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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto de aceite de orégano, carvacrol, sobre cepas
de Candida albicans. Se prepard el extracto de aceite de orégano, carvacrol,
al 0,1 % in vitro, empleando el método de Kirby Bauer (difusién en disco) y la
determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI). Para la evaluacién,
se expuso a Candida albicans a cuatro concentraciones del extracto de aceite de
orégano; asimismo, se considerd un grupo control con fluconazol y otro con inéculo
microbiano, para luego realizar diez repeticiones en cada caso. Se determiné que
existe diferencia estadisticamente significativa entre el efecto antifingico de las
diferentes concentraciones de extracto de aceite de orégano sobre el crecimiento de
Candida albicans (P<0.05) y fue sensible a las cuatro concentraciones al comparar los
halos de inhibicién segn la escala de Durafourd. La CMI para la accién antifiingica
fue de 100 %, (1000 mg/ml). Se concluyé que el carvacrol, como extracto de aceite
de orégano, si tiene efecto inhibitorio in vitro contra Candida albicans.
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ABSTRACT

This research had as objective to determine the antibacterial in vitro effect of the ore-
gano oil extract Carvacrol on Candida albicans. The sample consisted of preparing
the extract of oregano oil carvacrol to the 0,1 % in vitro prepared the Kirby Bauer
method (disk diffusion) and determination of minimum inhibitory concentration
(MIC), therefore, to evaluate the antimicrobial activity of carvacrol was exposed
Candida albicans to four concentrations of the extract of oregano oil also there was
a control with fluconazole and other microbial inoculum group, and then we did
10 repetitions in each case.

It was determined that there is statistically significant difference between the anti-
fungal effect of different concentrations of extract of oregano oil on the growth of
Candida albicans (P <0,05) and it was sensitive at 4 concentrations of the extract of
oregano oil to compare zones of inhibition as measured Durafourd. The MIC for
the antifungal activity was 100 %, (1000 mg /ml). It concluded that the Carvacrol
as an extract of oregano oil has Inhibitory effect on Candida albicans.
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I. INTRODUCCION

Las infecciones producidas por hongos
han ido sobresaliendo sobre otras patolo-
gias, bésicamente por el aumento del nd-
mero de pacientes con problemas en el sis-
tema inmunolégico, pero también debido
a las nuevas técnicas de diagnéstico y de
tratamiento. Esto crea una mayor pobla-
cién susceptible a contraer este tipo de in-
fecciones oportunistas, en las que el agente
patolégico méds comun es la Candida albi-
cans, que puede desencadenar infecciones
superficiales, como candidiasis oral y vagi-
nal, y mortales infecciones sistémicas. Las
infecciones en mucosas han recibido una
especial atencién debido al avance de la in-
feccién por el virus de la inmunodeficien-
cia humana (VIH)®!1213,

El tratamiento de la candidiasis en mu-
cosas no es complicado en pacientes en los
que el sistema inmunoldgico conserva ni-
veles adecuados y los antifiingicos tdpicos
resultan eficaces; lo contrario sucede en
estados de inmunodepresién, donde exis-
ten altas tasas de recurrencias o recidivas
de lesiones, que requieren terapia intensiva
sistémica y en los que, a pesar de los bue-
nos resultados con antifiingicos azdlicos,
existen diversas formas clinicas resistentes
al tratamiento con ketoconazol, fluconazol
e incluso anfotericina B!'"'>'3) todos estos
antifiingicos conocidos. Esta firmaco-re-
sistencia, la toxicidad y las interacciones
farmacoldgicas de los antifiingicos comu-
nes fomenta la busqueda de alternativas
terapéuticas en donde los productos natu-
rales, los vegetales entre los més estudiados,
son los mds indicados para cumplir este
objetivo*“.

El carvacrol es un componente de los
aceites voldtiles de especies de orégano. Los
estudios han reportado que es el mayor

constituyente natural (70 %) de los aceites
esenciales de plantas aromdticas, cuyas ac-
ciones farmacoldgicas sugieren se deben a
sus componentes. Es referido que el carva-
crol tiene diferentes actividades bioldgicas,
antimicrobianas, antioxidantes, antimu-
tagénicas, antigenotoxicas, antihepatoté-
xicas y hepatoprotectoras. Su actividad
antimicrobiana ha sido bastante extendida
a bacterias patogénicas y algunos hongos,
incluyendo aquellos resistentes a drogas y
los que constituyen el biofilm dental'>'¢".

Por otro lado, la actividad antiftingica
del carvacrol no estd bien aclarada; se refie-
re que podria darse por la inhibicién de la
conversion dimérfica mediante dos meca-
nismos: El primero, en el sentido de que el
carvacrol juega un rol durante la invasién
e infeccidn de los tejidos, en la formacién
del tubo germinal y crecimiento de las hi-
fas. Se ha demostrado que existe una estre-
cha correlacién entre la formacién del tubo
germinal y el incremento de la adherencia
de Candida albicans a las células epitelia-
les de la mucosa, por lo que se ha sugerido
desde entonces que este pudiera ser uno de
los mecanismos relacionados con la viru-
lencia por parte de las especies de Candida.
El otro mecanismo establece la inhibicién
de la actividad de la y-glutamil transpepti-
dasa responsable de la degradacién del glu-
tatién, principal regulador no enzimdtico
del equilibrio redox intracelular, durante la
elongacién de las hifas”'"'2.

En el presente trabajo se busca deter-
minar el efecto antibacteriano del acei-
te de orégano, carvacrol, sobre cepas de

Candida albicans.

II. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se plante con un di-
sefio de observacién y fue de tipo experi-
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mental, en la que la unidad de andlisis la
constituyeron los discos de difusion y las
placas Petri observadas. Las cepas de Can-
dida albicans ATCC 10231 fueron obte-
nidas del Laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Medicina Humana de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia
y sembradas en placas Petri, conteniendo
agar Sabouraud y material botdnico a di-
ferentes concentraciones del extracto de
aceite esencial de orégano, carvacrol, 25 %
(250 mg/ml), 50 % (500 mg/ml), 75 %
(750 mg/ml) y 100 % (1000 mg/ml). Se
determiné un tamafo de muestra de 10
observaciones para cada concentracién de
aceite esencial de orégano, carvacrol, para
Candida albicans: 10 repeticiones, co-
locdndose a la concentracién de 25 %,
50 %, 75 % y 100 %.

Luego de sembrar la cepa de Candida
albicans ATCC 10231 en placas Petri, se
realizé la prueba de susceptibilidad utili-
zando el método de Difusién de Discos
o método de Kirby-Bauer. Se prepararon
discos de papel filtro estériles y se les su-
mergié dentro de cada una de las concen-
traciones de extracto de aceite de oréga-
no, carvacrol: 25 % (250mg/ml), 50 %
(500 mg/ml), 75 % (750mg/ml) y 100 %
(1000mg /ml). Después, con una aguja es-
téril, fueron colocados los discos sobre los
cultivos del hongo en las placas Petri pre-
paradas previamente. Se colocaron cuatro
discos por cada placa de agar. Hubo dos
grupos control para el microorganismo:
uno con fluconazol y otro con solucién
salina; posteriormente, las placas se incu-
baron a 37 °C durante 24 horas.

Determinacién de la Concentracién

Minima Inhibitoria (CMI)

Para la determinacién de la CMI se utilizd
el método de dilucién en tubos abreviado.
Se prepararon seis tubos de ensayo para el

microorganismo, cuatro con las concentra-
ciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 %. Se
afadieron 0.8 ml de cada concentracién y
luego se realizé la inoculacién de 0.2 ml
del hongo (en concentraciones semejantes
al tubo 0.5 de la escala de Mac Farland)
en cada uno de los tubos correspondientes.
El quinto tubo correspondié al control con
fluconazol (0.8 ml) y se anadi6 0.2 ml del
hongo. En el sexto tubo se realizé el con-
trol sin ningtin tratamiento, afadiendo 1
ml de cultivo de Candida albicans. Luego,
los tubos fueron incubados a 37 °C por 24
horas, para posteriormente sembrar 0.1
ml de cada uno de los tubos en 10 placas
con Agar Mueller—Hinton, por cada con-
centracién y grupo control. Las placas se
colocaron en estufa por 24 horas para ob-
servar el crecimiento del hongo mediante
el conteo de unidades formadoras de co-
lonias (UFC), considerandose como CMI
a la menor concentracién en la que no se

observaron UFC.

III. RESULTADOS

El estudio revela que Candida albicans
es sensible al carvacrol debido a que los
didmetros de los halos de inhibicién son
mayores a2 8 mm segln la escala de Du-
raffourd, tal como se observa en la Tabla
1, que muestra didmetros de los halos de
inhibicién en ml del extracto de aceite de
orégano, carvacrol, sobre Candida albicans.
Ademds, existe diferencia estadisticamente
significativa entre los didmetros de los ha-
los de inhibicién hallados de acuerdo a la
concentracién del carvacrol (p< 0,05), es
decir, el efecto es dosis dependiente; con-
forme aumenta la concentracién del car-
vacrol, aumenta el didmetro del halo de

inhibicién (Tabla 2).

Respecto a la determinacién del CMI,
se hallé que si hubo efecto inhibitorio por
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haberse formado un niimero minimo de carvacrol sobre Candida albicans fue del
UFC en las diferentes concentraciones 100 % (1000 mg/ml); es la concentracién
(Tabla 3). La concentracién inhibitoria del ~ en la que no se observa UFC (Tabla 4).

TABLA 1

Diimetros de los halos de inhibicién en mm en funcién de cuatro concentraciones
del extracto de aceite de orégano, carvacrol, y control con fluconazol

MEDICION DE LOS HALOS DE EXHIBICION (mm) DE CANDIDA ALBICANS

Niimero de Concentracion de extracto de aceite de Control
rtome orégano “Carvacrol” (%) Fiuconszsl
25 50 75 100
1 7.09 12.68 13.60 21.84 6.00
2 8.85 11.50 13.80 23.17 6.00
3 8.70 10.82 13.34 20.10 6.00
4 9.69 11.93 14.13 21.19 6.00
5 8.86 11.73 13.96 ; 24.38 6.00
6 L 840 1246 1321 2161 600
7 7.84 12.02 13.49 21.68 6.00
8 7.54 12.48 14.21 22.09 6.00
9 9.21 11.19 13.92 22.10 6.00
10 : 8.21 . 11.54 13.02 20.90 6.00
Promedio 8.44 11.84 13.67 21.91 6.00

Fuente: Datos obtenidos por el investigador en 2012

TABLA 2

Prueba de Duncan de acuerdo al didmetro del halo inhibitorio en funcién
de cuatro concentraciones del extracto de aceite de orégano “Carvacrol”
y control con Fluconazol

Concentraciones n Grupos para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
Fluconazol : 10 ' 6.00 . ' . .
25% . 10 l : 8.43 :
50% T : 1184 '
75% T ' I Coser
100% 10 ' 21.91

Fuente: Datos obtenidos por el investigador en 2012
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TABLA 3

Nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) de Candida albicans
en funcién de cuatro concentraciones del extracto de aceite de orégano,
carvacrol, y control con fluconazol

UNIDADES FORMADORES DE COLONIAS DE CANDIDA ALBICANS

CONCENTRACION
EXTRACTO DE )
ACEITE DE NUMERO DE REPETICIONES
OREGANO
CARVACROL
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 PROMEDIO
259, 1 0 1 0 ] 1 1 2 4 5 1.50 UFC
50 Y% 2 1 0 0 0 2 0 0 0 0 0.50 UFC
75 % ’ 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0.20 UFC
100 % 0 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 0.00 UFC
Flucozanol 4595 5561 4467 5978 5966 5565 6630 G090 S056 5215 551260 UFC

Fuente: Datos obtenidos por el investigador en 2012

TABLA 4

Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI)
del extracto de aceite de orégano, carvacrol, sobre Candida albicans

Concentracion
del extracto etandlico

25 %

50 %

75 %

H0%

Pr”rﬂf_!{-i“ de | Opservaciones
1.50
0.50
0.20

.00 CMI

Fuente: Datos obtenidos por el investigador en 2012

IV. DISCUSION

La presente investigacién determiné el
efecto antibacteriano del extracto de acei-
te de orégano, carvacrol, frente a Candida
albicans, utilizando el método de Kirby-
Bauer o de difusion en disco. Se determi-
né que el extracto de aceite de orégano
tuvo un efecto inhibitorio 77 vitro frente a
Candida albicans, al comparar los halos de
inhibicién segin la escala de Duraffourd
para las cuatro concentraciones utilizadas.

También se demostré la actividad an-
tifingica frente a Candida albicans; sin

embargo, estos mecanismos atiin no estdn
definidos y ademds no se cuenta con estu-
dios previos que investiguen la actividad
antifiingica del carvacrol. También en este
estudio se observd que, a pesar de que la
mdxima concentracién de fluconazol via
endovenosa usada en la actualidad es de
2 mg/ml, a esta concentracién in vitro el
antifingico no logré inhibir el crecimien-
to de los hongos, lo cual podria explicar el
porqué de la resistencia a fluconazol de ce-
pas de Candida albicans en nuestra regién,
coincidiendo con estudios nacionales e in-
ternacionales'>".
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En otros estudios de determinacidn, la
actividad antifingica contra Candida albi-
cans ATCC 10231 se evalué mediante los
métodos de difusién en agar y dilucién en
agar para la determinacién de la CMI. De
diez extractos investigados, seis presentaron
actividad antifiingica consistente con un
didmetro de halos de inhibicién >18 mm
en la concentracién al 100 % (100mg/ml).
De esto se puede deducir que tanto el pro-
medio de los halos de inhibicién como la
CMI fueron mucho mayores a los hallados
en este estudio®'>'°.

V. CONCLUSION

Se concluye que el extracto de aceite de
orégano, carvacrol, al 100 % tiene un efec-
to antibacteriano in vitro contra Candida
albicans.
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