extractos a través de maceracion en frio con metanol, que luego se llevaron a
seco con evaporador rotario y posteriormente se liofilizaron. Este ensayo utilizé el
método de difusion en Agar, especificamente en Agar Papa Dextrosa como medio
de cultivo. Los inéculos se prepararon en solucion de agua destilada mas Tween-
20 y se estandarizaron con la camara de Neubawer entre 65.000 y 150.000
conidias/ml. Las concentraciones de extractos utilizados en los diferentes ensayos
fueron 0,05%, 0,1%, 0,5%, 1%, 4%, 8%, 12% y 16%. Los ensayos se incubaron 24
horas a 5 grados C y luego 48 horas a 25 grados C, realizando lecturas a partir de
las 48 horas en adelante, observando posteriormente halos de inhibicion. La
concentracion de los extractos utilizado fue de 8%. Los ensayos se incubaron 48
horas a 30 grados C con una alta humedad relativa, observando posteriormente

zonas de inhibicion.*®

Una de las plantas mas usadas por el hombre desde tiempos inmemorables y que
ha suscitado especial interés es el Allium sativum, comunmente llamado “ajo”, que
es originario del Asia Central; pertenece a las familia de las Lilidceas. Esta planta
crece en casi todo el mundo, sobre todo en climas templados y calidos. El ajo
tiene un amplio espectro de acciones; se le atribuye efecto antiséptico,
antibacteriano, antimicético y antiviral®” ademas tiene efecto sobre el sistema
cardiovascular e inmunitario e incluso se ha descrito actividad anti-proliferativa

hacia las células del cancer.® °

El ajo es una planta que ya se conocia y cuyo cultivo se inicia en tiempos remotos,
muchas han sido las generaciones que lo han utilizado. Independiente de sus
otras acciones terapéuticas, a la par de las culinarias, hoy en dia se le atribuye

propiedades especialmente antifingica. Estas propiedades sido objeto de diversos
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estudios, los cuales han logrado determinar que ciertas sustancias de su
composicién, son las que poseen este valor medicinal.® Se conoci6 la existencia
de la alicina, el ajoeno, los tiosulfinatos, vitaminas A, B1, B2, C y una gama de
compuestos organosulfurados como componentes esenciales. Esta compleja
composicién hace que el bulbo (cabeza) del ajo ejerza una variada accion en el
organismo” & Sin embargo, el ajoeno, un producto de gran estabilidad, que se
origina de la ruptura y la reparacion no enzimatica de la alicina; y la alicina,

compuesto que le da el olor caracteristico al ajo.”* "

Existen diversos estudios en los cuales se ha demostrado actividad biolégica in
vitro del ajoeno. Por ejemplo, frente a dermatofitos, en el que se logro inhibir el
crecimiento a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 60 ug/mL y una
Concentracion Minima Fungicida (CMF) de 75 ug/mL. También se comprobo el
efecto in vitro en crema al 0.4% aplicada una vez por dia por una lapso de cinco
dias. Esto logré un bajo porcentaje de curacion; sin embargo se obtuvo una
excelente respuesta clinica. Existen otros trabajos en los que se sefalan la
propiedades y potencialidades del ajoeno sobre levaduras del género Candida,
obtenidas de secreciones vaginales, especialmente en Candida albicans, logrando
la inhibicion del crecimiento fungico en un 98,2 % a una CMI igual o inferior a 15

ug/ml 0 20 ug/ml.”® 747

La alicina, al igual que el ajoeno, tiene un fuerte potencial antifingico, sin
embargo, es mas inestable por su degradacién.’”® A pesar de esto, se han
establecido comparaciones entre la alicina y el fluconazol, tratamiento estandar
para Candida albicans, donde, se determina que la alicina es uno de los
compuestos volatiles del ajo recién machacado, y cuya accién antimicética es
similar a la del fluconazol, siendo en ocasiones igual o mas efectiva que este.
Ambos tienen un efecto inhibitorio en ciertos genes implicados en la formaciéon y
desarrollo de Candida albicans, las cuales en el organismo se reproducen

formando una biopelicula, una especie de capa que aumenta su resistencia. Por lo

80



tanto, con la alicina, siendo extracto de ajo, y con el Fluconazol disminuye la

produccion de estos microorganismos.’’ "8

Con respecto a politicas publicas en Chile, la candidiasis, al ser una ITS esta
regulada por el Cédigo Sanitario (Parrafo Il, del Titulo II, del Libro I, art n°® 38 y 39),
el Reglamento sobre Infecciones de Transmision Sexual (Reglamento 206, art n° 8
y 13) y por las Normas de Manejo y Tratamiento de las Infecciones de Transmisién
Sexual del MINSAL, afio 2008.

Los documentos nombrados establecen la confidencialidad y la gratuidad de la
atencién a personas en el Sistema de Salud Publico y ademas la necesidad de
gue cada Red Asistencial determine los establecimientos que otorgaran atencion

especializada para este tipo de infecciones.”

El encargado de otorgar esta atencion es la Unidad de Atencién y Control de
Salud Sexual (UNACESS), que realiza el acceso a examenes de pesquisa,
diagnéstico, tratamiento y seguimiento, entrega de consejeria y medidas
preventivas como entrega de condones, formando asi una atencién integral de
salud. El acceso a esta unidad se hace por demanda espontanea, ademas del
sistema de referencia y contrarreferencia desde Atencién Primaria o Servicios de

Urgencia.®

De acuerdo a esto, los profesionales de salud, y en especial el profesional
matrona/matron cumplen un importante rol en el diagndstico y tratamiento de esta
infeccion, generalmente, producida por la Cepa Candida albicans, ya que, como
se ha mencionado anteriormente, forma parta de la microbiota normal en la mujer
y en la mayoria de los casos la VVC no es adquirida por contacto sexual. Las
mujeres adquieren la infeccion desde el intestino, donde Candida albicans,
comensal habitual, puede colonizar en forma asintomatica la vagina, ano y periné,
por un desbalance de la flora local. Como es asintomatica, en un principio, es

inusual su deteccion por las mismas usuarias y es cuando asisten a la matrona,
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generalmente, por otro motivo de consulta, donde se determina la existencia de
Candidiasis, mediante la observacion clinica y posteriormente examenes de

laboratorio.®!

Ademas, del diagndstico y tratamiento clinico, el profesional matrona/matrén, tiene
un gran compromiso con la educacion y consejeria en salud, que tiene como
objetivo corregir conductas, factores de riesgo reproductivo, o patologias que

puedan alterar la evolucién normal de su diario vivir.®
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XII.OBJETIVO GENERAL

% Estudiar los efectos de extractos naturales de las plantas Tomillo, Ajo y

Matico sobre el crecimiento de Candida albicans comparada con la
utilizacion del farmaco Fluconazol utilizado como estandar de tratamiento

de esta patologia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Demostrar actividad antifingica de extractos naturales (ajo, matico, tomillo)

chilenos sobre Candida albicans.

Corroborar la efectividad del tratamiento estandar Fluconazol sobre

Candida albicans.

Comparar los efectos de extractos naturales de plantas con el tratamiento

estandar Fluconazol.

Determinar eficacia fungicida de los extractos de Tomillo en combinacién

con extractos de Matico y extractos de ajo versus el uso de Fluconazol.
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XII.VARIABLES

Objetivo 1. Demostrar actividad antifungica de extractos naturales chilenos

sobre Candida albicans

Nombre Definicién Dimension Indicadores Subindicadores
Efectividad Accioén Concentracion | Crecimiento
Tomillo antifingica de | minima 48 hrs
o Mg/ml
extracto de | fungistatica o
) Crecimiento a
tomillo sobre
. la semana
Candida
albicans. Concentracion | Alta.
minima )
o Media. Mg/ml
inhibitoria.
Baja.
Concentracion | X
de extracto
_ X1 Mg/ml
aplicado.
X2
Efectividad Accioén Concentracion | Crecimiento
Matico antifingica de | minima 48 hrs
o Mg/ml
extracto de | fungistatica o
) Crecimiento a
matico
. la semana
Candida
albicans. Concentracion | Alta.
minima )
S Media. Mag/ml
inhibitoria.
Baja.
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Concentracion | X Mg/ml
de extracto
. X1
aplicado.
X2
Efectividad Accion Concentracion | Crecimiento
Ajo antifangica de | minima 48 hrs
. L Mg/ml
extracto de ajo | fungistética o
_ Crecimiento a
sobre Candida
. la semana
albicans.
Concentracion | Alta.
minima )
o Media. Mg/ml
inhibitoria.
Baja.
Concentracion | X Mg/ml
de
X1
compuestos
aplicados. X2

Objetivo 2: Corroborar la efectividad del tratamiento estandar con fluconazol

sobre Candida albicans

Nombre Definicion Dimensién Indicadores Sub
indicadores

Concentracién | Menor Crecimiento

minima concentracion 48 hrs

fungistatica

del

gue resulta en

fluconazol
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impedir o inhibir
la actividad vital
de los hongos
en comparacion
con el
crecimiento en
los pocillos
control que no
han sido
tratados a las
48 hrs post

ensayo.

Crecimiento a

la semana

Concentracion
minima
inhibitoria de

fluconazol

Concentracion
mas baja de
Fluconazol, en
la que inhibe el
crecimiento

visible de un
microorganismo
después de su

incubacion.

Alta.
Media.

Baja.

Concentracion
de fluconazol

aplicada

Diversas
concentraciones
de fluconazol
que seran
aplicadas en los
diferentes

experimentos.

Dosis  Unica

via oral

150 Mg/ml
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Objetivo 3: Comparar los efectos de extractos naturales de plantas con el

tratamiento estandar Fluconazol.

Nombre Definicion Dimension Indicadores | Sub indicadores
Eficacia del | Capacidad de | Concentracion Extracto | Fluconazol
extracto lograr la | minima o
i » o Crecimiento | 2 2
tomillo supresion del | fungistatica
o alas 48 hrs
versus la | crecimiento de 1 1
del Candida Crecimiento 0 0
fluconazol | albicans con a la semana
extracto
natural de
tomillo versus Baja.
la del g . 2 2
Concentracion | Media.
fluconazol, a
de extractos 1 1
través de . Alta.
aplicados.
pardmetros de 0 0
crecimiento.
Mg/ml
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Eficacia del
extracto de
matico
versus la
del

fluconazol

Capacidad de
lograr la
supresion  del

crecimiento de

Candida
albicans con
extracto
natural de

matico versus
la del
fluconazol, a
de

parametros de

través

crecimiento.

Concentracion
minima

fungistatica

Concentracion
minima
Inhibitoria
(MIC).

Concentracion
de

aplicados.

extractos

Crecimiento

a las 48 hrs

Crecimiento

a la semana

Baja.

Media.

Alta.

Mg/mli

Extracto | Fluconazol
2 2
1 1
0 0
2 2
1 1
0 0
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Eficacia del | Capacidad de Extracto | Fluconazol
extracto de | lograr la y o
) y Concentracion | Crecimiento | 2 2
ajo versus | supresion del |
o minima alas 48 hrs
la del | crecimiento de o 1 1
) fungistatica o
fluconazol | Candida Crecimiento 0 0
albicans con a la semana
extracto
natural de ajo
versus la del | Concentracion | Baja.
fluconazol, a | minima _ 2 2
o Media.
través de | Inhibitoria 1 1
parametros de | (MIC). Alta.
crecimiento. 0 0
Concentracion | Mg/ml
de extractos
aplicados.
Score Clasificacion Bueno 6-5
eficacia de eficacia
o o Regular 4-3
fungicida. fungicida
segun la Malo 2-0

sumatoria de
los  puntajes
obtenidos para
las  variables
antes

determinadas.
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Objetivo 4: Determinar la eficacia fungicida de la combinacién

de tomillo y matico versus el uso de fluconazol.

de extractos

Nombre Definicion Dimension Indicadores | Sub indicadores
Concentracion | Menor Fluconazol Crecimiento | 2
minima concentracion  del alas 48 hrs 1
fungistatica fluconazol vy Ia o
S Crecimiento
combinacion de los
a la semana
extractos que
resulta en impedir 0
inhibir la actividad
vital de los hongos
en comparacion con
el crecimiento en -
Crecimiento
los pocillos control L
P Combinacion |alas48 hrs |2
gue no han sido
de extractos o
tratados a las 48 Crecimiento | 1
hrs post ensayo. a la semana
Concentracion | Concentracion mas | MIC de la | Baja. 2
minima baja de antifungico, | mezcla de los )
o o Media. 1
Inhibitoria el que inhibe el |extractos de
(MIC). crecimiento visible | plantas (| Alta. 0
de un | tomillo y
microorganismo matico).
después de su
incubacion.
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MIC de | Baja. 2
fluconazol.
Media. 1
Alta. 0
Concentracion | Diversas Concentracion 2
de concentraciones de | de
Mg/dl 1
compuestos los extractos que | compuestos
aplicados. seran aplicados en | aplicados de 0
los diferentes | la mezcla de
experimentos. los extractos
de plantas (
tomillo y
matico).
2
Concentracion
de Mg/dI 1
compuestos 0
aplicados del
fluconazol.
Score eficacia | Clasificacion de Bueno 6-5
fungicida eficacia  fungicida
Regular 4-3

segun la sumatoria

de los puntajes
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obtenidos para las Malo 2-0
variables antes

determinadas.

XIV. Hipétesis de investigacion:
H1: Los extractos naturales obtenidos de plantas de tomillo (Thymus vulgaris),

matico (Buddleja globosa) y ajo (Allium sativum) tienen igual o mayor efecto que el

fluconazol, sobre el crecimiento de Candida albicans.

HO: Los extractos naturales obtenidos de plantas de tomillo (Thymus vulgaris),
matico (Buddleja globosa) y ajo (Allium sativum) tienen menos efecto que el

fluconazol, sobre el crecimiento de Candida albicans.
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XV. RESULTADOS:

Tablas Placas

O = CRECE
0 = CRECE POCO
X =NO CRECE

T=tiempo

Vol= Volumen o concentracién

C=control dela placa

MATICO
FECHA |“vol.
26/05 | T C | 766962 |55(48 |44 /3427|2013

48h | O |O O |O|O|O|O|O|O|0O|O
FECHA |\Vol.
02/06 T C 200|175 | 150|125 | 100

48h | O | X X X X O
FECHA | \vol.
09/06 T C (128|121 | 114 | 107 | 100

48h |O |O |O O O O
FECHA | "ol

T C | 140 | 137|134 | 131|128 | 125|122 | 119 | 116 | 113 | 110
16/06 |[48h|O O |o X X X X X X o] O |O
23/06 |48h | O | X X O O O X O O O O |O
FECHA |\Vol.

T C 142|140 | 138 | 136 | 134 | 132 | 130 | 128 | 126 | 124 | 122
07/07 |48h | O | X X X X X X X X X X X
FECHA [\Vol.

T C | 142|140 | 138 | 136 | 134 | 132 | 130 | 128 | 126 | 124 | 122
18/08 [48h | O |0 0 O |0 O O |O O O (O |O
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FECHA ol.
T C | 190 | 185|180 | 175|170 | 165 | 160 | 155 | 150 | 145 | 140
29/10 |48h |O |o O |O o | X X X O |X X X
1sem | O | O O |O O O |O O O |0 |O O
48h | O | O O |O o | X X X X X X X
1lsem | O | O O |O O O |O O O |O |O O
FECHA | ~Vol.
T C | 190185180 | 175|170 | 165 | 160 | 155 | 150 | 145 | 140
03/11 |48h |O | X O |0 O O |O O O |0 |0 (X
lsem | O | O O |0 O O |O O O |0 |O O
AJO
FECHA ol.
T C |50(41 32|23 |13
26/05 [48h | O |o |O |O |O |O
FECHA | \vol.
T C |60 |58 |55|53|50
02/06 |[48h|O O |O |O | X [ X
FECHA [ “\vol.
T C |55|53 |51 |49 |47
09/06 |48 O |O |O |O |O |O
FECHA |\Vol.
T C |80|76|72|68 |64 |60|56 |51 |48 |44 |40
16/06 [(48h|O | X |O |O |O |O |0 |O |O |O |O |O
23/06 |48h|O |O |O |O|O|O|O|O|O|O|O O
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FECHA

N\/C |84[82[80|78|76|74[72]70|68 66|64
07/07 [ 4800 [X |o | X [X |[X Jo |o |o |o |o
15/07 |48h|O |O |O |O O[O |O |O |O |O |O |O
18/08 |48h|O [O |O |O [O [0 |O |O |O O |O |O
FECHA [\vol.
TN\JC |90|88[86[84[82|80[78[76|74|72]70
25/08 |48h|O0 O O |O |O O[O |O|O O[O |O
FECHA [\Vol.
TN\J/C [100[98]96|9492]90|88|86|84[82]80
01/09 |48h|O O |O |O|O |O |O|O|O|O |O |O
01/09 |48h|O [0 |O |O|O [0 |O|O ][O ][O |O |O
FECHA [\Vol.
TN\J|C |85]81|77]73|69|65]|61[57|53|49 45
08/09 |48h|O0 O |O |O|O|O|O|O |O |O|O |O
FECHA [\Vol.
TNJC [80]77]74]71]68]65]62]59[56][53]50
22/09 |48h|O O O |O|O]JO|O|O|O|O|O |O
22/09 |48h|[O0 O |O |0 |O O |O |O|O O[O |O
FECHA [\ol.
T\/C | 150 145|140 | 135|130 | 125 | 120 | 115 | 110 | 105 | 100
20/09 [48h|O [ X |X [X [X [X [X |[X [xX [x [x |oO
07/10 [48h|O [X [X |[X Jo O |O |O |O [O |O |[X
07/10 |48h|O [X [X [X |X [Xx |JO |[X [X Jo |O |O
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FECHA

Vol.

T C | 70|69 |68 |67 |66 |65|64|63|62|61|60
25/08 |48h|O |O |O |O |O | X |O |0 |O |0 |O |O
01/09 |48 | O |O |O |O |O |O|O |O |0 |O]|O |O
01/09 |48h|O |[X |O |O | X | X | X |O |]O | X |O |O
FECHA |\ Vol.

T C |75|74|73|72|71|70|69 |68 |67 |66|65
08/09 [48h|O | X |O |O | X [ X | X |O [ X | X | X | X
FECHA |“\Vol.

T C | 7573|7169 |67 6563|6159 57|55
22/09 [48h | O | X [ X [ X | X | X | X [ X | X |O |O |X
22/09 |48h | O |O |O | X |]O |O |O |0 |O]|]O |O |O
FECHA |\\Vol.

T C |82|80|78|76|74|72|70|68|66|64|62
29/09 |48h|O | X | X |Jo |o |X | X |[X |]O |O |O |O
29/09 [48h | O | X [ X |O | X | X | X |O | X | X |O |O
FECHA |\\Vol.

T C |82|80|78|76|74|72|70|68|66|64]|62
07/10 [48h |O | X | X |O | X [ X | X [ X [ X | X | X | X
09/10 [48h|O | X | X | X | X |O |O |O |O |O |O |O
09/10 [48h |O | X | X | X | X [ X | X [ X [ X | X | X | X
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FECHA

Vol.

T C |76|74|72|70|68 |66 |64 |62 60|50]40
13/10 48h O [ X | X | X | X [ X | X | X |X |X ]O]|O
lsem|O | X | X | X | X |J]o |o |o |O |O |O |O
13/10 48h O [ X | X | X | X [ X | X [ X | X X |[X |X
Ilsem|O | X | X [ X | X | X | X |]o |O |X |O |O
15/10 48h O [ X | X | X | X [ X | X [ X | X X |[X |X
lsem|O |o | X |o |o | X | X |o |o | X |o |O
15/10 48h O [ X | X | X | X [ X | X [ X | X |X | X |X
lsem|O | X | X o | X | X | X |o |o | X |o |O
FECHA Vol.
T C |60|59|58|57|56|55|54|53|52|51]|50
20/10 48h O[X | X |]O|X X ]O|]O|O|O|O|O
lsem|O |O |O |O O |]O|]O|O|O|O|O |O
20/10 48h O [ X [ X | X | X [ X | X [ X | X |X |[X |X
Isem|[O |O [ X | X |O | X | X | X | X |]O | X | X
FECHA Vol.
T C |60|55|50|45|40|35|{30|25/20(15]|10
29/10 48h OO0 | X | X|O|lO|]O|]O|O|O|O|O
lsem|O |O |O |lO O |O|]O|O|O|O|O |O
29/10 48h O|/0Ojl0Oj0O|lO|lO|]O|J]O|O|O O |O
lsem|O |O |O | X |O|]O|O |O|O|O|O |O
03/11 48h OO0 | X | X|O|lO|]O|O|O|O |O|O
lsem|O |O |O | X |O|]O|O |O|O|O|O |O

MEZCLA DE EXTRACTOS: TOMILLO CON MATICO

EN ESTE ENSAYOS SE UTILIZO SIEMPRE TOMILLO 60 Ul y control 230 ul los
volimenes con matico son los que se manipularon y que aparecen detallado en la
siguiente tabla.
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FECHA

ol.

T C | 170 | 166 | 163 | 160 | 157 | 154 | 151 | 149 | 146 | 143 | 140
10/11 48h | O | O O O O O O O O O O X
1sem | O | O O O O O O O O O O O

EN ESTE ENSAYOS SE UTILIZO SIEMPRE TOMILLO 60 Ul y control 250 ul los
voliumenes con matico fueron los que se manipularon y que aparecen detallado en
la siguiente tabla.

FECHA ol.
T C | 190185180 | 175|170 | 165 | 160 | 155 | 150 | 145 | 140
10/11 |[48h |O | O O |O X X X X X X X X
1sem | O | X X O O O |O O O |0 |O O

En este ensayo se utilizé tomillo 60ul y control 220ul, los volimenes con matico

fueron los que se manipularon y aparecen detallados en la siguiente tabla.

FECHA [\,
1 ./ C [160 ] 155150 | 145140 [ 135 [ 130 | 125 [ 120 | 115 [ 110
02/12 [48h | X [X [X [X [X [X [X [X [X [X [x [X
1sem | X [ X [X XX X X X X X [x [X

En este ensayo se utilizé tomillo 60ul y control 200ul, los volimenes con matico
fueron los que se manipularon y aparecen detallados en la siguiente tabla.

FECHA ol.
T C | 140|137 | 134 | 131 | 128 | 125 | 122 | 119 | 116 | 113 | 110
02/12 48h | X | X X X X X X X X X X X
1sem | X | X X X X X X X X X X X

MEZCLA DE EXTRACTO: MATICO CON TOMILLO

En este ensayo se utilizé matico 190 ul y control 250ul, los volimenes con tomillo
fueron los que se manipularon y aparecen detallados en la siguiente tabla.
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FECHA

ol.

T C |60|58 |56 |54 52|50 48|46 |44 |42 |40
10/11 48h | X [ X | X [ X | X | X [ X | X | X | X | X |X
lsem | O | X | X |O [ X | X | X O [ X [ X [X |O

En este ensayo se utilizé matico 170 ul y control 230ul, los volumenes con tomillo

fueron los que se manipularon y aparecen detallados en la siguiente tabla.

FECHA ol.
T C |60|58|56|54|52|50|48 |46 |44 |42 |40
10/11 48h XX I X X [ X | X | X | X | X | X | X |[X
lsem | O |O |O |O | X | X |O [ X | X | X |O | X
FLUCONAZOL
FECHA |\ol.
T
C |80|60(40| 20|10
15/10 48h O X [ X | X | X |X
lsem|O o |o |O |0 |O
03/11 C |40|35|30|25/20(15|10|8 |6 |4 |2
48h O [ X [ X [ X [ X [ X [ X |X]O|lO|O]|O
1sem|O |o |o |o |o |o |o |o |o |O |O |O

101



