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RESUMEN

El presente articul o tiene por objetivo determinar el efecto antimicético del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) en cepas de Candida albicans sobre los materiales y método, estudio es experimental e
inferencial. El efecto antimicético se determind midiendo 105 halos de inhibicién, distribuidos en 8 grupos
mediante el método de Kirby — Bauer, Para ello utiliz6 una cepa clinica de Candida albicans. Los grupos
de estudio fueron concentraciones de 1/25 (T1), 1/50 (T2), /100 (T3), /150 (T4), /200 (T5), /250 (T6),
un grupo control positivo Fluconazol (TC*), y un grupo control negativo agua destilada estéril (TC"). El
andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba de DCA y Tukey, usando el paquete SAS v. Se considero
un nivel de significancia de < 0,05. Resultados: La media de los halos de inhibicion del T1 fue de 3,4mm
(0,0-4,9); del T2: 11,2mm (10,1 - 11,9); del T3: 15,7mm (14,4 - 16,9); del T4: 19,0mm (17,9 — 20,0); del
T5: 24,1mm (23,4 - 25,2); del T6: 29,2mm (28,3 — 30,0) y del grupo de Fluconazol: 25,5mm (24,8 — 26,8).
No se obtuvo halos de inhibicién en el grupo de control negativo. Se encontr6 diferencia significativaentre
el T1-T6y € grupo de Fluconazol (p <.0001), a un a = 0.05. Conclusion. El aceite esencia de la mufia
de 1/250 (T6) tuvo mayor efecto contra Candida albicans que &l Fluconazol demostrando su concentracion
inhibitoria adecuada con un didametro de halo de inhibicion mayor; ademas, el efecto antimicético del
Fluconazol fue mayor que los tratamientos (1 — 5) y fue menor que € (T6), demostrandose que el aceite de
Minthostachys mollis tiene efecto antimicético sobre cepas de Candida albicans.

Palabras clave: Aceite esencial, antifungico, inmunosupresion, Candida albicans, Minthostachys mollis.
ABSTRACT

The objective of this article was to determine the antimycotic effect of the essential oil of Minthostachys
mollis (mufia) in strains of Candida albicans. Materials and Method. Experimental and inferential study.
The antimycotic effect was determined by measuring 105 inhibition halos, distributed in 8 groups by the
Kirby - Bauer method. A clinical strain of Candida albicanswas used. The study groups were concentrations
of 1/25 (T1), 1/50 (T2), 1/100 (T3), 1/150 (T4), 1/200 (T5), 1/250 (T6), one Positive control group
Fluconazole (TC +), and a negative control group Sterile distilled water (TC-) Statistical analysis was
performed using the DCA and Tukey test, using the SASv. A level of significance <0.05 was considered.
Results. The mean of inhibition halos of T1 was 3.4mm (0.0-4.9); Of T2: 11.1mm (10.1-11.9); Of T3:
15.7mm (14.4-16.9); Of T4: 19.0mm (17.9-20.0); Of T5: 24.1mm (23.4-25.2); Of T6: 29.2mm (28.3 - 30.0);
and the Fluconazole group: 25.5 mm (24.8 - 26.8). No inhibition hal os were obtained in the negative control
group. A significant difference was found between T1 - T6 and the Fluconazole group (p <.0001), at a=
0.05. Conclusion. The essential oil of the 1/250 mutein (T6) had a greater effect against Candida albicans
than Fluconazole demonstrating its adequate inhibitory concentration with a higher inhibition halo
diameter; In addition, the antifungal effect of Fluconazole was higher than treatments (1 - 5) and was lower
than (T6), demonstrating that Minthostachys mollis oil has an antimycotic effect on Candida albicans
strains.
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INTRODUCCION

La candidiasis, micosis causada por diversas especies de levaduras del género Candida,
correspondientes a un grupo de hongos identificados con mas de 100 especies, cada uno con la
capacidad de afectar a ser humano. Los microorganismos de este género constituyen los
marcadores de inmunosupresion etiologica por excelencia, ya sea por diversos factores
predisponentes (Tobar et al., 2011); por tal motivo, en la actualidad se vienen registrado un
aumento significativo y muy considerable de las infecciones producidas por levaduras, es por eso
gue la presencia de Candida en cavidad bucal oscilay se encuentra frecuentemente en un 20% -
70% (Lazarde y Afiez, 2003; Lazarde y Pacheco, 2001). Cuaquier tgido y érgano puede ser
afectado, a lo que se presentan diferentes cuadros clinicos, cada uno de ellos asociado
directamente a estado inmunol6gico de la persona (Tobar et al., 2011). Candida albicans es la
especie con mayor implicancia, siendo este un inocuo, que puede pasar de comensal a patégeno
dependiendo del hospedero, hongo y demaés factores que alteren el microambiente predisponente
(Urizar y Candidiasis, 2002). Candida albicans es €l principal representante de esta familia'y
otras especies de Candida, presentan diferentes manifestaciones patologicas siendo las més
frecuentes, infecciones superficiales (vulvovaginitis o candidiasis oral) (Lazarde y Afiez, 2003).
Muchas veces producen compromiso especifico de algunos érganos en pacientes que en general,
presentan enfermedades crénicas que los sitiian en una condicion de deprimencia (candidiasis
esofagica). En menor proporcion de pacientes, sobre todo aquellos que se encuentran
hospitalizados y presentan terapia con antimicrobianos siendo estos de amplio espectro, que se
encuentran invadidos con dispositivos biomédicos, quirdrgicos, etc, presentan infecciones
invasoras por hongos (Tobar et al., 2011).

En pacientes hospitalizados en pediatria las infecciones fungicas son un problema con mayor
frecuencia. El aumento de estas infecciones se atribuye a diferentes factores, tales como la
permanencia en unidades de cuidado intensivo (UCI), tiempos prolongados de cateterizacion,
prematurez, nutricién parenteral, cirugias, operaciones, trasplantes, terapiainmunosupresora, uso
de antibidticos de amplio espectro y la mayor sobrevida de los individuos inmunosuprimidos
(Giusiano et al., 2000). Yasea por laresistenciaantimicotica o por € rechazo del paciente frente
alos tratamientos que en muchos casos son de tiempo muy prolongado, hoy en dia se plantea con
fuerza el uso y aplicacion de la medicina natural para el cuidado y larestauracion de lasalud, y
una de ellas es |la mufia que tiene propiedades antimicdticas (Alca, et al., 2012).

Investigaciones sobre efecto antimicdético contra Candida albicans de plantas medicinales, como
la Minthostachys mollis (mufia), han sido estudiados con anterioridad encontrando resultados
positivos pero no concluyentes (Alcald, et al., 2012; Cano, 2007; Cano et al., 2008). También
existen estudios que demuestran la accion antifungica por parte de diferentes especies de plantas
como Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba luisa), Rosmarinus officinalis
(romero), Médlissa officinalis (toronjil), Cinnamomun zeylanicum (canela), Matricaria chamonilla
(manzanilla), Baccharis, y Schinus molle, demostrando su alta eficacia frente a Candida albicans
(Pascal, 2015; Marquez, 2012, Marca, 2013, Castillo 2009, Martinez et al ., 2011; Saravia, 2015).

La mufia, una de las pocas plantas que han validado su uso en la medicina tradicional debido a
sus diferentes propiedades, principios activos, (Zegarra, 2010; Chaquilla et al., 2011) € cua es
utilizado para € tratamiento de dolencias de vias estomacales, respiratorias y muchas otras
afecciones presentes (Mufioz, 2002; Mufioz, Barrera y Meza 2015), esta planta habita en los
diferentes pisos ecol 6gicos de nuestra serrania Peruana donde se encuentra en una muy buena
proporcion (Barnes, 2015; Mostacero, Mgjiay Gamarra, 2009; Mostacero et al., 2009). Razones
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sobran para maximizar el uso y aprovechamiento de nuestro recurso natural (Mostacero et al.,
2009) ya que diversos estudios demuestran su efecto antibacteriano (Cruzado, 2012; Inga y
Guerra, 2000; Guisay Rincdn, 2007) einsecticida, sin embargo, poco se conocey se haexplorado
sobre su capacidad antimicético y menos aln aplicado en pacientes con afecciones presentes o
inmunocomprometidos. Motivo por lo cual se realizo la presente investigacion, el cua servira
como una aternativa de tratamiento terapéutico de menor costo y mayor eficacia, en €
restablecimiento y mejora de la salud, cuyos objetivos fueron: Determinar la concentracion
inhibitoria adecuada del aceite esenciad de mufa frente a cepas de Candida albicans en
comparacion al Fluconazol mediante el método de concentraciones “in vitro”. Evaluar los halos
de inhibicion de cepas de Candida albicans con el aceite esencial de mufia mediante e
antibiograma antimi cético.

La coleccién de lamufia se realizd en el barrio San José, zona alta de la ciudad de Puno (a 3810
msnm); la obtencion del aceite esencial de la mufia se efectud en € Laboratorio de Operaciones
y Procesos Unitarios de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del
Altiplano. Las muestras de esputo se obtuvieron de pacientes con Tuberculosis del Hospital
Regional “Manuel Nufiez Butrén”, de la ciudad de Puno. El aislamiento, identificacion y la
determinacion del efecto antimicGtico se realizd6 en e laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biol 6gicas de la UNA — Puno.

MATERIALESY METODOS

Este estudio es de tipo experimental e inferencial. El tamafio de la muestra estuvo conformado
por 105 halos de inhibicion distribuidos en 8 grupos homogéneos: Un grupo experimental de
mufia a concentraciones de 1/25, 1/50, 1/100, 1/150, 1/200, 1/250, donde ml/ul es la proporcion
de agua destilada y aceite de mufia respectivamente, un grupo de control positivo (Fluconazol) y
un grupo de control negativo (agua destilada estéril). La planta se recolect6 en el barrio San José
delaciudad de Puno, con unatotalidad de 60 kilos peso bruto, que posterior se separd solo hojas
haciendo un peso de 20 kilos. Se obtuvo 50 ml de aceite esencial puro apartir delas hojas frescas
de mufia (60kg) usando e proceso de destilacion por arrastre de vapor de agua. La cepa de
Candida albicans fue obtenida de pacientes con presencia de Tuberculosis (esputo) del HRMNB
— Puno, aidados e identificados morfologicamente a partir de siembras en Agar Saboraud
Dextrosa a 2% con cloranfenicol, examen microscopico y pruebas fisiolégicas (tubo
germinativo). Se prepararon |as diferentes concentraciones de mufia en (1/25, 1/50, 1/100, /150,
1/200, 1/250), asimismo el control positivo (Fluconazol) y control negativo (agua destilada
estéril).

Se prepararon en placas Petri Agar Saboraud Dextrosaa 2%, dejandolo hasta que solidifique para
pasar a control de calidad durante 24 horas, se agreg6 la cepa de Candida al bicans estandarizado
con la escala de Mac Farland en una concentracion de 1,5 x 108 ufc/ml, expandiéndola mediante
el método de (Kirby — Bauer). En pozos de 6mm de diametro se colocé 50ul de mufia en
concentraciones de 1mi/25ul, 1mi/50ul, 1mI/200ul, 1mi/150ul, 1ml/200ul, 1ml/250ul (grupo
experimental), 150mg de Fluconazol (grupo control positivo) y agua destilada estéril (grupo
control negativo). Se dejé en incubacion a 37°C durante 72 horas.
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Se midieron los halos de inhibicion obtenidos de cada grupo mediante el método de Kirby —
Bauer: Difusién en agar. Los datos obtenidos fueron procesados en el programa estadistico SAS
V. El DCA (Disefio completo a azar) para determinar la significanciade lapruebay s al menos
unade las concentraciones (tratamiento) es diferente alos demésy posee efecto antimicético, que
posteriormente se corrobord con la prueba de contraste de Tukey. Se considerd un nivel de
significancia< 0,05.

RESULTADOSY DISCUSION

Al redlizar la prueba de andlisis de varianza a un 0=0.05 se observa el valor de (p<.0001),
atamente significativo, 1o que demuestra que existe efecto antimicético en, al menos, uno delos
tratamientos del aceite delamufiaen las cepas de Candida albicans (Tabla 1). Mediante la prueba
de comparacion multiple de TUKEY a un 0=0.05, determin6 que la concentracion inhibitoria
adecuadafue de 1/250 (T6) con unamedia de 29.2867 mm, siendo superior en comparacion alos
demés tratamiento y a TC (Fluconazol), siendo todo esto muy significativo (Tabla 2). La
bibliografia refiere que s existe efecto antimicotico del aceite esencia de la mufia en cepas de
Céandida albicans, a su vez la concentracion inhibitoria adecuada varia, mas no deja de mostrar
su eficacia tal como lo demuestran y corroboran las siguientes investigaciones. A una
concentracion de 100% de mufia, la media fue mas alta que los demas, haciendo que esta
concentracion (tratamiento) sea la adecuada, demostrandonos su alta eficacia antifangica sobre
las cepas de Candida albicans (Alcalaet al., 2012; Cano, 2007; Cano et al., 2008). Asimismo, se
demuestraque el diametro de halo obtenido, es en base ala concentraci6n aplicada entendiéndose
que amayor concentracion, mayor el didmetro de hal o deinhibicion por tanto aunaconcentracion
de 100% en comparacién a una concentracion menor € tratamiento eficaz es el de 100% (Cano,
2007).

Por otro lado también se refiere que a concentraciones de 100% de Origanum vulgar e (orégano)
y Cymbopogon citratus (hierba luisa), también existe un efecto inhibidor frente a cepas de
Céandida albicans (Pascal, 2015). Asi como |o demuestran también especies del género Baccharis,
Schinus molle, Cinnamomun zeylanicum (caneld), Rosmarinus officinalis (romero), Melissa
officinalis (toronjil) y Matricaria chamonilla (manzanilla), inhibiendo e crecimiento fangico y
demostrando su ata actividad antifangica, siendo incluso mejor que los antimicoticos de uso
comercial aplicado (Pascal, 2015; Marquez, 2012, Marca, 2013, Cadtillo 2009, Martinez et al.,
2011; Saravia, 2015).

Finalmente, investigaciones demuestran que el aceite esencial de lamufiaa 100% no solo posee
un efecto inhibidor frente a cepas e Candida albicans, sino que también tiene efecto inhibidor
frente a bacterias como es Streptococcus mutans, y este efecto se incrementa en relacion directa
con e aumento de la concentracion (Cruzado, 2002).
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Tabla 1: Andlisisde Varianza (ANVA)

Andlisisde Varianza (ANVA) a = 0.05

Fuente G.L SC CM F-Valor Pr>F
Modelo 6 7278.15981 1213.026635 1891.57 <.0001
Tratamiento 6 7278.15981 1213.026635 1891.57 <.0001
Error 98 62.845333 0.641279
Tota corregido 104 7341.005143

Tabla 2: Prueba de comparacion multiple de TUKEY

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. a = 0.05

Tukey Agrupamiento Media N TRAT
A 29.2867 15 T6
B 25.5333 15 TC
C 24.12 15 T5
D 19.0667 15 T4
E 15.76 15 T3
F 11.1133 15 T2
G 3.48 15 Tl

Se observd los halos de inhibicion y se evalué como Sensible, Intermedio y Resistente (CLS),
de acuerdo ala medida obtenida en (mm), sacando la media de cada uno, a su vez, comparando
con € Fluconazol (TC). Sedetallan delasiguiente manera: T1 - 1ml/25ul: 4mm (RESISTENTE),
T2 - 1mI/50ul: 11mm (RESISTENTE), T3 - 1ml/100ul: 16mm (SENSIBLE), T4 - 1ml/150pl:
19mm (SENSIBLE), T5 - 1ml/200pl: 24mm (SENSIBLE), T6 - 1ml/250pl: 29mm (SENSIBLE),
TC - 250mg: 26mm (SENSIBLE).

Se encontro diferenciasignificativaentreel T1— Te Yy € grupo de Fluconazol aun (p <.0001), con
un a = 0.05, concluyendo que de los seis tratamientos, el sexto (T6) 1ml/250ul demostré una
concentracion inhibitoria adecuada, con una media superior a su vez en comparaciéon a
Fluconazol (TC). Labibliografiarefiere quelos datos obtenidosy posteriormente calificados entre
resistente, intermedio y sensible se evallan de acuerdo a las medidas de los halos obtenidos,
corroborados autores de prestigio, indicando que:

Los haos obtenidos mayores a 15 mm de didmetro se les califica como sensibles, y los halos
formados menores a este se les atribuye como resistentes. También se menciona gque halos
superiores a 19 mm de didmetro se les califica como sumamente sensible (Pascal, 2015).

Lacalificacién atribuida alos halos de inhibicion, de acuerdo a su medida del didmetro del halo,
nos da una mejor interpretacion y por tal motivo una buena evaluacion, mostrando halos de 30
mm de didmetro con la aplicacion del aceite de mufia al 100%, calificandolo como sensible, tal
como lo refieren Cano, 2007; Cano et al., (2008). Las investigaciones demuestran que €l aceite
esencia de mufatiende a ser un antimicético eficaz, de acuerdo ala concentracién suministrada
frente a las cepas de Candida albicans, ya sea de cualquier procedenciatal como lo demuestra
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(Alcdaet al., 2012). Formando halos de inhibicion de 46 — 48 mm de diametro, teniendo mayor
eficaciafrente a fluconazol (Alcalaet al., 2012).

Por otro lado, la aplicacion de aceites esenciales de diferentes especies de plantas como Schinus
molle, Cinnamomun zeylanicum (canela) y Matricaria chamonilla (manzanilla), muestran una
inhibicién similar a la de la mufia formando halos iguales 0 mayores a 20 mm. (Marca, 2013,
Castillo 2009; Saravia, 2015) en comparacion al fluconazol de 31 mm. (Saravia, 2015), y ala
nistatina de 10 mm. (Pascal, 2015) Finalmente el aceite esencia de mufia no solo demuestra ser
eficaz frente a la aplicacion de Candida albicans, si no también ser eficaz frente a Aspergillus
flavus, mostrando halos de 15 mm de diametro, calificandol os estos como intermedio o sensibles
(Vésgquez, 2005), y Streptococcus mutans (Guiisay Rincon, 2007)
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