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RESUMEN

Se realizd este estudio con el objetivo de evaluar el efecto sinérgico antifungico de la
combinacion de fluconazol 25ug y aceite esencial de Syzygium aromaticum “clavo de olor”
sobre Candida albicans, in vitro, mediante el método de difusion en agar de Kirby-Bauer,
tomando en cuenta los criterios del CLSI. En esta investigacion experimental se evalud las
propiedades antifingicas del aceite de clavo de olor, sélo y en combinacién con fluconazol.
Se observo que el aceite esencial Syzygium aromaticum presentd actividad antifungica de
15,33 + 1.3 mm y en sinergia con el fluconazol obtuvo 29,58 + 0,99 mm, en comparacion
con el fluconazol de 29,17 £+ 1,19 mm. Se concluy6 que el efecto del aceite esencial Syzygium
aromaticum combinado con el fluconazol y el efecto del fluconazol sélo, no presentan

diferencias significativas (p=0.746) en sus efectos antifangicos contra Candida albicans.

Palabras clave: Agentes antifangicos, Candida albicans, Syzygium aromaticum.
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ABSTRACT

This study was carried out with the aim of evaluating the antifungal synergistic effect of the
combination of fluconazole 25ug and essential oil of Syzygium aromaticum "clove" on
Candida albicans, in vitro, using the Kirby-Bauer agar diffusion method, taking consider the
CLSI criteria. In this experimental investigation the antifungal properties of clove oil were
evaluated, alone and in combination with fluconazole. It was observed that the essential oil
Syzygium aromaticum presented antifungal activity of 15.33 £ 1.3 mm and in synergy with
fluconazole obtained 29.58 + 0.99 mm, compared with fluconazole 0f 29.17 £ 1.19 mm. It was
concluded that the effect of the essential oil Syzygium aromaticum combined with
fluconazole and the effect of fluconazole alone, do not present significant differences (p =

0.746) in their antifungal effects against Candida albicans.

Key words: Antifungal agents, Candida albicans, Syzygium aromaticum.
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INTRODUCCION

Un promedio de méas de 10 millones de personas presenta candidiasis mucosa que
tienen un impacto importante en sus vidas o son fatales. Sin embargo, la gravedad
varia desde infecciones mucocutineas asintomaticas leves hasta infecciones
sistémicas potencialmente mortales. Las tasas relativas de infeccion entre todas las
infecciones por Candida varian de acuerdo a muchos factores que influyen para el
establecimiento de la patologia. Hay al menos una docena de especies de Candida
que pueden ser patdgenas para los humanos; de ellas, Candida albicans es el agente

de mas del 80 % de las candidiasis. (1)

Los factores culturales, socioecondmicos y el nimero creciente de poblaciones en
riesgo son los principales determinantes de las variaciones en la incidencia y la
prevalencia de la candidiasis en todo el mundo. Los principales impulsores de las
enfermedades por Candida albicans es una pandemia de la tuberculosis, asma y

aumento de la incidencia de canceres. (2)

Esta incidencia de candidiasis puede variar sustancialmente de una regién a otra, la
mayoria de los casos de infeccion invasiva se atribuyen a Candida albicans, ademas,
los paises latinoamericanos tienen una frecuencia muy importante de infeccion
invasiva por Candida parapsilosis y Candida tropicalis. El uso masivo no controlado
de antimicoticos contra Céandida albicans ha generado el cambio de patron de
susceptibilidad de esta levadura. Se presentan cada vez méas casos de candidemias

con resistencia al fluconazol. (3,4)

En los Ultimos afios se esta valorando los fitofarmacos como alternativa al tratamiento
de infecciones en el ser humano. Existen muchas casas naturistas que expenden
variados productos vegetales, entre los cuales estan los antimicdticos. Las plantas
tienen compuestos con multiples propiedades: antiinflamatorias, antimicrobianas,
gastroprotectoras, etc. que no generan secuelas ni trastornos secundarios y que se
utilizan desde hace muchos siglos atras, por todas las poblaciones del mundo. Su uso
es considerado una respuesta a los mdltiples casos de resistencia a farmacos

considerados de primera linea. (5)



Son muchos los estudios que se vienen realizado para demostrar la eficacia de los
productos extraidos de plantas (aceite esencial, extractos, zumos, resinas, etc.), contra
Candida albicans, los cuales reportan el buen efecto que presentan en condiciones
de laboratorio, siendo escasos los trabajos de investigacion in vivo. Por lo que, existe
evidencia de la actividad antimicdtica de los compuestos fitoquimicos sobre cepas de
Candida albicans. (5, 6,7)

Se han realizado investigaciones en diferentes partes del mundo, como los estudios
realizados en China por Gonelimali F. et al (8), en Togo por Afanyibo Y. etal (9) y
en Francia por Pavesi C. et al (10), que manifiestan las propiedades antifngicas del
aceite esencial y los extractos etanolicos y acuosos de Syzygium aromaticum “clavo
de olor” sobre Candida albicans. En estos trabajos evaluaron la actividad anti-
Candida por medio del método de Kirby-Bauer, formando zonas de inhibicion en las
tres investigaciones; 25.2 mm de diametro en la primera, 10 mm en la segunda y

12.1+2.2 mm en la tercera investigacion. (8)

De forma parecida en Sudan, Fateh A et al (11) y Mohamed S et al (12), estudiaron
la composicion de fitoquimicos y la sensibilidad antifangica del aceite de clavo de
olor (Syzygium aromaticum) contra Candida albicans, obteniendo halos de
inhibicion de 26 mm y 32 mm, mediante, los cuales determinaron que Candida
albicans es sensible al aceite de Syzygium aromaticum y es un antifungico que debe

ser considerado en fitoterapia y medicina alternativa y complementaria.

Asimismo, en otras investigaciones, Krumina G et al (13), Mansourian A et al (14) y
Ahmad A et al (15), tambiéen establecieron los efectos in vitro de Syzygium
aromaticum como antifungico contra Candida albicans. Utilizaron el procedimiento
de difusién en agar y a todos se observd inhibicion del crecimiento de Candida
albicans. El clavo indujo la formacion de halos de inhibicién de 20.8 mm, 29.62 mm
y 25 mm de diametro, proporcionalmente, concluyendo que el aceite de clavo tiene
efecto antimicotico. (15)

Candida albicans es un hongo unicelular (levadura) con pared celular de quitina y

carbohidratos (16). Tienen una morfologia de células redondas a ovaladas se



Reproducen por gemacion, son las clamidiosporas de paredes gruesas que se observan
in vitro (17). Este hongo puede encontrarse en la mucosa del tracto gastrointestinal y
genitourinario y, ocasionalmente, causar infecciones mucosas severas y recurrentes,
como la candidosis oral y vaginal, asi como infecciones invasivas y fatales,

especialmente en individuos inmunocomprometidos. (18-19)

Los antiflngicos contra Candida albicans que se usan ampliamente son los azoles,
los cuales bloquean la sintesis de ergosterol en la membrana citoplasmica. El
fluconazol es eficaz contra la candidiasis orofaringea y vaginal y se recetan
ampliamente, pero no son muy efectivos en situaciones clinicas. La patogenicidad de
Candida albicans aumenta debido a la actividad de resistencia de factores de

virulencia como la formacion de biofilm (20).

Candida albicans tiene un mecanismo de resistencia de mutaciones puntuales en
ERG11 que genera disminucion en la sensibilidad al fluconazol. Ante la creciente de
la resistencia al fluconazol de Candida albicans, se han planteado nuevas formas de
tratamiento antifangico. A pesar de ello, no se ha logrado parar la resistencia. Se han
propuesto alternativas basadas en compuestos naturales, como aceites esenciales de

las plantas medicinales. (21,22)

La actividad antifungica de los fitoquimicos de un extracto de vegetal no podria
reemplazar en su totalidad a los antifingicos, pero los extractos pueden inhibir de
forma diferente. La investigacion sobre extractos crudos y aceites esenciales puede
ser el primer paso para descubrir un nuevo compuesto quimico responsable de la
actividad antifangica (23,24). Los componentes de las plantas medicinales, como el
eugenol, el timol, el carvacrol, el geraniol, el linalol, el cinmaldehido y el mentol
poseen actividad antifingica contra Candida albicans. Tienen la capacidad de crear
poros en la membrana celular y expulsar los medicamentos de la célula y disminuir
el contenido de ergosterol de la membrana celular (25). El timol, el eugenol vy el
carvacrol combinados con fluconazol muestran una interaccion sinérgica contra el
biofilm de Candida albicans. Asimismo, el efecto combinado del timol con
fluconazol y anfotericina B dio como resultado una interaccion sinérgica entre el

timol y el fluconazol. (26,27). La actividad antifungica sobre Candida albicans de



Muchos vegetales, fueron comprobados en muchos trabajos de investigacion a nivel
mundial. Asi lo demuestran los estudios realizados por Al-Snafi (28), Najee et al (29),
Nagesh et al (30) y Meireles et al (31), en donde confrontaron a Candida albicans
contra varios extractos y aceites de diferentes plantas, demostrando que existen
muchas plantas, incluido el clavo de olor, que ejercen actividad antifingica contra

esta levadura patdgena.

Este estudio se realiz6 para buscar una alternativa en el control de los
microorganismos patdgenos humanos que se encuentran en muchos sustratos, y
siempre existird la posibilidad de tomar contacto con ellos y, ocasionalmente,
adquirir una infeccion. Se comprobo la eficacia del aceite de clavo contra Candida
albicans el cual ha ido adquiriendo resistencia a los farmacos antifingicos
convencionales. La sinergia mostrada del aceite de clavo y fluconazol, indica la
posibilidad de complementarse con muchos farmacos que actualmente son utilizados
para controlar las infecciones por Candida albicans, las cuales requieren de

tratamientos largos y generan citotoxicidad.

Este trabajo de investigacion estuvo orientado a resaltar la importancia de las plantas
medicinales como una alternativa para el tratamiento en sinergia con los antifungicos
convencionales. Asimismo, se valoro la accién antifangica del aceite esencial de
Syzygium aromaticum sobre Candida albicans en combinacién con fluconazol, lo

que permitié demostrar que puede potenciar a los antifingicos.

Los estudios acerca del aceite de clavo, son escasos en nuestro pais; sin embargo,
aquellos estudios reportados en otras partes del mundo, evidencian las propiedades
antimicéticas. Los datos que se adquirieron en este estudio, es un aporte al
conocimiento y la ciencia farmacognosia que puede ser utilizada para otras

investigaciones y/o para incluirlas en la medicina alternativa y complementaria.

Asimismo, el aceite esencial del vegetal estudiado es un ingrediente no dafiino,
ahorrativo y sencillo de adquirir por la sociedad, quedando pendiente el

establecimiento de la dosificacion, ya que no fue objetivo del presente estudio. Por



Consiguiente, queda a disposicion y criterio profesional su uso y/o fuente de

informacion.

Por la informacién analizada, se sabe hasta ahora que los aceites esenciales tienen
propiedades antimicrobianas, por lo que se formula el problema: ;Tiene efecto
sinérgico antifungico la combinacion de fluconazol 25ug y aceite esencial de

Syzygium aromaticum sobre Candida albicans, in vitro?

En respuesta a la interrogante formulada, se plante6 las hipotesis dos hipotesis: H1,
La combinacion de fluconazol 25ug y aceite esencial de Syzygium aromaticumtiene
efecto sinérgico antifungico sobre Candida albicans in vitro; y HO, La combinacion
de fluconazol 25ug y aceite esencial de Syzygium aromaticum no tiene efecto

sinérgico antifungico sobre Candida albicans in vitro.

En este estudio se consider6 como objetivo general, evaluar el efecto sinérgico
antifungico de la combinacién de fluconazol 25ug y aceite esencial de Syzygium
aromaticum sobre Candida albicans ,in vitro, y como objetivos especificos: a)
determinar el efecto antifungico del fluconazol 25ug combinado con aceite esencial
de Syzygium aromaticum al 100% sobre Candida albicans; b) determinar el efecto
antifungico del aceite esencial de Syzygium aromaticum al 100% sobre Candida
albicans; c) determinar el efecto antifungico del fluconazol 25ug sobre Candida
albicans; y d) determinar el efecto antifingico del Dimetil Sulfoxido (DMSO) sobre

Candida albicans.



2.1.

2.2.

METODO

TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

Tipo de investigacion: Este estudio es de tipo basico

Disefio de investigacion: Experimental, con posprueba de 4 grupos: 1 tratamiento
con el vegetal, 1 tratamiento combinado vegetal + antifungico, 1 control positivo
(antifungico) y 1 control negativo Dimetil Sulféxido (DMSO). (32)

RGl1 X1 O1
RG2 X2 02
RG3 X3 03

RG4 X4 04
En donde:
RG1-4: Grupos aleatorios de cepas de Candida albicans.
X1: Aceite esencial de Syzygium aromaticum 100%.
X2: Fluconazol 25ug combinado con aceite esencial de Syzygium aromaticum 100%
X3: Control positivo (fluconazol 25ug)
X4: Control negativo Dimetil Sulféxido (DMSO)

O1-4: Observaciones de los halos de inhibicion

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Identificacion de variables:

Variable Independiente: Agente antifingico

Variable Dependiente: Efecto antifungico



ESCALA

DEFINICION DEFINICION
VARIABLE INDICADORES DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL .
MEDICION
o Se dividio en 4 grupos:
La medicacion
) - Fluconazol 25ug + Gl
de Candida ) )
) Aceite de Syzygium
Vd. I albicans con )
aromaticum o
Agente agente  no ) ) Cualitativa
. . - Aceite de Syzygium G2 )
antifangico | farmacoldgico ] nominal
) ) ( ) aromaticum 100%
sinergico syzygium
) - Fluconazol 25ug G3
aroamtium) y agente o .
. - Dimetil Sulféxido G4
farmacoldgico
(DMSO)
(fluconazol). (20)
Accion ejercida por .
Se midio las zonas de
agentes tanto o )
. o reprimir el incremento, )
fisicos, quimicos o o Eficaz
o siguiendo las normas
V.D: bioldgicos sobre los ) >17 mm o
Estandar M60 del CLSI. Cualitativa
Efecto hongos, )
T (33) | nominal
antifangico | eliminandolos No eficaz
. Sensible >17 mm
(fungicida) 0 _ <17 mm
o Intermedio 14-16 mm
inhibiéndolos

(fungistatico). (29)

Resistente <13

2.3.  POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO (incluir criterios de seleccion)

POBLACION: estaba conformada por los cultivos del Candida albicans derivados

de la cepa ATCC 10231, adquirida en el laboratorio de Microbiologia de la

Universidad César Vallejo de Trujillo.

MUESTRA: El tamafo muestral se evalug a través de la férmula estadistica hacia la

comparacion de dos medias, con lo cual se pudo lograr una muestra de 12

repeticiones por grupo estudiado, total 48 observaciones. (34)




Donde:

(Zo2 + Zg)2 202

n=
(X1—-X2)°

v' Z 0/2 = 1,96 Para un nivel de confianza del 95%

v Z B = 0,84 para una potencia de prueba del 80%
v X1=17 (32)

v X»=19,17 (8)

v #=19(8)

v n=12,02 = 12 repeticiones

2.4.

UNIDAD DE ANALISIS: comprendida por cada cultivo de Candida albicans.

UNIDAD DE MUESTRA: Se aplicé un muestreo no probabilistico por

conveniencia.

CRITERIOS DE SELECCION:
Criterios de inclusion:
o Todos los cultivos de Candida albicans con 24 horas de sembrado.
Criterios de exclusion:
o Todos los cultivos de Candida albicans contaminados o aquellas que no
evidenciaron desarrollo.

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS,
VALIDEZ Y CONFIABILIDAD

TECNICA: Se utiliz6 la reconocimiento directo del efecto que se produjo el agente

antifangico sobre Candida albicans.



2.5.

INSTRUMENTO: Estuvo constituido por una hoja de recopilacion de datos
realizada para este estudio, en la cual se registro el resultado del aceite esencial de

Syzygium aromaticum, el fluconazol y Dimetil Sulfoxido.
(DMSO). (Anexo 1)

PROCEDIMIENTO

Para la obtencion de los datos de este trabajo de investigacion se siguio los siguientes

pasos:

Obtencion del aceite esencial de Syzygium aromaticum por el método de arrastre

con vapor de agua

Los brotes de flor de Syzygium aromaticum “clavo de olor”, se compraron en el
emporio zonal Palermo de Trujillo, procedentes de Indonesia, 2 Kilogramos y se
trasladaron al laboratorio de Microbiologia “San José¢” de Trujillo, en la cual
procedimos a escoger los brotes en buen estado. Se lavaron con agua destilada
clorada, se secd sobre papel absorbente estéril y se colocaron sobre bandejas de
cartulina, las cuales se llevaron al horno a 40°C por 48 horas. Se reservaron

almacenandolas herméticamente en recipientes negros.

El aceite esencial de Syzygium aromaticum se obtuvo por el procedimiento de arrastre
con vapor de agua; para ello, se calentd (en cocina eléctrica) un balén con agua
destilada hasta hervir. El vapor paso a otro bal6n con la muestra de clavo de olor, por
un conducto. EIl balon con la muestra se conectd a la vez con un condensador
(refrigerante) a través de otro ducto; esto permitio que el vapor del agua pase a través
de balon de la muestra y pase al condensador arrastrando los componentes del clavo.
Finalmente, el vapor se condenso y fue recepcionado en un embudo de decantacion
tipo pera. El liquido recibido formé dos fases, quedando el aceite en la superficie por
diferencia de densidades. El desarrollo de destilacion se realizo en 2 horas. El Aceite
Esencial (AE) se llen6 en un recipiente de vidrio ambar estéril y se reservo a

temperatura de refrigeracion. (35)



Cultivo de Candida albicans y preparacién del inéculo

Reactivo las cepas de Candida albicans, sembrando en agar Sabouraud Glucosado,
y se incubd en la estufa a 37°C por un dia. Para el ensayo de sensibilidad, se realizé
agar Sabouraud Glucosado como centro de cultivo. Se elabord adecuado recurso para
12 placas Petri (220 ml aprox.) y se esterilizé en autoclave a 121°C por 15 minutos.
Se procedi6 a servir la cantidad de 18-20 ml por cada placa Petri estériles de plastico

desechables de 90x15mm, hasta que secara totalmente.

El in6culo se realizé poniendo 3-4 ml de agua destilada en un tubo de ensayo estéril,
donde se le puso suficientes colonias de Candida albicans (cultivo de un dia), donde
se observo una turbidez igual al tubo 0,5 de la escala de McFarland (1,5 x108 UFC/ml

aproximadamente). (36)

Evaluacion del efecto sinérgico antifungico por el método de difusion con pozos

en agar

Se evalud mediante la prueba de susceptibilidad utilizando el método de difusion con
pozos en agar, realizando los procedimientos seguidos:

- Se sembr6 Candida albicans, mojando un hisopo estéril en el inoculo y

deslizdndolo sobre toda el area del medio de cultivo en las Placas Petri (siembra

en superficie); en la cual el microorganismo quedd como cubierto en toda el area.

- Se hicieron 5 pozos en el cultivo de cada placa recién sembrada, mediante
punzonado con un sacabocado estéril de seis milimetros de diametro.

- Al primer pozo, se agreg6 50 pl de la combinacion de fluconazol y aceite
esencial de Syzygium aromaticum.

- Al segundo pozo, se agregd 50 pl de aceite esencial de Syzygium aromaticum.

- Al tercer pozo, se agrego 50 ul de fluconazol (control positivo).

- Al cuarto pozo, se agreg6 50 ul de Dimetil Sulfoéxido (control negativo). (37)

Se dejaron en descanso por un cuarto de hora, donde las placas se incubaron de forma

invertida en la estufa a 37°C por 2 dias.
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2.6.

2.7.

La interpretacion se realizd mirando y calculando con una regla Vernier, el diametro
de la zona de inhibicion de crecimiento fungico. Se interpreté como sensible o

resistente, segun lo establecido en el Estandar M60 del CLSI.

METODO DE ANALISIS DE DATOS

Los resultados obtenidos se registraron en la ficha de recoleccion de datos, se
tabularon en una hoja de célculo en el programa Microsoft Excel 2016; después,
fueron procesados con el software estadistico SPSS version 25. Se utilizo la prueba
de Shapiro-Wilk con la finalidad de comprobar la normalidad de los datos.
Asimismo, los datos se estudiaron con pruebas paramétricas, aplicando el analisis de
varianza (ANOVA) donde sirve para comparar las medias de los grupos evaluados y
observar si existe diferencia significativa entre los tratamientos. También se aplico
la prueba pos hoc HSD Tukey, considerando varianzas diferentes, para identificar los

grupos que son similares y diferentes en su efecto antifungico. (38)
ASPECTOS ETICOS
Se realiz6 con los aspectos éticos referentes a tratamiento de residuos peligrosos,

salvaguardando la salud de las personas y el medio ambiente, segun lo establecido en

“Manual de Bioseguridad en el Laboratorio” de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). (39)
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I11.  RESULTADOS

Tabla 1. Efecto antiflngico in vitro del aceite esencial de Syzygium aromaticum, soloy en

sinergia con fluconazol contra Candida albicans.

Zonas de inhibicién (mm)

Grupos de

95% del intervalo de

estudio " Desviacion Error C(I)_r}];rlﬁ?: R Iil'rrnn??ela
Media estandar estandar inferior superior
AESA 12 15,33 1,303 0,376 14,51 16,16
AESA+FLU 12 29,58 0,996 0,288 28,95 30,22
FLU 12 29,17 1,193 0,345 28,41 29,92
DMSO 12 0,00 0,000 0,000 0,00 0,00
Total 48 18,52 12,301 1,776 14,95 22,09

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

AESA: Aceite esencial de Syzygium aromaticum.

AESA+FLU: Aceite esencial de Syzygium aromaticum combinado con Fluconazol

2519

FLU: Fluconazol 25ug (Control positivo)

DMSO: Dimetil Sulfoxido (Control negativo)

El aceite esencial Syzygium aromaticum presenta actividad antifingica de 15,33 +

1.3 mmy en sinergia con el fluconazol 29,58 + 0,99 mm, en comparacién con el

fluconazol de 29,17 + 1,19 mm.
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Zona de Inhibicidon

327

3

T T T T
Aceite de clavo Aceite de clavo + Fluconazol DMS0
fluconazol

Agente_Antigungico

Fuente: Ficha de recoleccién de datos

Figura 1. Actividad de cuatro agentes antiflingicos: aceite de clavo; aceite de
clavo combinado con fluconazol; fluconazol; y dimetil sulfoxido.

El aceite de clavo combinado con fluconazol tuvo efecto antifungico muy
similar al efecto producido por el fluconazol, los cuales formaron zonas de

inhibicién de 29,58 + 0,99 mmy 29,17 + 1,19 mm, respectivamente.

13



Tabla 2. Andlisis de varianza (ANOVA) de las medias de los

halos de inhibicidn generado por el aceite de clavo, aceite de clavo+fluconazol, fluconazol y
Dimetil Sulféxido (DMSO).

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 7066,729 3 2355,576 2290,505 0,000
Dentro de grupos 45,250 44 1,028
Total 7111,979 47

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

Existe diferencia significativa (p=0.000) entre los promedios de las zonas de

inhibicion producidas por grupos evaluados.
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Tabla 3. Prueba de Tukey que compara los efectos antiflingicos del aceite de clavo, aceite
de clavo+fluconazol, fluconazol y Dimetil Sulféxido (DMSO).

Zona de Inhibicion (mm)

Subconjunto para alfa = 0.05

Grupos de estudio N

1 2 3
DMSO 12 0,00
AESA 12 15,33
FLU 12 29,17
AESA + FLU 12 29,58
Sig. 1,000 1,000 0,746

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 12,000.

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

AESA: Aceite esencial de Syzygium aromaticum.

AESA+FLU: Aceite esencial de Syzygium aromaticum combinado con Fluconazol
2519

FLU: Fluconazol 25ug (Control positivo)

DMSO: Dimetil Sulfoxido (Control negativo)

El aceite de clavo en combinacion con fluconazol presenta el mejor efecto

antifungico con 29,58 + 0,99 mm, ligeramente superior al fluconazol con 29,17 +
1,19 mm.
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DISCUSION

Se realizd este estudio con el objetivo de determinar el efecto antifungico del aceite
esencial de Syzygium aromaticum, “clavo de olor”, del fluconazol a 25ug y de la
combinacién de ambos, contra el hongo patégeno Candida albicans, en ensayo a nivel
de laboratorio. La sinergia de observo en el efecto que produjo con la formacién de

zonas de inhibicion del crecimiento de la levadura en estudio.

En la Tabla 1 se muestra que , el resultados antifungico del aceite esencial del
Syzygium aromaticum solo, es menor que en sinergia con fluconazol sobre Candida
albicans, observandose zonas de inhibicion de 15.33£1.30 y 29.58+1.93mm,
respectivamente. Asimismo, se observa que el efecto del fluconazol (control
positivo) tuvo un halode inhibicion de 29.17+£1.19mm, lo cual es muy simular al
efecto cuando esta en combinacion con el aceite de clavo. Sin embargo, se encontrd
que, si produjo actividad antifungica el aceite de clavo cuando se confront6 con
Candida albicans, produciendo zonas de inhibicion cuyas medidas fueron cercanas a
lo minimo establecido por el Instituto de estdndares para el laboratorio clinico

(CLSI), (17mm) para considerarse como sensible (eficaz) contra esta levadura. (33)

El resultado obtenido para el efecto antifingico de la combinacion del fluconazol con
el aceite esencial de Syzygium aromaticum, es ligeramente superior al efecto del
fluconazol sélo, 29.58 mm y 29.17 mm, respectivamente, por ello se infiere que el
aceite de clavo no repotencia al fluconazol porque la diferencia entre ambos efectos
estd dentro del rango de la desviacién estandar y del intervalo de confianza (DE =
0.996 + 0.288 [IC 95% = 28.95 — 30.22] y DE = 1.193 + 0.345 [IC 95% = 28.41 —
29.92], respectivamente), por lo que se considera que tienen el mismo efecto

antifangico contra Candida albicans.

La sinergia del aceite de clavo y fluconazol observado en este estudio, produjo efecto
antifungico de 29.58 mm, superior al efecto del aceite de clavo encontrado en
diversas investigaciones, como las de Gonelimali F. et al (8), Afanyibo Y. et al (9),
Pavesi C. et al (10), Fateh A et al (11), Krumina G et al (13) y Ahmad A et al (15),
quienes reportan zonas de inhibicion de 25.2 mm, 10 mm, 12.1 mm, 26 mm, 20.8
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mm y 25 mm, respectivamente. Sin embargo, tuvo menor efecto antifdngico que lo
informado en la investigacion de Mohamed S et al (12), quienes indican la formacion

de zonas de inhibicion de 32 mm de diametro, producidas por Syzygium aromaticum.

La figura 1 indica el efecto antifingico que alcanzaron los 4 grupos de agentes a los
cuales se expuso la cepa de Candida albicans. Se observa que, segun la medida los
promedios de las zonas de inhibicidn, son diferentes los efectos alcanzados por los 4
grupos de estudio, siendo el grupo 2 (combinacion de fluconazol + aceite esencial de
clavo) el que logré mayor efecto antifungico (29.58 mm). Solo el aceite esencial de
clavo alcanz6 15.33 mm. Un resultado menor se reporta en el estudio de Pavesi et al.
(10), quienes encontraron zonas de inhibicion de 12.1 £ 2.2 mm de didmetro, pero en
otro trabajo de investigacion observaron que el aceite de clavo tuvo mayor actividad
antifungica, como el de Mansourian et al (14) quienes reportan 29.62 mm y Mohamed
et al (12), que informan que el aceite de clavo tuvo mucha mas actividad antifingica

contra Candida albicans, formando halos de inhbicién de hasta 32 mm de diametro.

Estos hallazgos diferentes se deberian principalmente a la variabilidad de la
composicion quimica del aceite de clavo. Los factores que determinan el rendimiento
y la composicién del aceite esencial son numerosos, estos parametros incluyen las
variaciones estacionales, el origen geogréafico, la genética, el tiempo de recoleccion,
el clima y la composicion del suelo del area de muestreo, ademas de las etapas de
crecimiento de la planta, lo que hace que la composicion quimica del aceite esencial
de la misma especie sea diferente en la cantidad y tipos de metabolitos secundarios.
(40,41)

El aceite esencial del brote de clavo (Syzygium aromaticum) tiene efecto
antibacterianas, antifingicas, insecticidas y antioxidantes. Estas propiedades se
deben principalmente a sus derivados fendlicos. Eugenol, es un compuesto de
fenilpropeno con fuertes actividades bioldgicas y antimicrobianas, es el elemento
primordial del aceite esencial de clavo, desempefia un papel importante en la
inhibicidn del crecimiento de bacterias y hongos. Puede desnaturalizar proteinas y

reaccionar con fosfolipidos en la membrana celular. También afecta el transporte

17



de iones y ATP en la cual cambia el perfil de acidos grasos. Se ha encontrado un
mecanismo antimicrobiano del eugenol, que afecta no solo a la membrana sino

también a la envoltura de las células fungicas y bacterianas. (42,43)

En la Tabla 2 Los resultados del andlisis de varianza entre los grupos de agentes
antifungicos evaluados, e indica que existe diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.000) en dos 0 mas promedios de las zonas de inhibicion (efectos
antifangicos) de los 4 grupos analizados. Por lo que, se realizé la prueba pos hoc de

Tukey para identificar los grupos que se diferencian.

En la Tabla 3 se comparan los promedios de los 4 grupos de compuestos analizados
y se comprueba que el promedio de los halos de inhibicion que conforman el
fluconazol y la combinacion de fluconazol + aceite de clavo, no tienen diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.746), por lo que se infiere que tienen elmismo
efecto antifingico por encontrarse en el mismo subconjunto. Sin embargo, estos 2
grupos se diferencian en su efecto con el aceite de clavo y con el Dimetil Sulfoxido
(DMSO).

Los componentes fitoquimicos activos del aceite esencial de clavo de olor son los
que determinan las diferencias significativas en el efecto antimicrobiano. Los analisis
del aceite esencial, a partir de los brotes de clavo, reportan que se identificaron hasta
32 componentes. Los principales componentes del aceite de brote de Syzygium
aromaticum fueron eugenol (70 y 82.6%) y pB-cariofileno (19.5 y 7.2%), se
observaron desigualdad significativas con relacion al acetato de eugenilo (2.1 y
6.0%), a-humuleno (1.9 'y 0.8%), (E) a-bergamoteno (1.3 y 0.2 %), isoeugenol-I (0.8
y 0.1%), y-cadineno (0.8 y 0.2%), (E) -nerolidol (0.1 y 0.4%), alo-aromadendreno
(0.3y 0.1%) y selineno (0.1 y 0.3%). (44)
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CONCLUSIONES

El fluconazol combinado con aceite esencial de Syzygium aromaticum al 100%

presenta efecto sinérgico antifingico contra Candida albicans, en estudio in vitro.

El aceite esencial de Syzygium aromaticum al 100% tiene efecto antifingico sobre

Candida albicans.
El fluconazol tiene efecto antifungico sobre Candida albicans y estuvo dentro de los
pardmetros establecidos en el estandar M60 del Instituto de estdndares para el

laboratorio clinico (CLSI).

El Dimetil Sulféxido (DMSO) no tiene efecto antifingico contra Candida albicans

y estuvo dentro de lo esperado, segun para el laboratorio clinico (CLSI)
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios en donde se combine el aceite esencial de Syzygium
aromaticum con otros antifingicos para que determinar la existencia de sinergia y

potencializacion del farmaco.

Se recomienda realizar estudios de eficacia antifingica y antibacteriana con aceite

esencial de Syzygium aromaticum contra otros patdgenos.

Se recomienda estudiar los componentes fitoquimicos del aceite esencial de clavo
que se expender en nuestro medio, para conocer los quimiotipos de Syzygium

aromaticum.
Se recomienda realizar investigaciones sobre efecto antiflngico in vivo en modelos
animales para conocer el comportamiento de los fitoquimicos como antifingico en

interaccidn con la maquinaria celular y molecular.

Se recomienda aplicar en pacientes voluntarios como uso topico en el tratamiento de

micosis superficial por Candida albicans.
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ANEXOS 01:

TAXONOMIA DE LA PLANTA DE SIZYGIUM AROMATICUM
(CLAVO DE OLOR)

Especie:

Familia:
Género:
Reino:
Division:
Clase:
Subclase:
Orden:

Nombre comun:(clavo de olor)

Syzygium aromaticum

Mirtaceas
Syzygium
Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Rosidae
Myrtales
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ANEXO 2
FICHA DE ROLECCION DE DATOS

ZONAS DE INHIBICION (mm)

N° repet AESA AESA+FLU FLU DMSO
1 14 30 28 0
2 16 31 28 0
3 16 31 32 0
4 15 30 30 0
5 16 28 30 0
6 16 29 29 0
7 15 29 29 0
8 12 28 29 0
9 17 30 28 0
10 16 30 30 0
11 16 30 29 0
12 15 29 28 0

v AESA: Aceite esencial de Syzygium aromaticum.

v' AESA+FLU: Aceite esencial de Syzygium aromaticum combinado con
Fluconazol 25ug

v FLU: Fluconazol 25ug (Control positivo)

v" DMSO: Dimetil Sulféxido (Control negativo)
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ANEXO 4: CONSTANCIA DEL LABORATORIO CLINICO

~ Calidad y profesionalismo el servicio de tu salud

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO

El Laboratorio “San José” deja constancia que ha prestado sus instalaciones, en donde
la Srta. MILAGROS ESTHER LUYO HERMOSA, estudiante de Medicina de la Universidad
César Vallejo de Trujillo, ejecutd la parte experimental de su proyecto de tesis titulado
“Efecto sinérgico antifungico de la combinacién de fluconazol y aceite esencial de
Syzygium aromaticum sobre Candida albicans, in vitro”, durante los dias 17 al 25 de
enero de 2020, bajo la orientacidn y asesoramiento del Microbidlogo Jaime Abelardo

Polo Gamboa.

Se expide la presente a solicitud de la estudiante, sélo para fines académicos, a los 2

diasdel mes de Febrero de 2020.

Gerente General

Sede Principal: Francisco Bolognesi 678 Of. 203 - Centro Histérico - Trujillo

Sucursales: Los Corales 277- Barrio Médico Urh. Santa Inés - Trujillo
®769999 - (] 948649844
X sanjoselabs@hotmail.com ©& www.sanjoselabs.amawehs.com/
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........................ docente de o Foculfad.Cl&NGi4s Be k4. 540D,y
Escuela Profesional .MEPLGIVA...... de lo Universidad Césor Vallejo TRV

(erecisar filial 0 sede), revisor (a) de la tesis titulada
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....................................... constato que la investigacion tiene un indice de
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ceincidencios detectadas no constituyen plagic. A mi leal saber y entender lo
fesis cumple con todas las normas para el uso de citas y referencios establecidas
por la Universidad César Vallejo.

--------------------------

Firma C.M.P, 48557

g;rlnbrfz Zasllxui?oscgeé (:i:;) docente
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TURNITIN
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Trabajo del estudiants
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Fuente de Intermet
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Fuente de Internet
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e
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INSTITUCIONAL UCV.

CESAR VALLESD

Lo

AUTORIZACION DE PUBLICACION
DE TESIS EN REPOSITORIO
INSTITUCIONAL UCV.

Codigo:
Version:09
Fecha: 13-03 -2020
Pagina: len 1

Yo; Milagros Esther Luyo Hermosa, identificada con de DNI N° 42094396, egresada

de la escuela profesional de Medicina Humana de la Universidad Cesar Vallejo filial

Trujillo, autorizo la divulgacion y comunicacion publica de mi trabajo de investigacion

titulado

“Efecto sinérgico antifiingico de la combinacién de fluconazol y aceite esencial de

Syzygium aromaticum sobre Candida albicans, in vitro”.

En el repositorio institucional de la UCV (http:/repositorio.ucv.edu.pe/), segan lo

estipulado en el decreto legislativo 822, Ley sobre Derecho de Autor, Art.33

Fundamentacion en caso de no autorizacion:

LCuyg Hermosa

Fecha: Truijillo, 13 de Marzo del 2020.

Revisd | Vicerrectorado de Investigacion /DEVAC/responsable del SGC Aprobé | Rectorado
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AUTORIZACION DE LA VERSION FINAL DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

CONSTE POR EL PRESENTE EL VISTO BUENO QUE OTORGA EL ENCARGADO DE INVESTIGACION DE

La Escuela Profesional de Medicina.

A LA VERSION FINAL DEL TRABAJO DE INVESTIGACION QUE PRESENTA:

Milagros Esther Luyo Hermosa

INFORME TITULADO:
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PARA OBTENER EL TITULO PROFESIONAL DE:

Médico Cirujano

SUSTENTADO EN FEcHA: 13 de Marzo del 2020.
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