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RESUMEN

Candida albicans corresponde a un hongo de la familia de los
Sacaromicetos, responsable principalmente de la candidiasis, infeccién fungica de
alta prevalencia que ha llevado a muchos investigadores a realizar estudios que

ayuden a determinar los elementos necesarios para su tratamiento.

En Chile, el manejo usual para candidiasis simples, segun la Guia Clinica
del Ministerio de Salud, corresponde a Fluconazol via oral agregado a Clotrimazol
en dvulos y tépico, a utilizarse por el afectado y su pareja. A pesar del uso de
farmacos y que la infeccién se logra eliminar, muchas mujeres vuelven a tener la
sintomatologia, llegando a generarse una resistencia por parte de la Candida
albicans a los distintos medicamentos. A partir de este punto, se decidi6 realizar
un estudio con extractos naturales de Lavanda (Lavandula officinalis) y Arandano
Azul (Vaccinium corymbosum) con el fin de observar como reacciona la cepa
frente a ellos, debido a los compuestos fungicidas y fungistaticos presentes en la
Lavanda y el contenido de proantocianidinas presentes en el Arandano Azul.

Para evaluar el efecto de dichos exiractos, se llevaron a cabo distintas
pruebas de laboratorio, donde se estudié el efecto inhibitorio de los extractos a
diferentes concentraciones sobre el crecimiento de Candida albicans, utilizando

como control de comparacion el Fluconazol.

Luego de realizar los ensayos experimentales, del tipo preclinico, y analizar
los resultados obtenidos, se determin6 que la Lavanda demostr6 mejores
resultados inhibiendo el crecimiento de Candida albicans, frente a los resultados

obtenidos por el Arandano Azul.
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DEFINICION DE TERMINOS

Acetato de Linalilo: Es uno de los principales componentes de los aceites
esenciales de bergamota y lavanda.

Agar: Elemento solidificante muy empleado para la preparacion de medios de
cultivo. El agar nutritivo se utiliza como medio de cultivo para el crecimiento de

bacterias y hongos, pero no para virus.

Amfotericina B: Antibi6tico antifungico de uso parenteral y oral obtenido por

fermentacién del Streptomyces Nodosus, un actinomiceto del suelo.
Azoles: Son antimicéticos fungistaticos sintéticos.

Bifonazol: Es un derivado imidazélico con un espectro antimicético amplio que
abarca los dermatofitos, las levaduras, los mohos y otros hongos como Malassezia
furfur.

Candidemia: presencia de candida en la sangre. Corresponde a la manifestaciéon

mas comun de una candidiasis invasiva.

Caspofungina: El acetato de caspofungina inhibe la sintesis del beta (1,3)-D-
glucano, un componente esencial de la pared celular de muchas levaduras vy
hongos filamentosos.

Clotrimazol: El clotrimazol es un imidazdlico sintético eficaz frente a los hongos,
tanto dermatéfitos como levaduras, y los cocos gram positivos (géneros
Staphylococcus 'y Streptococcusspp.)

Concentracion Minima Inhibitoria: Es la menor concentracién de antibiético capaz
de inhibir el crecimiento de bacterias en un medio de cultivo, tras 18-24 h de

incubacion.
Dermatéfitos: Grupo de hongos queratinofilicos que producen micosis cutanea.

Deuteromicetos: Corresponden a una forma inclasificable de hongos u “hongos
imperfectos”, en los cuales nunca se ha observado reproduccion sexual ni las
estructuras especiales que son consecuencia de la reproduccién sexual.
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Dispareunia: dolor genital persistente o recurrente que se produce justo antes,
durante o después del coito.

Disuria: Dificultad de la miccién debida a procesos patolégicos.

DMSO: (dimethyl sulphoxide) Dimetilsulfoxido. Liquido incoloro usado como
reactivo y disolvente sintético. Facilmente capaz de penetrar la piel y se usa en
preparaciones medicinales para aplicacién en piel.

Epidermophyton: Es un género de hongos causantes de micosis superficiales y
cutaneas, incluyendo a E. Floccosum, causal de la Tinea Corporis (Tina), Tinea
Cruris, Tinea pedis (Pie de atleta) y Onicomicosis o Tinea Unguium, una infeccién

fungica del lecho de la uia.

Ergosterol: esteroide que compone la piel y es precursor de la vitamina D.
Predomina en células flangicas, y es destruido por farmacos antimicéticos,
principalmente Azoles.

Esporas: célula reproductora producida por ciertos hongos, plantas (musgos,
helechos) y algunas bacterias.

Esteroides: lipidos secretados por las glandulas endocrinas (glandulas que liberan

hormonas) presentes tanto en el hombre como en los animales y los vegetales.

Estrogenos: Hormona sexual femenina responsable de la formacién de los

caracteres sexuales secundarios.

Fluconazol: medicamento antifungico que se utiliza para curar la micosis.
Fungemia: Presencia de hongos en la sangre.

Fungicida: Agente que destruye los hongos.

Fungistatico: agente que inhibe el crecimiento de los hongos.

Gluconato de Clorhexidina: EI gluconato de clorhexidina es un agente
antimicrobiano tépico que se utiliza para enjuagues bucales en el tratamiento de la
gingivitis y de la enfermedad periodontal y topicamente en la preparacién de la piel
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del paciente antes de una operacion quirdrgica, lavado de heridas, y tratamiento

del acné vulgar.

Halo de inhibicién: zona alrededor de un disco de antibi6ético en un antibiograma
en el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada

con el germen. Es una medida de la potencia del antibiético frente al germen.

Inéculo: cantidad o numero de gérmenes infectantes que son introducidos
accidental o voluntariamente en los tejidos vivos o en medios de cultivos

especiales.

Itraconazol: Antimicético de uso sistémico, derivado del triazol. Antifungico que

interfiere en la sintesis proteica de ergosterol en células micéticas.

Ketoconazol: Farmaco antifungico de la familia de los imidazoles, activo por via
oral. Tiene la propiedad de inhibir la sintesis de los corticoides adrenales, si bien

en dosis superiores a las que tienen actividad antifungica.

Lactobacillus Acidophyllus: tipo de bacteria que vive de forma natural en el cuerpo
humano y se encuentra principalmente en los intestinos y la vagina. Lactobacillus
acidophilus es el probiético mas comunmente usado.

Linalol: Alcohol monoterpeno que se encuentra en un gran numero de aceites
escenciales de plantas aromaticas. En lavanda compone entre el 25 y 40% del

aceite escencial.

Mc Farland: Escala Gtil para poder realizar suspensiones bacterianas ajustadas a
un patrén, generalmente se suele usar el 0,5 Mc Farland, para esto se toma una
muestra del microorganismo y se inocula en un tubo con solucién salina, en el
momento en que se produzca un poco de turbidez ya esta en el 0,5 (de forma

visual).

Microsporum: Hongo del tipo Dermatofito, causantes de micosis superficiales que

infectan la queratina de la piel y sus anexos. Causante principalmente de Tina.
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Mononucleosis Infecciosa: Infeccion causada, por lo general, por el virus de
Epstein-Barr. El virus se disemina a través de la saliva y es por ello que a veces se

la lama "enfermedad del beso."

Nistatina: medicamento que se usa para tratar las infecciones fungicas en la piel,

boca, vagina e intestinos.

Pie de atleta: Es una infeccidbn en los pies provocada por hongos y su
denominacion meédica es tina podal. Es el tipo mas comun de infecciones

micéticas por tifa.
Polienos: compuesto organico que tiene mas de dos enlaces dobles.

Proantocianidinas: polimeros de flavanoles-3, también conocidas como "taninos

condensados", dotadas de potentes propiedades antioxidantes.

Prurito: hormigueo o irritacién de la piel que provoca el deseo de rascarse en la

zona afectada.
Pseudohifas: cadenas no ramificadas de células tubulares.

Quitina: biopolimero sumamente abundante en la naturaleza pues forma parte del
exoesqueleto de los artrépodos (el grupo animal mas diverso y abundante del
planeta, que incluye a los insectos, crustaceos y aracnidos). También puede
encontrarse en el tejido estructural de algunas especies de moluscos, hongos y

microalgas.
Sacaromicetos: es una familia de levaduras (hongos).

Sapréfito: planta o microorganismo que se alimenta de materias organicas en

descomposicion.

Tina: infeccidon cutanea causada por un hongo. Con frecuencia, se presentan

varios parches de tifia a la vez en la piel.

Trichophyton: genero de hongos que se caracteriza por el desarrollo de micro y

macroconidios de paredes lisas.
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UFC: Unidades Formadoras de Colonias. Es un valor que indica el grado de
contaminacion microbiolégica de un ambiente. Expresa el numero relativo de
microorganismos de un taxén determinado en un volumen de un metro cubico de

agua.

Ulceraciones: lesiones similares a un crater en la piel o membrana mucosa. Se
forma cuando se han quitado las capas superiores de la piel o tejido. Se puede
presentar en la boca, el estbmago y otras partes del cuerpo. Pueden ser causadas

por inflamacién o infeccion.

Urocultivo: examen de laboratorio para analizar si hay bacterias u otros microbios
en una muestra de orina. Puede ser utilizado para buscar una infeccién urinaria

en adultos y nifos.

Vaginosis Bacteriana: infeccion vaginal mas frecuente en las mujeres de 15 a 44
anos y esta causada por una cantidad excesiva de ciertas bacterias que provoca

un desequilibrio bacteriano en la vagina.

Voriconazol: Pertenece a un grupo de medicamentos denominados antimicéticos
triazoles. Estos farmacos se emplean para tratar una amplia variedad de

infecciones micoticas.

Vulvovaginitiso vaginitis: es la hinchazén o infeccidn de la vulva y la vagina. Puede
ser causada por hongos levaduriformes, bacterias, virus y parasitos

La candidiasis es una de las causas mas comunes de vulvovaginitis en mujeres.
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INTRODUCCION

Una infeccion es un cuadro en el que un microorganismo ingresa a un lugar
susceptible del organismo desencadenando cambios en la fisiologia normal de

este y desarrollando una enfermedad.’

A grandes rasgos, existen 4 tipos de infecciones por las que un organismo
puede afectarse: las generadas por virus, por bacterias, por parasitos o por
hongos. En cada uno de estos grupos, hay mucha variabilidad de especies, por lo

que encontrar tratamientos de amplio espectro se hace complicado.’

Dentro de estos agentes patégenos, encontramos a los hongos. Son
organismos primitivos, presentes en todo tipo de ambientes: aire, agua, suelo,
plantas, animales y seres humanos. Aproximadamente la mitad de ellos pueden
ser daninos para el huésped en el que se alojan. Los hongos que afectan mas
comunmente a humanos son los del tipo Dermatdfitos: Epidermophyton,
Microsporum y Trichopyton (responsables de la Tifa y el Pie de Atleta); y los de la
familia Sacaromicetos: Candidas (responsables en su mayor parte de los procesos

de fermentacién).?

A esta segunda familia pertenece Candida albicans, un organismo dimorfo,
es decir, que puede adoptar dos formas, siendo una de ellas la levadura, en cuyo
caso es util en la fermentacién de azlcares y no es invasiva; mientras que su otra
forma, la fingica, es productora de verdaderas ramificaciones llamadas hifas y que
en conjunto forman el micelio. Dichas hifas estan constituidas por un conjunto de
células alargadas envueltas por una pared celular, y su punta es el sitio de
secrecion de enzimas, las cuales son capaces de degradar proteinas, lipidos y
otros componentes celulares, lo cual facilita su infiliracion en sustratos sélidos y
tejidos.®

El ser humano es el principal reservorio de este tipo de hongos. Por lo
general, estd presente en pequefias cantidades en las mucosas de la vagina,

boca, el tubo digestivo y en la piel. Su habitat ideal es en ambientes calidos y
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himedos, es por esto que es habitual también encontrarla en cepillos dentales,
prétesis dentales, lentes de contacto y catéteres, entre otros. La mayor parte del

tiempo, no ocasiona infeccién ni sintomas.*

Candida y muchos otros microorganismos que normalmente viven en las
mucosas, se mantienen mutuamente en equilibrio. Sin embargo, en determinadas
ocasiones, las condiciones en que conviven estos microorganismos cambian y la
armonia de la microbiota se pierde. Al alterarse el estado natural en que se
encuentran, puede verse afectada la cantidad de Candida albicans presente,
aumentando y modificando su estructura, provocando con esto una afeccién

conocida como Candidiasis.®

La Candidiasis o Candidosis, es una infeccion de alta incidencia. Se
presenta mayoritariamente en mujeres. Se dice que afecta al 70 y 75% de las
mujeres en edad fértil, y se estima que entre el 40 y 50% la experimentara de
forma recurrente.® Incluye infecciones que varian desde las superficiales como la
Candidiasis oral y la Vulvovaginitis, hasta infecciones sistémicas conocidas como
Candidemias. Sus signos y sintomas incluyen ardor, prurito, flujo vaginal blanco y
grumoso, disuria, dispareunia, eritema, edema y la formacién de manchas blancas

en las mucosas.®

La existencia de una alta prevalencia de esta infeccidn fungica, ha llevado a
muchos investigadores a realizar estudios que ayuden a determinar cuales son los
elementos necesarios para su tratamiento, dentro de los cuales encontramos dos
alternativas terapéuticas de uso habitual: los polienos y los azoles.” Los polienos
(nistatina, anfotericina B) presentan el mayor espectro de accion entre los agentes
disponibles: provocan la muerte celular al intercalarse en las membranas que
contienen ergosterol, el principal esterol de las membranas micéticas, produciendo
canales que alteran el gradiente de protones con pérdida del contenido celular.
Los azoles por su parte, abarcan los imidazoles y los triazoles y su accion consiste

principalmente en inhibir la biosintesis del ergosterol.
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En Chile, el tratamiento habitual para Candidiasis simples puede consistir
en la administracién via oral de Fluconazol, Itraconazol y Clotrimazol, évulos de
Clotrimazol y Nistatina, y cremas de uso topico de Clotrimazol y Bifomazol. Segun
las guias clinicas del Ministerio de Salud, el tratamiento usual es la utilizacion de
Fluconazol via oral agregado a Clotrimazol en 6vulos y tdpico, a utilizarse por el
afectado y su pareja sexual, ademas de secado de la zona con toallas de papel y

abstinencia sexual.’

A pesar del uso de farmacos, y que la infeccion se logra eliminar, muchas
mujeres vuelven a tener la sintomatologia y los signos caracteristicos de ella,
llegando a padecerla en reiteradas oportunidades. La condicién de tratar
constantemente esta infeccién, puede llegar a generar resistencia, en este caso,
de candida. Esta resistencia esta asociada, en parte, a la formacién de biofilm por

parte de la candida.®

El biofilm se constituye a partir de microcolonias formadas por la candida en
las mucosas. Este proceso consta de 3 fases: temprana (0-12 hrs), intermedia (12-
30 hrs), madura (38-72 hrs). Cuando se llega al periodo de maduracion, el biofilm
ya se ha formado completamente, siendo compuesto por una masa celular,

espacios intercelulares, y una matriz extracelular.™

A partir de los datos recopilados, es que se ha determinado realizar un
estudio con extractos naturales de Lavanda y Arandano Azul, con el fin de
observar los efectos de estos sobre el crecimiento de Candida albicans.

La Lavanda, cuyos componentes principales son el linalol y acetato de
linalilo, se ha descrito que actua como fungicida y fungistatico, afectando el

crecimiento de la candida."’

El Arandano Rojo contiene diferentes compuestos, entre los cuales se
encuentran las proantocianidinas. En estudios previos, estos compuestos se

relacionan con la inhibicién de la formacién del biofilm. '
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El Arandano Azul es una especie cercana al Arandano Rojo, nativa de
Norteamérica, pero con pocos requerimientos de frio, por ello es que se ha podido
adaptar al cultivo en Chile. Este ardndano tiene compuestos similares
(proantocianidinas) al Arandano Rojo, por lo que se pueden realizar estudios
relacionados con Candida albicans.'®

Todos estos antecedentes nos llevan a plantear la siguiente hipotesis:

Valparaiso, 2015



HIPOTESIS

“Los extractos naturales de la Lavanda (Lavandula officinalis) y Arandano
Azul (Vaccinium corymbosum) disminuyen el crecimiento celular de Candida

albicans.”

FUNDAMENTACION

La candidiasis, al ser una enfermedad altamente recurrente en la poblacién
femenina, y debido a sus repetitivas recidivas, es que se ha determinado buscar
nuevas formas de tratamiento, en este caso, naturales con extractos de Lavanda y
Arandano Azul, ya que hay estudios donde se han encontrado propiedades de
éstos que podrian inhibir el crecimiento de Candida albicans y la formacion de
biofilm.

OBJETIVOS

Objetivo General

e Investigar los efectos de los extractos de Lavanda y Arandano Azul sobre el
crecimiento celular de Candida Albicans, comparado con Fluconazol como

tratamiento estandar de la patologia.

Obijetivos Especificos

e Determinar los efectos de los extractos de Lavanda y/o Arandano Azul
sobre el crecimiento de Candida albicans.
e Comparar los efectos de extractos de Lavanda y/o Arandano Azul con el

tratamiento estandar, Fluconazol.
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MARCO TEORICO

Todos los seres vivos conocidos se organizan en grupos llamados reinos,
de acuerdo a las caracteristicas en comun que posean, estos reinos son:

Méneras, Protistas, Hongos, Plantas y Animales.

Los microorganismos corresponden a aquellos seres vivos que sélo pueden
visualizarse con el microscopio. La ciencia que los estudia se denomina
Microbiologia, cuyo nombre proviene del griego “Micro” que significa diminuto o
pequefio y “Bio” del griego vida, es decir “seres vivos diminutos”. Son organismos
dotados de individualidad que presentan, a diferencia de las plantas y los
animales, una organizacion biolégica elemental. En su mayoria son unicelulares,
aunque en algunos casos se trate de organismos cendticos (células
multinucleadas), o incluso multicelulares. Dentro de los microorganismos se
encuentran organismos unicelulares procariotas, como las bacterias, y eucariotas,
como los protozoos, una parte de las algas y los hongos, e incluso los organismos

de tamafio ultramicroscépico, como los virus.'?

El reino Fungi incluye a aquellos organismos celulares sin cloroplastos, que
poseen paredes celulares compuestas por quitina. Los hongos son organismos
eucariotas, que producen esporas y no tienen clorofila. Su nutriciobn es por
absorcién, y generalmente se reproducen de forma sexual y asexual. Su cuerpo
consiste generalmente en filamentos ramificados con una pared celular quitinosa.
Constituyen uno de los grupos de organismos mas importantes para la vida del
hombre, ya que son los responsables de gran parte de la descomposicién de la
materia organica aumentando su disponibilidad en el suelo; pueden ser
comestibles, venenosos o psicotropicos; muchos son patdgenos; otros, producen
ciertas sustancias beneficiosas o intervienen en procesos de elaboraciéon de

algunos comestibles.'?

Los hongos tienen una gran importancia econémica para los humanos: las
levaduras son las responsables de la fermentacién de la cerveza y el pan, y el

cultivo de setas es una gran industria en muchos paises.’
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Los hongos pueden ser clasificados segun su forma de crecimiento: hongos

filamentosos, en levadura (candida) y de crecimiento inusual.’?

Céandida es un género de hongos unicelulares también llamados levaduras.
La especie de candida mas significativa por su importancia clinica es Candida
albicans. Las infecciones causadas por hongos se denominan micosis. Candida
albicans es un comensal de las mucosas humanas, sobre todo de la mucosa oral,
digestiva y genital. Las micosis causadas por Candida albicans o por otras
especies de candida se denominan “candidiasis” en humanos y en otros

animales.®

Candida albicans es un hongo diploide asexual (forma de levadura),
saprofito de la familia de los sacaromicetos. Normalmente se encuentra en la
cavidad oral, en el tracto gastrointestinal y en la vagina. Esta envuelta en un rol

relevante en la digestion de los azlcares mediante un proceso de fermentacion.®

La candidiasis incluye infecciones que van desde las superficiales, tales
como la candidiasis oral y vaginitis, hasta las sistémicas y potencialmente
mortales, conocidas como candidemias, y generalmente se limita a personas
inmunocomprometidas, como pacientes con cancer, trasplante o SIDA o incluso

pacientes de cirugias de emergencia no traumaticas.*®

Las infecciones superficiales y de membranas mucosas por candida que
causan inflamacién y malestar son comunes en la poblacién humana. Aunque
claramente atribuible a la presencia de patdégenos oportunistas del género
candida, la candidiasis describe una serie de diferentes sindromes de

enfermedades que usualmente difieren en sus causas y resultados.

La candidiasis vaginal es una vaginitis infecciosa producida por una
levadura del género candida, siendo el mas comun de ellos la Candida albicans
(85%), seguido por la Candida glabatra y la Candida tropicalis.®’

Como se mencion6 anteriormente, la candida es un organismo comun en la
flora vaginal, lo que ocurre es que se puede presentar bajo dos formas: en su
forma como levadura (no patégena, blastoporo) y en su forma micelar donde
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desarrolla una especie de raices, pseudohifas (forma patégena) que se entrelazan
entre si y con las que perforan y se fijan a las células de la mucosa vaginal
(formaciones micelares). Esta forma patégena se da cuando existe un
sobrecrecimiento originado basicamente por una deficiencia inmunoldgica o por
una carencia de los bacilos de Déderlein (Lactobacillus). La inflamacion se
produce entonces por la fijacién de las hifas al epitelio y por la produccién de
numerosas sustancias téxicas que la candida genera, especialmente de tipo
proteasa celular (que destruyen el tejido epitelial) y fosfolipasas (que destruyen
fosfolipidos) propias del metabolismo de la candida. En ocasiones también se
puede agravar el cuadro por reacciones alérgicas al hongo, cosa que puede ser

comUn en mujeres con un terreno alérgico previo o predispuesto.®®

Por tanto, la infeccién por Candida albicans no tiene un caracter externo,
sino que obedece a un cambio en las condiciones internas que repercuten en el
comportamiento y grado de desarrollo de este organismo ya presente (como
saprofito) en la propia flora. Es por esta razén que se considera una infeccion de

caracter "oportunista”.

Dentro de las caracteristicas de la vagina, ésta se encuentra cubierta por un
tejido epitelial, denominado mucosa vaginal, el cual esta abundantemente irrigado.
Esta mucosa esta habitada por una flora bacteriana también caracteristica y propia
en la que se encuentran diversos tipos de bacterias y donde algunas de ellas
pueden llegar a ser patégenas al momento de alcanzar proporciones superiores al
grado de normalidad que les corresponde. Este equilibrio entre poblaciones
bacterianas depende de diversos factores, donde uno de los mas destacables es
la presencia de Lactobacillus en nimero suficiente para controlar el desarrollo y
proliferacion de las especies patdégenas mediante diversos mecanismos que se

mencionaran posteriormente.®

La secrecidn vaginal normal es clara, blanca, foliculada, viscosa, sin olor y
con un pH en torno a 4.5, en la observacion microscépica no se observan micelios,
ni Trichomonas vaginalis, esporas, o células guias. Presenta abundantes células

de descamacion y abundantes Lactobacillus.®
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El mecanismo de defensa vaginal consta basicamente de cuatro elementos:
barrera fisica que impone el tejido mucoso, barrera inmunolégica (humoral y

celular), la flora endégena (bacilos de Déderlein) y secrecién de moco vaginal.

El epitelio de la vagina segrega sustancias tal como lisoenzimas, acidos
débiles, lipidos e inmunoglobulinas (IgA e IgG), las cuales agreden a elementos
extrafos o crean las condiciones adecuadas para mantener el equilibrio entre los

microorganismos que la pueblan.®

El epitelio vaginal es pluriestratificado, esto quiere decir que las células del
epitelio se disponen en capas superpuestas, normalmente unas cuarenta. Del
grosor y condiciones de este tejido depende en gran parte su funcién como
barrera. Los estrégenos favorecen la maduracion y formacion del epitelio, ademas

de estimular la produccién de glucégeno (azlcar) en el interior de sus células.’

Todos los epitelios (incluida la piel) tienden a eliminar la capa superficial de
células como proceso de renovacion y regeneracion, el epitelio vaginal se renueva
aproximadamente cada ocho dias, al desprenderse las células y descomponerse
(autolisis celular), los Lactobacillus presentes en la vagina degradan a su vez el
glucégeno contenido en las mismas convirtiéndolo en glucosa y luego en acido
lactico, es este acido el que, de forma principal, determina el grado de acidez
vaginal.'®"" En el proceso de regeneracién se eliminan gran nimero de bacterias
patdgenas. El pH vaginal normal es acido, lo que dificulta el desarrollo de otros
microorganismos patdégenos que precisan de un medio menos acido para

desarrollarse.®

Se debe tener en cuenta que los organismos patégenos también se nutren
del glucoégeno, esto es rigurosamente cierto si se habla de los hongos y en
particular de la candida. También en este sentido es indispensable la presencia de
los Lactobacillus vaginales ya que compiten fuertemente con los microorganismos

daninos no solo por el espacio, sino también por el alimento.

Ademas de esto, los Lactobacillus secretan una serie de sustancias de
accion antibiética tales como el peroxido de hidrégeno, bacteriocinas, lactacidina,
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acidolina y lactacin B y algunas defensinas, entre otras, las que actian de forma
sinérgica para suprimir ciertas bacterias o inhibir el desarrollo bacteriano. También
los Lactobacillus se adhieren a determinados receptores de las células de la

vagina, impidiendo asi la adhesién por parte de otros microorganismos.'?

Esta poblacién de Lactobacillus se encuentran en grandes cantidades en
una vagina sana (entre 10 y 100 millones por gramo de fluido) habiéndose descrito
distintas especies que se retunen bajo el nombre comun de bacilos de Ddderlein, y
entre las que se encuentran los L. acidophilus, L johnsonii, L. casei, L. cispatus,
entre los mas destacados, por ser quizas los que mayor cantidad de peréxido de
hidrégeno producen.’

Por otro lado esta flora actua siempre a nivel de la superficie de la mucosa,
razén por la que no resulta patégena, sin embargo, las especies que si lo son

invaden y penetran en el tejido, destruyéndolo.

Tanto las células desprendidas del epitelio vaginal, las bacterias muertas,
como todos los subproductos del metabolismo de los organismos propios de la
flora, secreciones diversas de las células epiteliales y demas, son arrastradas
hacia el exterior por el flujo vaginal, cumpliendo asi la funcion de “barrido” y

manteniendo el medio interno limpio.

Otros elementos que forman parte activa y fundamental en la defensa de la
mucosa vaginal son determinadas células inmunoldgicas, principalmente
monocitos, células dendriticas (células de Langerhans), linfocitos y macro6fagos,
estas poblaciones forman la inmunologia celular, y es parte fundamental en el
control de las candidas, de hecho, se pueden suponer problemas en la respuesta
de estas células cuando existen candidiasis recurrentes. También, las células
epiteliales, cuando se produce una infeccidn, secretan citocinas, defencinas vy
quimiocinas, sustancias que activan células inmunitarias especificas para luchar

contra la infeccion.®

Teniendo en cuenta que dada la diversa funcién vaginal de ser el espacio
de proteccion genital y cumplir al mismo tiempo las funciones de receptor de la
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penetracion y del esperma asi como ser la via de expulsién del feto en el parto, su
sistema es complejo ya que tiene que alcanzar un necesario equilibrio entre las

funciones de defensa y su tolerancia frente al contacto con elementos externos.
Signos y sintomas:

Todas las vaginitis cursan con gran numero de signos comunes,
distinguiéndose algunas variaciones segun los organismos que las produzcan.
Principalmente estas diferencias son relativas al flujo, tipo, localizacion y forma de

las lesiones que se pueden producir.

Los sintomas mas caracteristicos de una candidiasis vaginal son: prurito,
ardor, flujo blanquecino con aspecto de leche cortada y que puede oler a levadura,

eritema vulvovaginal, posible ardor al orinar y tlceras vaginales pequefias.’™

La mayoria de las infecciones por Candida albicans son tratables y generan
minimas complicaciones, aunque éstas podrian llegar a ser graves o fatales si no
se tratan en ciertas poblaciones. En personas inmunocompetentes, la candidiasis
suele ser una infeccion muy localizada de la piel o membranas mucosas, incluida
la cavidad oral (candidiasis oral), la faringe o el es6fago, el aparato digestivo, la
vejiga urinaria o los genitales (vagina, pene).'*'® Los sintomas de una infeccién en
los genitales masculinos incluyen manchas o llagas rojas cerca de la cabeza del
pene o en el prepucio, picazdn severa 0 una sensacion de ardor. La candidiasis
del pene también puede tener una descarga blanca, pero es poco com(in.?

La candidiasis es una causa muy comun de la irritacién vaginal y también
puede presentarse en los genitales masculinos. En  pacientes
inmunocomprometidos, las infecciones por Candidaalbicans pueden afectar el
eséfago con el potencial de volverse sistémico, y causan un padecimiento

muchisimo mas grave: una fungemia llamada candidemia.'

La candidiasis oral es muy comun en los recién nacidos hospitalizados,
aunque no se considera patolégica a menos que dure mas de un par de semanas.

Esto, debido a los procedimientos invasivos que se realizan en UCI o UTI
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neonatal, en los cuales se utilizan tubos naso u orofaringeos, ya que estos son

medios de transmisién del hongo.'®'®

Causas:

Las levaduras de Candida albicans generalmente estan presentes en seres
humanos sanos, en particular sobre la piel, pero su crecimiento suele verse
limitado gracias al sistema inmune, a la competencia de otros microorganismos,
como bacterias que ocupan los mismos lugares del organismo, o por la relativa
resequedad de la piel, pues la Candida albicans requiere de la humedad para su

crecimiento.

Dentro de las causas mas comunes existen:*®'9%"%

e« El uso externo de detergentes o de duchas o algunas irregularidades
internas (hormonales o fisiolégicas) pueden provocar trastornos en la flora
vaginal habitual, que incluye sobre todo bacilos de acido lactico como, por
ejemplo, Lactobacillus, que al estar disminuidos en el organismo puede
facilitar un crecimiento excesivo de células de Candida y provocar sintomas

de infeccion, como inflamacién local.

« Duchas vaginales, uso de desodorantes intimos y/o jabones alcalinos, ya
que disminuyen la flora, eliminan la mucosidad de proteccion y cambian el

pH vaginal normal.

e Los anticonceptivos hormonales, principalmente por su contenido en
progestagenos (hormonas de sintesis que imitan a la progesterona), y no
tanto los estrégenos, ya que producen un espesamiento del moco entre el
utero y la vagina, disminuyendo la velocidad del flujo y por tanto la rapidez
en la eliminacién. Otra razén, quizas mas importante, es el hecho de que
produce un cierto grado de atrofia del epitelio vaginal, es decir disminuye su
espesor volviendo a la vagina, de este modo, mas vulnerable a la
penetracion por parte de agentes patégenos y a sufrir dafios irritativos.

Ademas, los progestagenos facilitan la formacién de micelios a partir de las
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formas levaduriformes del contenido vaginal (facilitan el paso de la forma

saprdfita e inofensiva a la forma dafina).

Deficiencia en los niveles de estrégenos, dado que disminuye el desarrollo
del epitelio y ademas disminuye las concentraciones de glucégeno en éste
incidiendo esta circunstancia en una disminucién de los bacilos de

Doderlein.

La menopausia, ya que al disminuir la cantidad de estrégenos, se produce
una hipotrofia de la mucosa vaginal, también disminuyen los niveles de
glucégeno en las células de la misma y consiguientemente disminuye la

poblacion de bacilos de Déderlein.

El coito, pero principalmente si existe eyaculacion en la vagina, ya que el
semen alcaliniza la vagina por un periodo de horas, condiciones que

pueden ser aprovechadas por los patdgenos.

El flujo menstrual alcaliniza la vagina, ademas los Lactobacillus se adhieren
a los hematies (globulos rojos) siendo asi eliminados con la sangre y

disminuyendo consiguientemente el nimero de estos.

La diabetes o prediabetes, por mantener elevados niveles de glucosa en el

medio extracelular.

Tratamientos con glucocorticoides. Si bien y principalmente por su efecto
depresivo del sistema inmunolédgico (especialmente sobre las poblaciones
de linfocitos T), también influye por otros efectos tales como la disminucién
de la sintesis proteica (que afecta a la formacién de tejidos y por tanto a la
formacién y desarrollo de la mucosa vaginal) y porque disminuye la
disponibilidad de azucar para las células, con lo que aumenta el contenido
extracelular de azucares y por tanto la disponibilidad para los patégenos.

El uso de antibi6ticos de amplio espectro (especialmente las tetraciclinas y
derivados), o los que actluan sobre bacterias gram positivas. La razén es
obvia, ya que estos antibidticos no distinguen entre bacterias nocivas y
amigables y eliminan también a los bacilos de Ddéderlein. En todo caso,
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digamos que elimina a las bacterias amigables pero no a todas las

patégenas.

La otra razén es la inmunodepresién secundaria al uso de antibiéticos, que
como es sabido disminuyen también al propio sistema inmunologico.
Especificamente en el caso de las candidiasis y el uso de antibidticos hay
que decir que los antibiéticos no matan a los hongos, por tanto ante la
desaparicion de la flora bacteriana, ya sea esta amigable o patdégena, los
hongos quedan con el terreno completamente libre para iniciar su
proliferacién, con el agravante afadido del relativo estado de
inmunodepresion que pueda producirse, con lo que el sistema inmunolégico
también se verd limitado a la hora de frenar el desarrollo de los

mencionados hongos.

Estados de inmunodepresion originados por diversas enfermedades,
elementos téxicos o estrés (tales como las hepatitis, otras infecciones,
parasitosis, sindrome de fatiga crénica, VIH, intoxicaciones por metales

pesados, etc.)
Farmacos inmunodepresores y quimioterapia.

La humedad y el calor, permanecer con el bafnador humedo (cuando se
tiene ya la infeccion), los protectores, y usar tampones por mas tiempo del
debido (despistes, etc.).

La ropa muy ajustada, especialmente los vaqueros, son causa de vaginitis

infecciosa, incluida la candidiasis.

El uso de ropa interior de tejidos sintéticos, o prendas intimas lavadas con

lejia o detergentes irritantes y alcalinos.

Otra posibilidad que debe ser considerada es la menor tolerancia a la
glucosa y glucosuria consecuente que presentan algunas embarazadas y

que podria aumentar mas adn la susceptibilidad.
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» Penetracion masiva de gérmenes externos ya sea a través de la vulva o de
los intestinos por razones que pueden variar desde el prolapso del utero
hasta el desgarro perianal mal curado, razones que disminuyen el cierre
natural de la vagina hacia el exterior. También una marcada disbiosis
(desequilibrio bacteriano patégeno) intestinal y el desplazamiento de estas
bacterias desde el medio intestinal hacia el medio urogenital. De este modo,
una candidiasis intestinal, puede convertirse en un permanente reservorio

de candidas.

Las infecciones en los genitales masculinos por hongos son menos
comunes, Y la incidencia de las infecciones es tan so6lo una fraccién de las que se
observan en las mujeres; sin embargo, la infeccién por hongos en el pene a través

de contacto directo en las relaciones sexuales con una pareja infectada no es rara.

Las especies de candida suelen formar parte de la flora oral e intestinal
habituales del cuerpo humano. El tratamiento con antibidticos puede llegar a
eliminar a los competidores naturales de los hongos en busca de recursos, y
aumenta la gravedad del padecimiento.

Diagnéstico:

El diagndstico de una infeccion por levaduras se realiza ya sea a través de

un examen microscépico o urocultivos.

Para la identificacién por microscopia 6ptica, un raspado o frotis de la zona
afectada se coloca en un portaobjetos de un microscopio. Luego se le afade a la
muestra una sola gota de solucién de hidréxido de potasio (KOH) al 10%. El KOH
disuelve las células cutdneas pero deja las células de Candida intactas, y permite
la visualizacion de pseudohifas y las células de la levadura en ciernes tipico de

muchas especies de Candida.*1%%?

Para el método de cultivo, un bastoncillo estéril se frota sobre la superficie
de la piel infectada. El bastoncillo se pasa luego por un medio de cultivo. El cultivo
es incubado a 37°C por varios dias, lo que permite el desarrollo de las colonias de
levadura o bacterianas. Las caracteristicas (la morfologia y el color, por ejemplo)
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de las colonias puede permitir el diagnéstico inicial del organismo que esta

causando los sintomas de la enfermedad.*'%%

En algunos casos las vaginitis infecciosas, incluida la candidiasis, cursan
practicamente de forma asintomatica o solo con ligeras molestias. En la
observacion con el espéculo se visualizan estelas blancas y bajo éstas vy

alrededor, la vagina se encuentra enrojecida e irritada.

Un diagnéstico diferencial caracteristico de la candida con otras lesiones
blancas orales es que se elimina al raspado.

Tratamiento:

Con el fin de tratar esta infeccién, es importante, primero que todo, realizar
un diagndstico certero, tener en cuenta los factores de riesgo que se presentan,
con tal de corregirlos y que el tratamiento farmacolégico sea efectivo.

En la clinica, la candidiasis es comUnmente tratada con antimicéticos, los
medicamentos mas comunes Clotrimazol, Fluconazol, Nistatina vy

Ketoconazol.'9232°

Por ejemplo, se ha informado que una dosis Unica de Fluconazol
(comprimido de 150 mg por via oral) es 90% eficaz en el tratamiento de una
infeccidn vaginal por levaduras. En infecciones graves, se podria utilizar
Anfotericina B, Caspofungina o Voriconazol. Los tratamientos locales pueden

incluir 6vulos vaginales o duchas vaginales medicadas.?*

La Candida albicans puede desarrollar resistencia contra los farmacos
antimicéticos. Las infecciones recurrentes pueden ser tratadas con otros
antimicoticos, pero también se podria desarrollar una resistencia contra estos

otros agentes antimicéticos.?®®
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Tratamiento candidiasis genital (alternativas)®

Medicamento | Dosis Via Frecuencia Duracién
Fluconazol 150 mg. Oral Dosis nica | --------
Itraconazol 200 mg Oral Cada 12 horas Por 1 dia
Clotrimazol 500 mg Ovulo vaginal Dosis tnica | ---—----
Clotrimazol 100 mg Ovulo vaginal Diaria Por 7 dias
Nistatina 100.000 Ul | Ovulo vaginal En la noche 10 dias
Clotrimazol 1% Crema 2 veces 10 dias
Bifonazol 1% Crema 2 veces 10 dias

Observacion: No existe informacién adecuada que asegure el uso de

Fluconazol e ltraconazol durante el embarazo.

Otros imidazédlicos tépicos también son utiles: Ketoconazol, Isoconazol,

Tioconazol, Sertaconazol, etc.
Tratar a la pareja, en especial si la mujer sufre de episodios recurrentes.

Si se usa via oral tener en cuenta que los imidazoles tienen interaccidén con
alcohol astemizol, antagonistas del calcio, cisaprida, warfarina, ciclosporina,
fenitoina, inhibidores de tacrolimus,

hipoglicemiantes orales, la proteasa,

rifampicina.?®
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Tratamiento candidiasis recurrente

Medicamento Dosis Via Duracién
Fluconazol 150 mg. Oral 3 dias seguidos
Nistatina 100.000 UI Ovulo En la noche

Tratamiento de mantencién: (alternativas)

Medicamento | Dosis Via Frecuencia Duracién
Clotrimazol 500 mg Ovulo 1 vez a la semana 6 meses
Fluconazol 150 mg Oral 1 vez por semana 6 meses
Itraconazol 200 mg Oral Cada 12 horas durante 6 | Por un dia al
meses mes
Clotrimazol 100 mg Ovulo Diaria Por 7 dias
vaginal

Nistatina 100.000 | Ovulo En la noche 10 dias

Ul vaginal
Clotrimazol 1% Crema 2 veces 10 dias

Observacion: No existe informacion adecuada que asegure el uso de

Fluconazol e Itraconazol durante el embarazo.

Mantener terapia por 6 meses. Sin embargo el 30% o0 40% de las mujeres

tendra recurrencias.?>%°
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Tratamientos alternativos:

Dentro de los tratamientos naturales para tratar la Candida albicans
encontramos primero la dieta, que ademas de tratar la candidiasis vaginal, ayuda
en el tratamiento de cualquier tipo de candidiasis y consiste principalmente en
eliminar el azucar en todas sus formas, reduciendo también todos los alimentos
procesados que contengan azucar. Esto se debe a que es el azlcar la principal
fuente de alimentacién para los hongos del género candida. Se recomienda
también no consumir alimentos en fermentacion, es decir aquellos que poseen

levaduras.

Otro de los tratamientos naturales mas conocidos corresponde al uso de
antimicrobianos naturales como el ajo y el aceite de orégano, los cuales evitan el
sobrecrecimiento, alivian los malestares reduciendo los sintomas y generan
mejoras en el sistema inmunolégico, lo cual resulta fundamental para eliminar

cualquier agente negativo del organismo.3%2

Otra alternativa para tratar la Candida albicans de forma natural, es a través
del uso de probidticos, ya que pequefios microorganismos como por ejemplo el
Lactobacillus acidophilus conocido por estar contenido en el yogur, ayuda a
mantener controlados a los diferentes organismos que provocan dafos, tales

como los hongos.*

Existen estudios que informan acerca de los componentes de la Lavanda
(Lavandula officinalis) y Arandano Azul (Vaccinium corymbosum), que podrian ser

beneficiosos contra la infeccién por Candida albicans.®***

Dentro de los componentes del extracto etandlico de Lavanda, encontramos
principalmente el linalol y el acetato de linalilo, los cuales se caracterizan por
actuar como fungicida y fungistatico. La actividad fungicida corresponde a la
reduccién del 99,9% de las unidades formadoras de colonias, mientras que agente
fungistatico es la denominacién para aquel que reduce el crecimiento del hongo.
Es asi como el extracto de Lavanda se convierte en un potencial tratamiento para

el crecimiento de la Candida albicans.3®*3
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Por otro lado, tenemos el extracto de Arandano Azul, el cual también surge
como un potencial tratamiento para Candida albicans debido a que dentro de sus
componentes encontramos las proantocianidinas, las cuales son definidas como
principios activos de los vegetales, y se encuentran también en el Arandano Rojo.
Existen estudios previos que relacionan el uso de dichas proantocianidinas con la

disminucion del crecimiento de Candida albicans.®®*>®

Incidencia en Chile:

Se estima que un 75% de las mujeres tiene, al menos, un episodio de
vulvovaginitis candidiasica (VVC), mientras el 40% - 45% presentan dos o mas
episodios. Menos de un 5 % de las mujeres presentan vulvovaginitis candidiasica

recurrente (VVCR), definida como cuatro o méas episodios por afio.?**°

Los factores que incrementan la incidencia de la candidiasis vaginal son
estar embarazada, la obesidad, el uso de anticonceptivos orales con altos niveles
de estrogeno, las terapias de estrogeno, tener diabetes o estar tomando
antibiéticos para combatir otras infecciones.”® Con respecto a la diabetes, es
fundamental que las mujeres diabéticas controlen su nivel de azucar en la sangre
ya que las hongos también proliferan cuando su concentracion es elevada,
haciéndolas mas propensas a desarrollar infecciones vaginales por hongos. Con
respecto a los antibiéticos, se debe saber que estos ademas de eliminar a las
bacterias patdgenas, también eliminan a las bacterias "beneficiosas" que se
encargan de mantener bajo control a los hongos, destruyendo de esta forma el
equilibrio de la flora vaginal.
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MATERIALES Y METODOS

Variables

1. Determinar los efectos de los extractos de Lavanda y de Arandano Azul

sobre el crecimiento de Candida albicans.

NOMBRE DEFINICION DIMENSION INDICADORES | SUBINDICADORES
Efectividad del | Efectos del extracto | Concentracion Alta. mg/ml
extracto de | de Arandano Azul | minima Media.
Aréndano sobre el | inhibitoria. Baja.
Azul. crecimiento de
Candida albicans. Concentracién mg/ml
de compuestos
aplicados.
Accion frente al | Fungistatico Si—No
hongo Fungicida Si—No
NOMBRE DEFINICION DIMENSION INDICADORES | SUBINDICADORES
Efectividad del | Efectos del extracto | Concentracion Alta. mg/ml
extracto de | de Lavanda sobre | minima Media.
Lavanda. el crecimiento de | inhibitoria. Baja.

Candida albicans.

Concentracién mg/ml
de compuestos

aplicados.

Accién frente al | Fungistatico Si—No
hongo Fungicida Si—No
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2. Comparar los efectos de extractos de Lavanda y Arandano Azul con

tratamiento estandar, Fluconazol.

NOMBRE DEFINICION DIMENSION INDICADORES
Eficacia del extracto | Capacidad mejorada | - Menor mg/dL
de Lavanda en | del extracto de | - Igual
comparacion con la | Lavanda, en | - Mayor
del Fluconazol. comparacion con

Fluconazol de

erradicar la candida.
Eficacia del extracto | Capacidad mejorada | - Menor mg/dL
de Arandano Azul en | del extracto de | - Igual
comparacion con la | Ardndano Azul, en | - Mayor
del Fluconazol. comparacion con el

Fluconazol, de

erradicar la candida.

Disefio

El tipo de estudio de investigacion es de tipo experimental realizado como
ensayo preclinico ya que durante la investigacion se estudiaran los efectos que
producen los extractos naturales, mencionados anteriormente, sobre Candida
albicans, en comparacion con el tratamiento estandar, Fluconazol, para finalmente

obtener la confirmacién de la hipotesis.
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Poblacién: universo y muestra

Universo:

Se utilizardn cepas estandar codigo 926-3 del Centro de Referencia en
Micologia, Facultad de Medicina de la Universidad Austral de Chile, Isla Teja s/n-
Valdivia, Chile.

Las cepas se cultivaran en placas Petri con 20 ml de agar Sabouraud-
dextrosa con técnica de estrias, manteniéndolas a 37°C en incubadora por 48 h,
antes de ser utilizadas. Después de la incubacion, se preparara Candida albicans
en medio liquido (0,5 McFarland )

Los inéculos de células o suspensiones de esporas se obtuvieron de acuerdo con
procedimientos publicados y se ajusté 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 del universo:

Se utilizaran las cepas comerciales, referenciales o estandar de Candida
albicans, cuyo codigo corresponde al 926-3, provenientes del 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.
Muestra:

Serd seleccionada la cepa tipo Candida albicans 926-3
Mecanismo de determinacion de muestra:

La cepa tipo Candida albicans 926-3 es una muestra estandar a nivel
nacional y mundial, que cumple las caracteristicas necesarias para este tipo de
investigacion, debido a su menor susceptibilidad a los cambios del medio.
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Para seleccionar este tipo de cepa, se utilizaran los siguientes criterios de

inclusion y exclusién:
Inclusion:

e Muestra de referencia.

e Muestras de cepas Candida albicans 926-3.

e Conservacién de las cepas de Candida albicans en agua bidestilada esteril
e Conservacién a temperatura de 4°C.

e (Cultivados en agar dextrosa.
Exclusién:

e (Cepas diferentes a Candida albicans 926-3.

e Cepas muertas antes de que se inicie el experimento.

e (Cepas contaminadas antes de que se inicie el experimento.
e Muestras obtenidas de manera clinica.

e Cepas que no sean conservadas en agua bidestilada esteril.
e (Cepas conservadas a una temperatura distinta a 4 °C.

e (Cepas cultivadas en otro tipo de agar que no sea agar dextrosa.

Fuentes de informacion

e Unidad de estudio o analisis: Placas de Petri y Placas de Micropocillos en
los cuales se encuentran cultivados cepas de Candida albicans 926-3.

e Unidad Informante: Datos obtenidos de cada uno de estas placas Petri y
Placas de Micropocillo definidas como unidad de estudio o andlisis.

e Unidad Referencial: Laboratorio del Edificio Bruno Gunther, Facultad de
Medicina, Universidad de Valparaiso.
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Método

El tipo de estudio que se utilizara en la presente investigacion, corresponde al
experimental de disefio ensayo clinico; escogido basado en que durante la
investigacién serdn manipulados extractos naturales como métodos alternativos,
ademas de tratamientos médicos a modo de control para determinar la inhibicion
del crecimiento de Candida albicans, para finalmente confirmar la hipétesis de

investigacion.
Protocolos experimentales:
1. Ensayo por difusién en agar:

En placas petri con un medio de cultivo agar sabouraud se inoculara una
cantidad determinada de Candida albicans (0.5 mc farland) sembrandola de forma
uniforme con térula, posteriormente se realizara la técnica de sacabocados
periféricos, efectuando 6 de ellos en cada placa Petri. En los espacios resultantes
se agregara los extractos previamente preparados de lavanda y arandano azul,
ambos a una concentracion de 50 mg/ml, utilizando como solvente para la

preparacién, DMSO.

Las cantidades a agregar en los espacios generados son de 50 microlitros y
100 microlitros de extracto de lavanda, a una concentracion de 50 mg/mLy
extracto de arandano azul en los mismos volimenes y misma concentracion,
ademas de dos controles correspondientes a DMSO, 100 microlitros, y Fluconazol,
100 microlitros, a 50 mg/mL..

Disponer las placas Petri en una incubadora a 37°C y observar el
crecimiento a las 24 y 48 horas.

2. Ensayo de inclusién

En placas con micropocillos, de 6 y de 12 pocillos, de cultivo celular se
realizard un medio de cultivo mediante la inclusién de extractos naturales de
lavanda y arandano azul, por separado, los cuales se encuentran a determinada

concentraciones; para ambos extractos, se comenzara con una concentracion de
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0,5 mg/mL y se aumentara de 0,5 en 0,5 en cada pocillo. Posteriormente al
acercarse a la concentracién minima inhibitoria se acotaran las concentraciones,
partiendo de 0,5 mg/mL pero avanzando de 0,25 en 0,25 por cada pocillo hasta
encontrar el valor de la MIC. También se realizara la inclusién de un control de

DMSO, otro con Fluconazol y un ultimo control positivo solo con agar

Se evaluara la eficacia de cada extracto por si solo, utilizando como
comparaciéon el efecto del Fluconazol. Cada ensayo serd evaluado mediante 2
parametros de crecimiento, los que corroboraran si los extractos tienen el efecto

antifangico esperado:

Concentracion minima inhibitoria: define la menor concentracién del extracto
natural o del fluconazol que resulta en la inhibicién (total o parcial, a determinar)
de crecimiento visual en comparacién con el crecimiento en los pocillos control

que no han sido tratados.

Concentracion minima fungistética: define la menor concentracion del extracto
natural o del fluconazol que resulta en impedir o inhibir la actividad vital de los
hongos en comparacién con el crecimiento en los pocillos control que no han sido

tratados a los 48 horas post siembra.
3. Método de macrodilucién en caldo para levadura.
Se procedera de la siguiente forma:

- Preparacién de la solucion stock de agentes antimicrobianos (levadura): se
prepararan soluciones stock de los agentes microbianos a 20X de la maxima
concentracion a utilizar, en este caso 5120 pg/ml (5,12 mg en 1 ml) en el solvente
DMSO (EI DMSO no debe exceder el 10% en el medio de cultivo, ya que sobre
100 pl/ml inhiben el crecimiento bacteriano).

- Preparacion del inéculo: para preparar el inéculo, al menos 4 a 5 colonias
aisladas de menos de 24 h son inoculadas en 4 - 5 ml de un medio liquido e
incubado toda la noche . Con un espectofotémetro se mide la turbidez

(Trasmitancia) y se ajusta para lograr un valor de 0,5. Finalmente son diluidas de
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modo que la concentracibn después de la inoculaciébn en sus tubos de
macrodilucién sea de 1 - 5 x 10° UFC/ml de caldo (Es decir se debe agregar un

indculo a una concentracién de 1 - 5 x 10°).

- Preparacién de diluciones agentes antimicrobianos: Las concentraciones a
utilizar serén: 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 ug/ml, mas un control con agua y uno
con solvente. El volumen final de las soluciones sera 1 ml (900 pl de medio con
agente antimicrobiano, mas 100 pl de indculo). Preparar la primera dilucion
agregando 100 pl del agente antimicrobiano méas 800 ul de caldo RPMI (completar
900 pl). Este correspondera al tubo 1. Colocar en el resto de los tubos 450 pl de
caldo RPMI. Del tubo 1 (con el agente microbiano) tomar 450 ul y verter sobre el
tubo 2. Mezclar. Del tubo 2 tomar 450 pl y agregar al tubo 3. Mezclar. Repetir el
mismo procedimiento hasta el tubo 9, del cual también se toman 450 pl y se
vierten en un tubo de desecho. Agregar 450 ul de caldo RPMI a todos los tubos
(deben quedar todos con 900 ul). Preparar los controles agregando 50 pl del

solvente o0 agua destilada estéril mas 850 pl de caldo RPMI.

- Inoculacién: agregar un inéculo de 100 pl a una concentracién de 5 x 10° UFC x
ml. Evitar salpicaduras. Se agrega liberando el indéculo suavemente bajo la
superficie del medio de cultivo que contiene los agentes antimicrobianos.

- Incubacioén: incubar en un agitador rotatorio a 26°C y monitorear las poblaciones
alos 0, 24, 48, 72 y 96 h contando las UFC en placas RPMI.

- Subcultivos: tomar 10 ul de cada concentracion y se esparcen con asa de
Drigalsky en medio RPMI e incuban a 26-28°C por 24 a 48 h. Hacer 2 repeticiones

por concentracion.

Con este ultimo protocolo, se evaluara la eficacia de cada extracto por si

solo y posteriormente se procedera a realizar la mezcla de extractos.
Materiales

¢ Botellas de vidrio con tapa Duran Schott® de 1000 y 2500 ml.
e (Céamara de Neubauer doble W. Schreck Hofheim/TS®.
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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

Equipos

Balanza analitica modelo METTER Toledo

Céamara Digital Samsung WB800F

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)
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Medios de cultivo

Agar Sabouraud cloranfenicol:

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

e Chloromphenicol 0.05 grs/lts

e Agar 15.00 grs/lts

e Final pH (at 25 °C) 5,6 +/- 0,2

Se adicionara 26 grs. de medio deshidratado a 400 ml de agua destilada y
se calentara hasta su completa disolucién. Se esterilizara en autoclave a 121°C
por 15 minutos. Se distribuira en placas estériles y se almacenara refrigerado para

Su mejor conservacion.
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute):

Medio de cultivo liguido compuesto por una mezcla de sales, enriquecida

con aminod&cidos y otros componentes esenciales para el crecimiento celular.

Medio de cultivo amarillo:

1 Lt. De agua bidestilada estéril

e 4.50 grs de extracto de malta

e 2.50 grs de extracto de levadura YEAST
e 6.00 grs Tryptone

Se mezclara todo sobre un mechero bajo campana hasta su hervor y

posteriormente se esterilizara en botellas.
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Recoleccién de datos

Se utilizara como instrumento de recoleccion de datos una tabla
especialmente disefiada para este experimento ya que facilitara 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 simple que

otros instrumentos.
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RESULTADOS

1. Ensayo por difusion en agar:

En todas las repeticiones se observa un halo de inhibicion en ambos
extractos, encontrandose los dos a una concentracion de 50 mg/mL. En cada
espacio de sacabocado existian cantidades diferentes de extracto, siendo una de
ellas 50 microlitros y la otra de 100 microlitros, siendo mayor el halo de inhibicion
en la cantidad de 100 microlitros; y funcionando correctamente el control (-)
Fluconazol, donde no crece Candida albicans, y el control (+) DMSO donde si
crece. Los resultados se pueden expresar en el siguiente gréfico, el cual promedia

todas las repeticiones:

Resultados Placa 1
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Ensayos de inclusion:

Inclusién de extractos naturales de lavanda y arandano azul, por separado, en
placas de micropocillos de 6 y 12. En las tablas presentadas a continuacion, se

expresan los resultados a las 48 horas de la siguiente forma:
iSe observa crecimiento de Candida albicans

BiSe observa inhibicion del crecimiento de Candida albicans
I No se realizé el experimento a ésta concentracion.

Ensayo contaminado, eliminado.
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Tabla 1. Ensayo de inclusién para lavanda, utilizando DMSO como solvente para
el extracto.

100UL [ 120UL
3

FECHA
24-abr-14 ENSAYO 1
14-may-15 ENSAYO 2
29-may-15 ENSAYO 3
05-jun-05 ENSAYO 4
18-jun-15 ENSAYO 5 CONTAMINADO
J100uL [ 10SUL T fouL T SUL 120Ut [ 1250L [130UL [ 1350L [ 140Ul [1e5uL T1s50uL [ 15SUL J 60Ut [ BSuL 7oL J17suL [ 180Ut [ i8suL [ 180uL |
FECHA EXT LAVANDA mg/ml
26-jun-15 ENSAY0 6
01-jul-15 ENSAYO 7
03-jul-15 ENSAYO 8
09-jul-15 ENSAYOS
13-jul-15 ENSAY0 10
30-jul-15 ENSAYO 11
03-ago-15 ENSAYO 12
04-ago-15 ENSAY0 13
26-ago-15 ENSAYO 14
27-ago-15 ENSAYO 15
07-sep-15 ENSAYO 16

Tabla 2. Ensayo de inclusién para arandano azul, utilizando DMSO como solvente para

el extracto.

30 UL [ f0UL__ | 120UC

o5 | 1 ] 15 | 2.5
24-abr-14 ENSAYO 1
14-may-15 ENSAYO 2
29-may-15 ENSAYO 3
05-jun-05 ENSAYO 4
18-jun-15 ENSAYO 5 CONTAMINADO
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140UL | 194SUL | 1S0UL | 1SSUL | 160UL | 18SUL | 170UL | 17SUL | 180UL | 18SUL | 1S0UL | 195 UL | 200 UL
FECHA EXT ARANDANO mgml 3,5 3,625 3,75 3,875 4 4,125 4,25 4,375 4,5 4,625 4,75 4,875 S

26-jun-15 ENSAYO 6

01-jul-15 ENSAYO 7

03-jul-15 ENSAYO 8

09-jul-15 ENSAYO 9
13-jul-15 ENSAYO 10
30-jul-15 ENSAYO 11
03-ago-15 ENSAYO 12
04-ago-15 ENSAYO 13
26-ago-15 ENSAYO 14
27-ago-15 ENSAYO 15
01-sep-15 ENSAYO 16
07-sep-15 ENSAYO 17

Debido a que se noté una influencia del solvente DMSO sobre el

crecimiento de Candida albicans, se decidié utilizar un nuevo solvente para los

extractos.

Tabla 3. Ensayo de inclusién de control para solvente DMSO y solvente ETANOL.

DMSO:

ETANOL:
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Tabla 4. Ensayo de inclusién para lavanda, utilizando ETANOL como solvente

para el extracto.

120UL 125UL 130UL 135UL 140UL 145UL 150UL 155UL 160 UL

fecha

LAV + ETANOL mg/ml 3 |3125| 325 | 3375| 35 |3625| 375 | 3875| a4

26/08/2015 ENSAYO 1

01-sep-15 ENSAYO 2 CONTAMINADO

07-sep-15 ENSAYO 3

08-sep-15 ENSAYO 4

Tabla 5. Ensayo de inclusiébn para arandano azul, utilizando ETANOL como

solvente para el extracto.

140UL 145UL 150UL 155UL 160UL 165UL 170UL 175UL 180UL 185UL 190UL

fecha ARA + ETANOL mg/ml
26/08/2015 ENSAYO 1
01/09/2015 ENSAYO 2
07/09/2015 ENSAYO 3
14/09/2015 ENSAYO 4

Imagen 1. Ensayos de 48 hrs con Lavanda 26 Agosto 2015.
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Imagen 2. Ensayos de 48 hrs con Arandano 26 Agosto 2015.

L ARADMSO -
\ Y
A

FLUCONAZOL

2. Método de macrodilucion en caldo para levadura.

Los siguientes resultados se expresaran en tablas, donde se registra conteo de

unidades formadoras de colonias (UFC).

12 de Agosto de 2015. Extractos a concentracidon de 20 mg/ml

48 horas 96 horas
Fluconazol: 104x4 = 416 UFC Fluconazol: 104x4 = 416 UFC
1A: 942x4 = 3768 colonias 1A: 942x4 = 3768 colonias
Resto: Sin inhibicién. Resto: Sin inhibicién

(SIN GRAFICO)
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20 de Agosto de 2015. Extractos a concentracion de 40 mg/ml.

48 horas:

Arandano

Lavanda

: 353x4 = 1412 UFC

—

:329x4 = 1316 UFC

:290x4 = 1160 UFC

: 322x4 = 1288 UFC

: 274x4 = 1096 UFC

: 362x4 = 1448 UFC

:371x4 = 1484 UFC

:541x2 = 1082 UFC

: 328x4 = 1312 UFC

:674x2 = 1348 UFC

1 326x4 = 1304 UFC

: 320x4 = 1280 UFC

N O O B W N =

: 360x4 = 1440 UFC

:668x2 = 1336 UFC

8:230x4 = 920 UFC

| N O O | W N

: 660x2 = 1320 UFC

9: 232x4 = 928 UFC

9: 608x2 = 1216UFC

DMSO: 105x4 = 420 UFC

Fluconazol: 566x4 = 2264 UFC

96 horas: Sin inhibicién.

O
5 - | | ‘ I | | | | |
0
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LAVANDA (40 mg/ml)

2000

1500

50

o
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ARADANO (40 mg/ml)

2000

1500

£ 1000
)
50 I I
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Diluciones

o

W 48 HORAS

CONTROLES

2500
2000

1500

UFC

1000

500

. 1

DMSO FLUCONAZOL

W 48 HORAS

21 de Agosto de 2015. Extractos a concentracion de 40 mg/ml. ( Cultivo

over night)

48 horas 96 horas
Fluconazol: 216 colonias Fluconazol: 252 colonias
1L: 200 colonias 1L: 264 colonias
Resto: Sin inhibicién. Resto: Sin inhibicion.

(SIN GRAFICO)
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31 de Agosto de 2015. Extractos a concentracion de 50 mg/ml.

48 horas:

96 horas:

Arandano

Lavanda

—

1 275x2 = 550 UFC

—

:127x2 = 254 UFC

:152x2 = 304 UFC

:215x2 = 430 UFC

:190x2 = 380 UFC

:115x2 = 230 UFC

1 164x2 = 328 UFC

:169x2 = 338 UFC

:122x2 = 244 UFC

1 245x2 = 490 UFC

:216x2 = 432 UFC

:201x2 = 402 UFC

N O O A WD

: 195x2 = 390 UFC

:196x2 = 392 UFC

8:80x2 = 160 UFC

: 235x2 = 470 UFC

9:

146x2 = 292 UFC

O| 0 N| O O A W D

:219x2 = 438 UFC

DMSO: 60x2 = 120 UFC

UFC

Fluconazol: 25x2 = 50

Arandano

Lavanda

—

1 275x2 = 550 UFC

—

:129x2 = 258 UFC

:152x2 = 304 UFC

: 221x2 = 442 UFC

: 220x2 = 440 UFC

:118x2 = 236 UFC

:172x2 = 344 UFC

: 169x2 = 338 UFC

:130x2 = 260 UFC

1 245x2 = 490 UFC

1 221x2 = 442 UFC

:206x2 = 412 UFC

N O O M WO DN

:201x2 = 402 UFC

:196x2 = 392 UFC

8:86x2 =172 UFC

1 237x2 = 474 UFC

9:

156x2 = 312 UFC

O O Nl O O M| WO N

:219x2 = 438 UFC
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DMSO: 61x2 = 122

Fluconazol: 25x2 =

50
LAVANDA
600
500
400
‘g 300
200
100
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Diluciones
M 48 HORAS
LAVANDA
600
500
400
£ 300
200
100
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Diluciones
M 96 HORAS
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ARANDANO

600
500
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@)
‘-Dl- 300
200
100 I
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Diluciones
m 48 HORAS
ARANDANO
600
500
400
@)
5 300
200
100 I
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Diluciones
M 96 HORAS

Se puede apreciar, que no existe una diferencia significativa entre la grafica de 24
hrs con la de 48 hrs.
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Controles
140
120

100
o 80
(N
2 60
40
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0
DMSO FLUCONAZOL

W 48 HORAS

Controles
140
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(N
2 60
40
20
0
DMSO FLUCONAZOL
W96 HORAS

01 de Septiembre de 2015. Extractos a concentracion de 50 mg/ml. (Cultivo

over night)

48 horas 96 horas
Fluconazol: 1 colonia Fluconazol: 1 colonia
DMSO: 25 colonias DMSO:
1L: 1 colonia 1L:2
Resto: Sin inhibicion. Resto: Sin inhibicion.

(SIN GRAFICO)

Valparaiso, 2015




07 de Septiembre de 2015. Extractos a concentracién de 60 mg/ml.

48 horas

96 horas

Sin inhibicién.

Sin inhibicién.

(SIN GRAFICO)

08 de Septiembre de 2015. Extractos a concentraciéon de 60 mg/ml. (Cultivo

over night)

48 horas

96 horas

Fluconazol: 0 colonias

Fluconazol: 3 colonias

1L: 7 colonias

1L: 9 colonias

Resto: Sin inhibicion.

Resto: Sin inhibicién.

(SIN GRAFICO)
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Imagen 3. Ensayos con Lavanda (1) a las 48 hrs. 7 Septiembre y Overnight 8
Septiembre 2015.

LAVANDA

OVERNIGHT
7" 8 SEPT

Imagen 4. Ensayos con Lavanda (2) a las 48 hrs. 7 Septiembre y Overnight 8
Septiembre 2015.

LAVANDA (2)

OVERNIGHT
8 SEPT
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Imagen 5. Ensayos con Lavanda (3) a las 48 hrs. 7 Septiembre y Overnight 8
Septiembre 2015.

LAVANDA (3)

OVERNIGHT
8 SEPT

Imagen 6. Ensayos con Arandano (1) a las 48 hrs. 7 Septiembre y Overnight 8
Septiembre 2015.

ARANDANO (1)

/

~/:OVERNIGHT
— 8 SEPT
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Imagen 7. Ensayos con Arandano (2) a las 48 hrs. 7 Septiembre y Overnight 8
Septiembre 2015.

ARANDANO (2)

ry
7
//"

~ " OVERNIGHT
8 SEPT

Imagen 8. Ensayos con Fluconazol a las 48 hrs. 7 Septiembre y Overnight 8
Septiembre 2015.

FEUCONAZOL

OVERNIGHT
8 SEPT
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DISCUSION.

En la actualidad existen diversas investigaciones que buscan innovar en los
tratamientos de diferentes patologias de la forma mas natural posible, utilizando la
materia prima que nos brinda la naturaleza. Si bien existen muchos tratamientos
farmacolégicos efectivos, dichos farmacos provocan a largo plazo una resistencia

y tolerancia por parte de los microorganismos.

Existen diversos ensayos que se realizan en la busqueda de nuevos
tratamientos, en los cuales se utilizan elementos naturales ricos en flavonoides y
antioxidantes y debido a esto se escogieron los extractos naturales de Lavanda y
Arandano azul, con los cuales se realizaron ensayos que dejaron en evidencia

diferentes hechos.

Durante todo el proceso se realizaron de forma paralela ensayos de
inclusién en los cuales se utilizaron extractos de Lavanda y Arandano azul. En
primer lugar, después de la ejecucion de diferentes experimentos y de observar
visibles alteraciones en el crecimiento de Candida albicans se pudo demostrar
que el DMSO como solvente altera el comportamiento de esta levadura, si es
utilizado en concentraciones que superen el 7% en el medio donde se utiliza, por
tanto después de experimentar con un solvente diferente como el etanol y efectuar
numerosos controles en donde se comparoé el efecto de ambos solventes a iguales
concentraciones sobre Candida albicans, se llegd a la conclusion de que utilizar

etanol no alteraria las propiedades del hongo ni de los extractos naturales.

El efecto del extracto natural de Lavanda con DMSO como solvente a una
concentracion determinada presenta efecto antifungico. En los 16 ensayos de
inclusién realizados los resultados fueron repetitivos y concluyentes, pues la
Lavanda inhibié el crecimiento de Candida albicans entre concentraciones que
varian desde 3 mg/mL a 3,625 mg/mL, pudiendo calcular con estos datos una
concentracion promedio de inhibicion de 3.035 mg/ml, la cual denominaremos

Concentracion Minima Inhibitoria (MIC). Al momento de cambiar el solvente a
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etanol, el crecimiento de la levadura se mantuvo en margenes similares al del
ensayo realizado con DMSO y después de varias repeticiones se llegd a una MIC
de 3.281 mg/ml en etanol. La MIC varié de forma minima entre un solvente y otro
por lo que se infiere que el DMSO en este caso no tuvo gran incidencia en los
resultados.

En el estudio de T. Moon, J.M. Wilkinson , H.M.A. Cavanagh, 2006 @ ,
refieren que microorganismos entre los cuales se encuentran bacterias y hongos
como Candida albicans, fueron susceptibles al aceite esencial de Lavanda, lo cual
confirma también el estudio de M. Zuzarte et al., 2012 °, en el que se comparan
los efectos de aceites esenciales de Lavanda con farmacos antimicéticos, los
cuales tienen resultados positivos ya que inhiben el crecimiento de ésta.. En el
estudio de Vishnu Agarwal, Priyanka Lal, Vikas Pruthi, 2010 "*, se demostré el
potencial antifungico que presentan aceites de plantas seleccionadas entre los
cuales se encuentran el Eucaliptus y Menta con mayor efectividad y la Lavanda
que dentro del mismo estudio se demostré que posee potencial inhibitorio pero en
un rango menor. A diferencia de la presente investigacion y los estudio recién
mencionados,estos presentan comparaciones de multiples plantas y géneros de
Lavanda, comparandolos entre ellos pudiendo determinar cual es mas efectivo
que otro, en cambio en esta investigacién sélo se determina si la Lavanda

presenta o no dicho efecto y a que concentracion.

A diferencia del extracto de Lavanda con DMSO, en el extracto de
Arandano azul este solvente si tuvo gran significancia en los resultados, ya que en
la mayoria de los ensayos realizados se inhibia el crecimiento del hongo en casi
todas las concentraciones de extracto en el medio de cultivo, las cuales
coincidieron con las concentraciones de los controles de DMSO realizados para
pesquisar la influencia de este solvente sobre la levadura. Dentro de los resultados
obtenidos, se pudo llegar a un valor promedio de MIC de 3.865 mg/ml, sin ser este
un valor confiable debido a que los resultados de los ensayos no fueron

concluyentes. A diferencia de Lavanda, aqui si existi6 una variacibn mayor al
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utilizar como solvente etanol, obteniendo un valor promedio de MIC de 4.468
mg/ml, demostrando de esta forma el bajo poder antifungico de este extracto en

comparacién con la Lavanda.

A pesar del Arandano azul poseer flavonoides en su composicion, que
favorecen la actividad antibacterial y antioxidante como lo refieren en el estudio de
Mehnaz Pervin, Md Abul Hasnat, Beong Ou Lim, 2013 7°, éste no acttia como un
efectivo antimicético segun la presente investigacion. Sin embargo el estudio
Hallie S. Rane et al., 2014 ® | indica que elevadas concentraciones de flavonoides
presentes en el Arandano azul podrian reducir la proliferacion de Candida
albicans. La persistencia en este crecimiento puede deberse a los azlcares
presentes en este fruto que puedan servir como medio nutritivo para el crecimiento

de la levadura.

Los hongos en general se ven favorecidos en su crecimiento en medios
himedos, debido a esto se puede deducir que el agua destilada en combinacién
con proteinas, aminodacidos y factores de crecimiento, crean un caldo de cultivo
Optimo que beneficia el crecimiento de Candida albicans y disminuye el efecto que
los extractos naturales o el Fluconazol puedan tener sobre él. En este ensayo no
influyé el DMSO como solvente, debido a que se encontraba en bajos porcentajes

de concentracion en el medio.

Para el ensayo de microdilucién en caldo para levadura, se utilizaron
concentraciones para ambos extractos que fueron desde los 20 mg/ml llegando
hasta los 60 mg/ml, siendo este ultimo valor donde se observd alguna actividad

antifangica.

En el caso de la Lavanda, la Concentracion Minima Fungicida fue de 60
mg/ml y la Concentracion Minima Inhibitoria de 30 mg/ml. La levadura en medio
liguido expuesta a una alta concentracidbn de extracto de Lavanda demuestra
resultados positivos en cuanto a la inhibicidén, pero sélo después de cultivarla 24
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hrs a una temperatura de 36,5°C (cultivo over night). En cambio, en el Arandano
Azul, siempre se observd crecimiento, siendo en la mayoria de los casos tipo
alfombra, en consecuencia no se pudo calcular ningun valor referencial de

inhibicion.

Se puede deducir, gracias a los resultados arrojados por los ensayos, que
la Lavanda tiene un efecto antifingico sobre el crecimiento de Candida albicans,
ya que se pudo cuantificar el valor de la Concentracion Minima Fungicida e
Inhibitoria, de forma segura en medio sélido, no asi en medio liquido donde se vi6
alterado el crecimiento. Mientras que el Arandano azul, si bien puede tener
actividad antioxidante y antimicrobiana, no reacciona de igual forma ante hongos
tipo levadura como Candida albicans , ni en medio liquido ni en medio sélido.
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CONCLUSION.

Segun lo que se buscaba en base a la hip6tesis, se obtuvieron resultados
positivos, ya que ambos extractos inhibieron el crecimiento de la Candida albicans,
pero con una diferencia notoria en el valor de Concentracién Minima Fungicida e

Inhibitoria, esto asociado a las propiedades particulares de cada extracto.

En base a lo investigado, se demuestra que la lavanda tiene efecto
fungicida, al compararlo con los resultados obtenidos en los ensayos clinicos. En
cambio, en el caso del Arandano Azul, por condiciones propias e interaccion con
los solventes utilizados, no se logré6 una concentracién efectiva para lograr un
efecto fungicida confiable, el cual estuvo presente pero su efecto fue menor en
comparacién con la Lavanda. Esto puede ser atribuible ademas, a que en la
investigacién se utilizd como referente el Arandano Rojo, el cual posee
caracteristicas fitoquimicas similares al Arandano Azul, y que por restricciones
geograficas y climaticas no se pudo conseguir, por lo que se decidid realizar el
estudio con Arandano Azul, abundante en territorio chileno.

Gracias a la investigacion realizada y los resultados obtenidos, se demuestra que
es posible la investigacién y posterior desarrollo de nuevos tratamientos en base a
extractos naturales, alternativos al tratamiento estandar que se entrega en Chile.
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