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RESUMEN

En el presente estudio se evalu6 el efecto inhibitorio del extracto crudo de
Syzygium aromaticum contra especies de hongos filamentosos aislados del
area de oncologia del Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala”, Cumana, estado Sucre, para lo cual se tomaron 66
muestras ambientales en zonas internas del area de oncologia del hospital,
estas muestras fueron sembradas en placas con agar papa dextrosa para su
aislamiento e identificacion. Se prepararon suspensiones de conidios de los
microorganismos aislados, siguiendo la metodologia de Rasooli et al. (2008), y
el extracto etandlico de S. aromaticum siguiendo la metodologia pautada por
Bluma et al. (2008). Posteriormente, al extracto se le determiné la actividad
antifangica por el método de difusion en agar, la concentracion minima
inhibitoria (CMI) a los hongos que presentaron halos de inhibicion y, por dltimo,
la actividad antifangica por volatilizacion de los componentes. ElI hongo
mayormente aislado fue Nigrospora sp., seguido de Fusarium sp. y Curvularia
sp. Los resultados obtenidos de la actividad antifingica del extracto de S.
aromaticum se establecieron al observar cualquier halo de inhibiciébn en el
crecimiento fungico, donde Nigrospora sp., Fusarium sp. y Curvularia sp.
obtuvieron halos de inhibiciobn promedios de 18,1 mm, 17,3 mm y 15,7 mm de
diametro, respectivamente. La CMI del extracto fue de 4,69 mg/ml para
Nigrospora sp., de 9,37 mg/ml para Curvularia sp. y de 18,75 para Fusarium sp.
Al evaluar la actividad antifungica por volatilizacion de los componentes del
extracto de S. aromaticum, se pudo observar un halo promedio de inhibicién
para Nigrospora sp. de 14,7 mm, para Curvularia sp. de 14,3 mm y para
Fusarium sp. de 11,5 mm. Se concluyd que el género Nigrospora sp. fue el
hongo mayormente aislado, de igual forma, se pudo evidenciar que el extracto
de S. aromaticum y sus componentes volatiles poseen actividad antifungica
sobre las especies estudiadas.



INTRODUCCION
Los hongos conforman una compleja agrupacion de organismos que

transcurren sus vidas en medios sumamente variados, de éstos solo alrededor
de 400 especies son necesariamente patdogenos para mamiferos, sin embargo,
existen patdgenos de vegetales, insectos (entomdgenos) o de otros hongos

(micoparasitos), y escasa cantidad de hongos oportunistas (Arenas, 2011).

Los hongos prefieren desarrollarse en lugares con suficiente humedad y
aislados de la luz, ya que no requieren de ésta para sobrevivir. Estan
compuestos por filamentos (hifas) que son hileras de células, en algunas
especies forman una red o micelio sobre el sustrato. La reproduccion de los
hongos se da por esporas, formadas en los aparatos esporiferos, siendo ésta la
parte mas visible del hongo (Furci, 2007).

Las infecciones fangicas nosocomiales han sido una importante causa de
morbimortalidad en los hospitales durante la ultima década, tanto por el
aumento de su incidencia como por la dificultad de su diagnostico precoz. El
aumento de su incidencia es debido, entre otras causas, a la mayor
supervivencia de los pacientes inmunodeprimidos, a la eclosibn de los
trasplantes de o6rganos, al frecuente empleo de dispositivos endovasculares,
antibiéticos de amplio espectro o tratamientos inmunosupresores (Canton et al.,
2001).

Se han publicado trabajos que reportan brotes hospitalarios de infecciones
fungicas, por la diseminacion de conidios a través de las corrientes de aire,
utensilios, vestimentas del personal, de enfermos y otros. Los hongos
filamentosos mayormente aislados son los que pertenecen al género
Aspergillus, seguido de Penicillium, Altermaria, Curvularia y Fusarium (Salazar,
2012).

Los hongos pertenecientes a los géneros Aspergillus, Penicillium,

Cladosporium, Curvularia, Alternaria, Mucor, Rhizopus, Syncephallastrum, asi



como levaduras de los géneros Candida, Rhodotorula y Geotrichum, se
encuentran con frecuencia en el aire, debido a su capacidad de adaptar su

fisiologia al ambiente (Centeno y Machado, 2004).

El género Aspergillus forma parte de la subdivision Deuteromycotina, la cual
tiene como caracteristica reproductiva, la produccion de conidios a partir de una
célula conidiébgena (reproduccion asexual) y carece de reproduccién sexual o
estado perfecto. Aunado a ello, generalmente, se divide en base a la formacién
de sus conidios. Las colonias del género Aspergillus son de crecimiento rapido,
estan formadas por densas agrupaciones de conidiéforos firmes sobre los que
se encuentran las células conidiébgenas, que originan las esporas asexuales o
conidios. Las vesiculas, fidlides, métulas y conidios forman la cabeza conidial;
los conidios en cadena pueden formar columnas compactas o divergentes, son
unicelulares, lisos o0 rugosos, hialinos o pigmentados (Samson et al., 1995;
Soriano, 2007; Carrera, 2011).

El género Fusarium se encuentra ampliamente distribuido en suelo y plantas.
Tiene la capacidad de desarrollarse a 37°C, por esto se considera oportunista.
Algunos de estos hongos producen toxinas que afectan tanto al hombre como a
los animales. De las mas de 100 especies del género Fusarium descritas, solo
12 de ellas pueden considerarse patdgenas para el humano, destacando en
orden decreciente de frecuencia F. solani, F. oxysporum y F. verticilloides
(Tapia y Amaro, 2014).

Cladosporium sp. se caracteriza por desarrollar conidiéforos cortos y
pigmentados, posee formacion acropétala de conidios; éstos son solo
terminales, cada uno de los conidios crea al subsiguiente por gemacion, de tal
forma que se crean cadenas; si se separan, se observa una pequefia cicatriz u
organo disyuntor. Se pueden dar cadenas cortas, de tres a cuatro esporas, y
son ramificadas, 0 quiza sean cadenas largas, hasta de 35 conidios, con poca

ramificacion y conidios elipticos de tamafio constante (Arenas, 2011).



La actividad antifungica de las plantas ha sido estudiada por la resistencia de
patégenos a diferentes fungicidas de venta comercial, utilizados en el control de
enfermedades de los cultivos agricolas y por la presencia de residuos quimicos
en la cadena de alimentos. Se han estudiado nuevas sustancias antifingicas de
origen vegetal, las cuales han demostrado efectividad contra fitopatdgenos
tanto in vitro como in vivo. Los extractos naturales de plantas son de interés por
ser sustitutos efectivos para producir, sintéticamente, agentes antimicrobianos,
siendo una alternativa para evitar la contaminacion de alimentos y la resistencia
a los diferentes antifungicos desarrollada por algunos patégenos (Magro et al.,
2006; Marquez et al., 2007).

Se ha demostrado que una gran variedad de plantas contienen compuestos
naturales, los cuales presentan actividad antioxidante, anticancerigena, asi
como antimicrobiana, entre otras. Estos compuestos son llamados agentes
antimicrobianos y pueden ser afiadidos, intencionalmente, al alimento o a
empaques, debido a que retardan el crecimiento o causan la muerte de los
microorganismos, aumentando asi la resistencia de la alteracion de calidad o
seguridad de un alimento; en estado natural, estos compuestos pueden
desempeiniar el papel de conservadores de alimentos de una manera natural y
sin comprometer la salud de los consumidores esto, debido a que varios de los
agentes antimicrobianos han demostrado tener actividad biolégica, la cual
puede provenir de los diversos componentes fendlicos presentes (Caceres et al.
2014).

Para la extraccion de los componentes de las plantas, es necesario la
aplicacion de técnicas que permitan la obtencion de éstos, como es el caso de
la hidrodestilacion, proceso por el cual, se obtienen los aceites esenciales que
han sido ampliamente estudiados por su actividad biolégica. Los aceites
esenciales contienen hasta un 3 % de moléculas activas, sin embargo, su fuerte
olor y sabor, en la mayoria de los casos, impide la aceptacion de los

consumidores. En el proceso de extraccidon de los aceites esenciales, existe una



segunda fase, llamada extracto acuoso o agua floral, la cual, segun estudios,
puede presentar actividad biolégica contra diferentes tipos de bacterias y
hongos, incrementando las expectativas para su utilizacion como conservador
natural en alimentos, ya que algunos de los componentes activos contenidos en
el aceite esencial pueden migrar hacia el extracto acuoso. Estudios de extractos
acuosos de plantas, obtenidos por distintos métodos, ya se han utilizado para la
produccioén de fungicidas, incluyendo extractos de pino (Pinus sylvestris), abeto
rojo (Picea abies), ajo (Allium sativum), albahaca, romero, laurel, entre otros
(Ozcan et al., 2011; Eslaminejad et al., 2012).

Los extractos de plantas son productos naturales de valor e importancia
econOmica. Su bioactividad se investiga a partir de los efectos farmacoldgicos
producidos por sus metabolitos, los cuales son obtenidos por diferentes
técnicas fisicoquimicas, a partir de los tejidos vegetales. Los aceites esenciales
son, en su mayoria, sustancias terpénicas y fenilpropanicas que se almacenan
en los tejidos de 6rganos vegetales secretores de compuestos aromaticos.
Estudios han demostrado la actividad antimicrobiana de aceites esenciales, los
cuales pueden contener mas de 150 componentes. Los antimicrobianos
naturales mas estudiados son los aceites esenciales de plantas, hierbas o
especias, como: pimienta de Jamaica (Pimenta dioica), orégano (Origanum
vulgare), tomillo (Thymus vulgaris), clavo de olor (Syzygium aromaticum) y
canela (Cinnamomum zeylanicum); siendo sus principales constituyentes: el

eugenol, timol, carvacrol y aldehido cinAmico (Armas et al. 2011).

Los aceites esenciales se caracterizan por presentar un olor fuerte y ser
volatiles, naturales, y complejos. Son producidos por plantas aromaticas como
metabolitos secundarios constituidos, principalmente, por terpenos,
hidrocarburos lineales, derivados del benceno, ésteres, alcoholes, &acidos
grasos, fenoles, ceras, cetonas, aldehidos, glicésidos (terpenos unidos
guimicamente a azucares), alcaloides, cumarinas, esteroides y compuestos

heterociclicos. Son obtenidos a partir de material vegetal como flores, hojas,



tallo, ramas, semillas, frutos, raices, madera o corteza. Ademas, juegan un rol
importante en la proteccion de las plantas como sustancias antibacterianas,
antivirales, antifingicas, insecticidas y contra herbivoros por reducir su apetito
para tales plantas. También, pueden atraer algunos insectos para favorecer la
dispersion del polen y semillas, o rechazar otros indeseables (Burt, 2004; Celis,
2007; Bakkali et al., 2008; Carrera, 2011).

Los aceites esenciales pueden contener cerca de 20 a 60 componentes con
concentraciones diferentes; caracterizandose por poseer dos o0 tres
componentes en concentraciones bastante altas, por ejemplo, el carvacrol
(30%) y timol (27%) son los componentes principales del aceite esencial de
Origanum compactum, linalol (68%) del aceite esencial de Coriandrum sativum,
mentol (59%) y mentona (19%) del aceite esencial de Mentha piperita, entre
otros. Se conocen, aproximadamente, 3000 aceites esenciales de los cuales,
300 son comercialmente importantes, siendo utilizados en las industrias
farmacéuticas, agrondmicas, cosméticas, de perfume y en la preservacién de
productos de alimentacion; ademas, son usados como antimicrobianos,
analgésicos, sedantes, antiinflamatorios, espasmoliticos y anestésicos locales
(Celis, 2007; Bakkali et al., 2008; Carrera, 2011).

El clavo de olor Syzygium aromaticum o Eugenia caryophyllata es una especie
perteneciente a la familia Myrtaceae, la cual se caracteriza por habitar en
ambientes, tropicales. Es propia de Indonesia, y hoy en dia se cultiva en Brasil,
Haiti, India, Kenia, Madagascar, Malasia, Mauricio, México, Seychelles, Sri
Lanka, Tanzania, entre muchos otros paises. Se dan en suelos ricos en humus
arcilloso, asi como en suelos lateriticos (propios de las regiones calidas, pobres
en silice y altos en hierro y alimina), profundos y sueltos (Singh et al., 2012,

Aguilar y Lopez, 2013).

El aceite proveniente de clavo de olor estd compuesto por diferentes

constituyentes, dentro de los que se destacan el eugenol, B-cariofileno, acetato



de eugenol y a-humuleno, ademas de otros constituyentes (Alma et al., 2007,
Moura et al., 2012).

La actividad antifingica del aceite esencial de Syzygium aromaticum abarca
diversas especies de hongos y levaduras, por ejemplo, especies de Candida,
Cryptococcus neoformans, especies de Aspergillus, Saccharomyces cerevisiae
y varios dermatofitos, esto se debe, principalmente, al eugenol que contiene
este aceite (Machado et al., 2011; Rana et al., 2011).

Se probd la actividad antifungica de tres aceites esenciales: Thymus vulgaris
(tomillo), Satureja hortensis (ajedrea) y Syzygium aromaticum (clavo de olor),
contra Aspegillus flavus. Los resultados in vitro mostraron que el aceite esencial
con la mayor actividad antifingica fue el de tomillo, seguido de ajedra y el aceite

esencial del clavo de olor (Omidbeyagi et al., 2007).

La actividad antimicrobiana del aceite esencial del clavo de olor, se debe a los
compuestos fendlicos, asi a mayor cantidad de compuestos fendlicos en el
aceite esencial la actividad antimicrobiana sera mayor. Estudios afirman que
estos compuestos pueden desnaturalizar a las proteinas y al mismo tiempo
reaccionan con los fosfolipidos de la membrana celular, cambiando asi su

permeabilidad y produciendo la muerte microbiana (Aguilar y Lopez 2013).

El mecanismo de accion de los extractos de plantas, aceites esenciales y sus
respectivos componentes no esta claro todavia; sin embargo, varios autores
sugieren que los componentes de los aceites esenciales atraviesan la
membrana celular, interactuando con las enzimas y las proteinas de la
membrana, produciendo asi un flujo de protones hacia el espacio extracelular
que induce cambios en las células y finalmente su muerte (Omidbeygi et al.,
2007; Centeno y Carrera, 2013).

Se ha comprobado que los componentes de los aceites esenciales actuarian en

las hifas del micelio, provocando la salida de los componentes del citoplasma, la



pérdida de rigidez e integridad de la pared celular de las hifas, dando lugar al
colapso y muerte del micelio (Sharma y Tripathi, 2006; Centeno y Carrera,
2013).

Los fungicidas son la primera eleccion para el control de hongos y sus
metabolitos, pero actualmente, estos compuestos quimicos empleados en el
control de hongos han provocado el desarrollo de resistencia flngica,
contaminacion ambiental y riesgo de salud publica. Todo esto ha conllevado al
estudio de la actividad antifingica de las plantas silvestres para la busqueda de
nuevas sustancias antifUngicas naturales (Carrera, 2011); es por ello, que el
objetivo de la presente investigacion es evaluar el efecto inhibitorio del extracto
crudo de Syzygium aromaticums contra especies de hongos filamentosos
aislados del area de oncologia del Servicio Autbnomo Hospital Universitario

Antonio Patricio de Alcald, Cumana, estado Sucre.



METODOLOGIA
Muestra poblacional

Para la consecucion de este estudio, se recolectaron 66 muestras ambientales
en zonas que presentaban humedad, sugestivas de contaminacién por mohos,
como lo fueron: la ventanilla del aire acondicionado, lavamanos, ademés del
mobiliario de trabajo (escritorios, estanterias, sillas), en el area de oncologia del
Servicio Auténomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, ubicado
en Cumana, estado Sucre. La recoleccion se realizé una vez a la semana, cada
15 dias, por un mes, para un total de tres evaluaciones, en horas con la mayor

afluencia de pacientes (Sutton, 2010).

Obtencién de la muestra

Para la toma de muestras, se fraccion6 cada area en partes, aproximadamente
iguales, segun sus dimensiones; se establecieron los puntos de muestreo,
segun Sutton (2010). Se aplicé la técnica de frotacidén, segun la metodologia
descrita por American Public Health Association (APHA, 2002), con un hisopo
de algodén humedecido en una solucion diluyente de cloruro de sodio (NaCl)
estéril. Con el hisopo inclinado en un angulo de 30° se procedié a frotar 4
veces la superficie del area de muestreo (asientos, ventanilla del aire
acondicionado, escritorios, estanterias, sillas, lavamanos), cada una en
direccién opuesta a la anterior. De forma aséptica, se coloco el hisopo en un
tubo que contenia el diluyente y se enjuagd, brevemente, en la solucion.
Posteriormente, se repitieron 3 veces mas los pasos descritos, utilizando un
hisopo diferente. Una vez que finaliz6 la ultima toma de muestra de la
superficie, se colocdé el hisopo en el tubo con diluyente, quemando y
descartando la parte del hisopo que estuvo en contacto con el operador.

Siembra
Para la siembra, primeramente, se homogenizé en un vortex el tubo con el

diluyente al que, previamente, se le colocé el hisopo. Seguidamente, se tomod

con una pipeta estéril y de forma aséptica, 1 ml de la solucion contenida en el



tubo de diluyente, y se coloc6 en una placa de Petri estéril. Posteriormente, se
cubrié la base de la placa con 15 ml del agar Sabouraud dextrosa (ASD),
previamente fundido. Se homogeniz6 el indculo con el medio, haciendo rotar la
placa sobre la mesa en sentido horario, anti horario, hacia arriba y hacia abajo;
posteriormente, se dejé solidificar el medio. Finalmente, se llevdé a la
incubadora a una temperatura comprendida entre 35 a 37°C, por un periodo de
24 a 48 horas (Arenas, 2011).

Aislamiento de los hongos filamentosos

Se escogieron, a partir de las placas con agar previamente sembradas, colonias
con caracteristicas morfologicas diferentes y se sembraron en tubos que
contenian 3 ml de agar papa dextrosa (PDA) dispuestos en bisel,
posteriormente, se incubaron durante 5 a 7 dias a una temperatura de 28 a
30°C (Arenas, 2011).

Identificacidén de los hongos aislados

Caracteristicas macroscopicas

Se evaluaron las caracteristicas macroscopicas de los hongos filamentosos,
como lo son: aspecto, difusion de pigmentos, superficie, color de superficie y del
reverso, consistencia y textura (Arenas, 2011).

Caracteristicas microscopicas

Se apreciaron las caracteristicas microscopicas de los hongos filamentosos,
tales como: tipo de micelio, conidioforos, esterigma, conidios (forma,
tabicamiento, color, paredes y agrupacion de dichos conidios), esporangiéforos,
esporangios, esporangiosporos, columelas, rizoides, mediante la técnica de
microcultivo de Ridell (1950) que consistié en colocar en el fondo de una placa

de Petri, un trozo de papel absorbente y sobre éste se colocé una varilla de



vidrio en forma de “U”. Se colocd sobre la varilla de vidrio una lamina porta
objeto y una laminilla cubre objeto, para su esterilizaciébn en la autoclave
durante 15 minutos, a una temperatura de 121°C a 15 libras de presion;
posteriormente, se seco en la estufa. Se procedio a preparar una placa de Petri
con el medio de cultivo PDA, el cual contenia 5 mm de espesor; luego, se corto
con un bisturi estéril el medio de cultivo en cuadros de 10 mm por 10 mm y se
colocé en el centro de la lamina portaobjeto; a continuacion, se inoculé con una
aguja bacterioldgica la colonia en estudio en los cuatros puntos de los bordes
del agar y se coloco una laminilla cubre objeto sobre el medio inoculado. Se
afadié agua destilada estéril en el papel absorbente, cuidando de no mojar el
medio de cultivo y se incubaron las placas de Petri durante 7 a 10 dias, a una
temperatura de 28°C. Una vez que se alcanzd el crecimiento fangico, se
procedio a realizar la coloracion, que consistié en retirar con una pinza la lamina
cubre objeto y se coloc6 sobre una ldmina portaobjeto que contenia una o dos
gotas de azul de lactofenol para, finalmente, observar en el microscopio con el
objetivo de bajo aumento (10X) y luego con el objetivo de mayor aumento
(40X).

Material vegetal

El extracto natural se obtuvo a partir de Syzygium aromaticum (clavo de olor), el
cual se adquirié6 en el mercado municipal de la ciudad de Cumana, estado
Sucre; éstos fueron llevados al herbario Isidro Ramén Bermudez Romero
(IRBR) del Departamento de Biologia de la Universidad de Oriente para que se
confirmara que era la planta del clavo de olor. Se utilizaron solo los botones

(flores que aun no abren) secos del arbol del clavo.

Extraccion etandlica
El extracto se obtuvo siguiendo la metodologia de Bluma et al. (2008). Se

trituré en un mortero de ceramica los botones secos del clavo de olor, para asi
obtener un fino polvo del cual se mezclaron 3 g con 20 ml de etanol al 80%,

(marca Riedel de Haen); esta mezcla se dejé en reposo durante 48 horas, a
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temperatura ambiente y en oscuridad. Seguidamente, el extracto que se obtuvo
se filtr6 con papel de filtro Whatman N°1 y se vertié en placas de Petri, que
fueron previamente pesadas; posteriormente, las placas se guardaron en
oscuridad hasta que se evaporo completamente el etanol. Se determiné el peso
seco del extracto, para lo cual se restd el peso de la placa de Petri con el
extracto, menos el peso de la placa de Petri sin el mismo. Finalmente, el
extracto que se obtuvo se resuspendié en una proporcion 1:1 (1 g del extracto
en 1 ml de agua destilada estéril); éste se colocd en viales y se guard6 en
refrigeracion. Cada vial se mezclé profusamente al momento de usarlo. La
concentracion final del extracto puro del clavo de olor fue de 150 mg/ml.

Cepas fungicas

Se emplearon diferentes tipos de cepas de hongos filamentosos que fueron
aislados del area de oncologia del Servicio Autbnomo Hospital Universitario

“Antonio Patricio de Alcala”’, Cumana, estado Sucre.

Suspensién de conidios
La suspension de conidios se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por

Rasooli et al. (2008), con algunas modificaciones, para ello, los hongos
filamentosos que se aislaron se cultivaron cada uno en tubos de ensayo con
PDA, a 28 + 2°C, durante 10 dias. Posteriormente, se preparo la suspension de
conidios, para lo cual a cada tubo de ensayo se le agregaron 10 ml de solucién
salina estéril (SSF) y se agitdé vigorosamente, con la finalidad de facilitar el
desprendimiento de los conidios. La suspensioén que se obtuvo en cada tubo se
filtré por separado a través de una doble gasa estéril, para asi eliminar otras
estructuras fungicas y obtener solo conidios en la suspension. Finalmente,
utilizando una cdmara de Neubauer, se ajustd la concentracién de conidios a

108 conidios/ml.

Evaluacion de la actividad antifungica por el método de difusion en agar
La actividad antifingica del extracto de Syzygium aromaticum se determiné de

acuerdo a la metodologia descrita por De Souza et al. (2005). Se utilizaron
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placas de Petri que contenian PDA, en éstas fueron diseminados
uniformemente 100 pl de la suspensién de conidios de cada cepa por separado,
utilizando un asa de Digralski. Seguidamente, se impregnaron discos de papel
filtro estériles, de seis milimetros (mm) de diametro, con el extracto y se
colocaron en el medio de las placas de Petri con PDA, previamente inoculadas.
Se contd con un control de crecimiento con placas inoculadas con 100 pl de
cada una de las suspensiones de conidios, sin el extracto. Las placas se
incubaron por tres dias a una temperatura de 25 *+ 2°C y fueron evaluadas cada
24 horas. Posteriormente, fue medido con una regla los diametros de los halos
de inhibicion. La actividad antifingica se establecid al observar cualquier halo
de inhibicion en el crecimiento fangico, y se determiné comparandolo con las
placas de control de crecimiento de cada una de las cepas. El procedimiento se

realiz6 por triplicado.

Determinacién de la concentracion minima inhibitoria

La concentracibn minima inhibitoria (CMI) se realiz6 siguiendo la metodologia
descrita por Rasooli y Mirmostafa (2003) y Rasooli et al. (2008) con ligeras
modificaciones. A partir de la concentracion que se obtuvo del extracto crudo de
Syzygium aromaticum, se tomaron 100 ul del mismo y se realizaron diluciones
seriadas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 y 1:64), de estas diluciones se tomaron 100 pl
y se colocaron en los micropozos de una placa que contenia 100 pl de caldo
Sabouraud dextrosa (CSD) y 50 pl de cada una de las suspensiones de
conidios. Las placas se incubaron a 28°C durante 48 horas. Las lecturas se
realizaron visualmente y se consideré la CMI como la mayor diluciébn que no
mostrd crecimiento fangico.

Evaluacion de la actividad antifungica de los componentes voléatiles del
extracto de Syzygium aromaticum
La actividad antifungica por volatilizacion de los componentes del extracto de

Syzygium aromaticum fue determinada segun Ross et al. (2001). En placas de
Petri que contenian PDA, se diseminaron de manera uniforme por separado

100 pl de cada una de las suspensiones de conidios. Seguidamente, se
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impregnaron discos de papel de filtro estériles Whatman N° 1 (Whatman,
EEUU) con 10 pul del extracto y se colocaron en la cara posterior de la tapa de
las placas de Petri, las mismas fueron selladas con cinta parafilm. Se contd con
un control de crecimiento con placas inoculadas con 100 pl de cada una de las
suspensiones de conidios. Las placas se incubaron durante un lapso de tiempo
de 3 a 5 dias, a una temperatura de 28°C y se observaron cada 24 horas.
Posteriormente, se midié con una regla los diametros de los halos de inhibicion.
La actividad antifiangica se establecié al observarse cualquier grado de
inhibicién del crecimiento flngico y se determin6é comparandolo con las placas
de control de crecimiento. El procedimiento se realiz6 por triplicado.

Analisis de resultados
Los resultados obtenidos se presentaron mediante estadistica descriptiva, a

través de tablas y figuras para demostrar la actividad antifungica del extracto de

Syzygium aromaticum sobre las cepas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los géneros fungicos aislados del area de oncologia del SAHUAPA, se
muestran en la tabla 1, donde, de un total de 66 muestras, solo 16 mostraron
crecimiento fungico, siendo Nigrospora sp. el hongo mayormente aislado,
seguido de los géneros Fusarium sp. y Curvularia sp., con un porcentaje de
16,67%, 6,06% y 1,51% respectivamente.

Tabla 1. Géneros fungicos aislados durante el mes de diciembre en el area de
oncologia del SAHUAPA, Cumana, estado Sucre.

Cantidad de muestras en las que se

Género aislo Porcentaje
Nigrospora sp. 11 16,67%
Fusarium sp. 4 6,06%
Curvularia sp. 1 1,51%
Total 16 24,24%

Centeno y Machado (2004), evaluaron las &reas criticas del Servicio Autbnomo
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cumana, estado Sucre,
donde encontraron la presencia de géneros como Aspergillus (46,80%),
Fusarium (11,06%) y Curvularia (4.34%). Por otro lado, Salazar (2012), aisl6
hongos filamentosos en areas criticas del hospital “Dr. Santos Anibal
Dominicci”’, Carupano, estado Sucre, encontrando una mayor proporcion de
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, y Curvularia. Asi mismo, Aguirre (2016),
en el Hospital universitario San Ignacio de Bogota, Colombia, encontr6 un

mayor porcentaje de Aspergillus, Fusarium y Curvularia.

La tabla 2 muestra la actividad antifingica del extracto de Syzygium aromaticum
sobre los diferentes géneros aislados del area de oncologia del SAHUAPA, en
la cual se puede observar que se produjo inhibicién del crecimiento flngico,
mostrando halos de inhibicion de 18,1 mm alrededor del disco para Nigrospora
sp., 17,3 mm y 15,7 mm de didmetro para Fusarium sp. y Curvularia sp.,
respectivamente; notandose que Nigrospora sp. resulté mas sensible al extracto

crudo de S. aromaticum en comparacion con los demas géneros en estudio.
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Tabla 2. Actividad antifungica del extracto de Syzygium aromaticum sobre los
diferentes géneros aislados.

Halos de inhibicidon

Extracto Géneros oromedio (mm)
Nigrospora sp. 18,1
Syzygium aromaticum Fusarium sp. 17,3
Curvularia sp. 15,7

mm: milimetro

En las figuras 1, 2 y 3, se ilustran los halos de inhibicion producidos por el
extracto crudo de Syzygium aromaticum sobre Nigrospora sp., Fusarium sp. y
Curvularia sp., pudiéndose observar que el extracto crudo de S. aromaticum
actu6 como antifiungico sobre el crecimiento de los hongos filamentosos en

estudio.

Figura 1. Actividad antifungica del extracto de Syzygium aromaticum sobre
Nigrospora sp. A: efecto antifingico del extracto de Syzygium aromaticum sobre el
microorganismo inoculado, B: control.
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Figura 2. Actividad antifungica del extracto de Syzygium aromaticum sobre
Fusarium sp. A: efecto antifingico del extracto de Syzygium aromaticum sobre el
microorganismo inoculado, B: control.

Figura 3. Actividad antifungica del extracto de Syzygium aromaticum sobre
Curvularia sp. A: efecto antifingico del extracto de Syzygium aromaticum sobre el
microorganismo inoculado, B: control.

Barrera y Garcia (2008), demostraron que los aceites esenciales de C.
zeylanium, S. aromaticum y T. vulgaris, presentaron actividad antifingica sobre
la cepa de Fusarium sp. la cual obtuvo valores de crecimiento micelial de 0 a 36

mm de diametro, comparados con el control. Por otro lado, Seetha y Naidu
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(2010) inocularon tomates y frutos de grosella con esporas de cepas de
Aspergillus, Mucor, y Rhizopus por el método de puncion, tanto antes como
después del tratamiento con aceite esencial de clavo de olor, eucalipto y limon;
de los tres aceites esenciales probados, el del clavo de olor mostré
considerablemente méas actividad antifungica frente a las cepas evaluadas.
Moura et al. (2012), trabajaron con los aceites esenciales de Cinnamomum
zeylanicum, Syzygium aromaticum y Origanum vulgare, los cuales resultaron
ser efectivos contra cepas de Candida tropicalis con halos de inhibicion
mayores a 39 mm. Por su parte, estudios realizados por Valdés et al. (2016),
demostraron que el extracto de S. aromaticum presentd actividad antifungica

contra los géneros de Aspergillus y Penicillium.

En la tabla 3 se describen los valores de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) del extracto crudo de S. aromaticum sobre los diferentes géneros
aislados. El extracto crudo de S. aromaticum inhibi6 el crecimiento de
Nigrospora sp. a una concentracion de 4,69 mg/ml, mientras que para
Curvularia sp. la CMI fue de 9,37 mg/ml y para Fusarium sp. de 18,75 mg/ml. La
mayor actividad del extracto crudo de S. aromaticum se pudo observar sobre
Nigrospora sp., ya que requiri6 de una concentracibn menor en comparacion
con los otros géneros evaluados en esta investigacion.

Tabla 3. Concentracién minima inhibitoria del extracto de Syzygium aromaticum
sobre Nigrospora sp., Curvularia sp. y Fusarium sp.

Concentraciéon minima inhibitoria (mg/ml)

Microorganismo

75 375 18,75 9,37 4,69 2,34
Nigrospora sp. - - - - - +
Curvularia sp. - - - - + +
Fusarium sp. - - - + + +

(-): No hubo crecimiento, (+): Hubo crecimiento

Kumar et al. (2010), al ensayar con el extracto etandlico de Syzygium
aromaticum y Allium sativum obtuvieron una CMI de 20 mg/ml sobre Aspergillus
flavus y Penicillum oxalicum. Asi mismo, Armas et al. (2011) demostraron que

los aceites esenciales de clavo de olor (Syzygium aromaticum) y canela
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(Cinnamomum zeylanicum) obtuvieron una CMI de 0,05, 0,10 y 0,20 pg/mi
inhibiendo el crecimiento de microorganismos como Aspergillus flavus. Por otro
lado, Caceres et al. (2014), probaron la actividad de tres extractos acuosos
sobre diferentes especies, tales como, Fusarium oxysporum, Alternaria
alternata, Geotrichum candidum, Trichoderma spp., Penicillum digitatum y
Aspergillus niger, donde el extracto acuoso de S. aromaticum presentdé CMI a

800 ppm para todos los hongos en estudio.

El efecto inhibitorio de los componentes volatiles del extracto crudo de S.
aromaticum sobre los hongos aislados se muestra en la tabla 4, indicando un
mayor halo de inhibicibn para Nigrospora sp. de 14,7 mm, seguido de
Curvularia sp. y Fusarium sp. con halos de inhibicién promedio de 14,3 mm vy
11,5 mm, respectivamente; comprobandose, nuevamente, que Nigrospora sp.

es el género en estudio mas sensible al extracto de S. aromaticum.

Tabla 4. Actividad antifungica de los componentes volatiles del extracto de
Syzygium aromaticum.

Halos de inhibicidn

Extracto Microorganismo \
promedio (mm)
Nigrospora sp. 14,7
Syzygium aromaticum Curvularia sp. 14,3
Fusarium sp. 11,5

mm: milimetro

En las figuras 4, 5 y 6 se observan los halos producidos por los componentes
volatiles del extracto de Syzygium aromaticum, donde se puede notar que estos
componentes volatiles actuaron como sustancia antifingica sobre el crecimiento

de Nigrospora sp., Curvularia sp. y Fusarium sp.
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Figura 4. Efecto inhibitorio de los componentes volatiles del extracto de Syzygium

aromaticum sobre Nigrospora sp. A: accion antifingica de los componentes volatiles de S.
aromaticum, B: control.

!

o~

Figura 5. Efecto inhibitorio de los componentes volétiles del extracto de Syzygium
aromaticum sobre Curvularia sp. A: acciéon antifingica de los componentes volatiles de S.
aromaticum, B: control.
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Figura 6. Efecto inhibitorio de los componentes volatiles del extracto de Syzygium
aromaticum sobre Fusarium sp. A: accién antifingica de los componentes volatiles de S.
aromaticum, B: control.

Al respecto, Lopez et al. (2005) compararon que la efectividad de los
compuestos volétiles de varios aceites esenciales, entre ellos el del clavo de
olor S. aromaticum, tienen buena actividad para inhibir a P. islandicum y A.
flavus. Por su parte, Camacho et al. (2016) evaluaron la actividad antifungica
por contacto de vapor de timol, eugenol (compuesto mayoritario del clavo de
olor) y cinamaldehido, adicionados a peliculas comestibles de almidén en
Rhizopus spp., donde el eugenol resultoé tener un buen efecto fungistatico a 400
ppm, impidiendo, en su totalidad, el desarrollo radial del hongo. Por otro lado,
Aguilar et al. (2015), probaron el efecto antifiungico de los componentes volatiles
de aceites esenciales de clavo y mostaza sobre Botrytis cinerea en fresa, donde
el aceite esencial del clavo resultdé ser efectivo, inhibiendo el crecimiento del

hongo.

La actividad antifungica del extracto de S. aromaticum, puede estar relacionada
por el gran porcentaje de eugenol, un compuesto fendlico del clavo de olor. Los
componentes principales del extracto pueden estar enlazados a iones y

moléculas de otras células. Se ha reportado que los antifingicos naturales
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provocan dafios a la membrana celular de las células expuestas a ellos,
dejandolas extremadamente solubles y con fracturas considerables que acaban
con exponer el contenido celular, e incluso el nucleo (Costa et al., 2011).

Los compuestos volatiles generados por los aceites esenciales atacan al ciclo
de vida de algunos mohos en la etapa de germinacién, en el crecimiento de la
hifa y en la etapa de esporulacion; la inactivacion del conidio presente en el aire
por los vapores de aceites esenciales es el proceso clave de la inhibicion, dado
que el conidio (suspendido en el aire) es estable al calor, la luz y a los

compuestos quimicos, siendo muy dificil de eliminar (Reyes et al., 2012).

Los vapores generados por aceites esenciales tienen mayor efecto
antimicrobiano que el contacto directo, esto ha tenido especial impacto contra
mohos, ya que, debido a su crecimiento superficial, ellos son mas susceptibles
a estos vapores. La generacion de vapores de aceites esenciales se basa en la
creacion de una atmosfera a una cierta temperatura, o un microambiente dado
por los propios aceites. Se ha demostrado que los principales componentes
volatiles de estos aceites derivan de un grupo de terpenoides, sesquiterpenos y
diterpenos, los cuales, a su vez, contienen diferentes grupos de hidrocarburos,
acidos, alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres y cetonas. Por lo tanto, de acuerdo
al grupo quimico funcional de cada aceite esencial, se derivan sus

componentes principales (Reyes et al., 2012).

Se ha demostrado que los aceites esenciales y sus componentes tienen un
efecto fungicida, son inocuos para el medio ambiente y para los consumidores.
Sin embargo, es importante tener en cuenta que, para obtener aceites
esenciales de composicién constante, tienen que ser extraidos en las mismas
condiciones que la planta, del mismo érgano de la planta que ha estado
creciendo en el mismo suelo, bajo el mismo clima y ha sido escogida en la

misma temporada, de lo contrario los aceites esenciales pueden presentar
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cambios, modificandose las proporciones de los metabolitos o transformandose
unos en otros (Bakkali et al., 2008; Barrera y Garcia, 2008).

Las evidencias experimentales disponibles hasta los momentos sugieren que
los componentes principales de los aceites esenciales muestran actividades
antimicrobianas debido a muchos factores, tales como: la inhibicion de la
biosintesis de la pared celular, la funcion de la membrana y actividades
enzimaticas especificas. Estudios a concentraciones letales de aceites
esenciales, demuestran que los mismos perturban la membrana celular. Sin
embargo, a concentraciones mas altas, pero sub-letales, actian como un
inhibidor de ATPasa, entrando en el periplasma e inhibiendo su actividad, y en
niveles muy bajos, pueden inhibir las enzimas que estan involucradas en la

interaccion de las citoquinas (Shreaz et al., 2016)

Las propiedades biolégicas de los aceites esenciales estan directamente
relacionadas con su composicion quimica. Las actividades antibacterianas y
antifingicas se deben a ciertos terpenoides y compuestos fendlicos; los fenoles
son inhibidores del crecimiento, dependiendo de su estructura quimica, razén
por la cual los aceites esenciales con alto contenido de fenoles presentan

elevada actividad antimicrobiana (Bakkali et al., 2008).

La accién antifangica del extracto crudo de Syzygium aromaticum,
probablemente, se deba a su constituyente mayoritario, el eugenol, en
combinacion con los deméas componentes de este extracto, cuyo mecanismo de
accion puede estar relacionado con la capacidad de alterar y penetrar
estructuras lipidicas de la pared celular, provocando lisis y, eventualmente, la
muerte de los hongos evaluados en este estudio. Se pudo observar, que el
extracto logré cumplir su accién de inhibicién tanto por contacto directo como a
través de sus componentes volatiles. Se puede considerar entonces, que el
extracto crudo de S. aromaticum puede ser utilizado como un antifingico

natural.
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CONCLUSIONES
El género fungico mayormente aislado del area de oncologia del Servicio

Autéonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” fue Nigrospora sp.,

seguido de Fusarium sp. y Curvularia sp.

El extracto crudo de Syzygium aromaticum, evidencié una marcada actividad

antifngica sobre Nigrospora sp., Curvularia sp. y Fusarium sp.

El extracto crudo de Syzygium aromaticum mostré actividad antifungica a

distintas concentraciones contra Nigrospora sp., Curvularia sp. y Fusarium sp.

Los componentes volatiles del extracto de Syzygium aromaticum demostraron

poseer actividad inhibitoria sobre los hongos en estudio.
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RECOMENDACIONES
Continuar el estudio, probando la actividad antifiungica del extracto de Syzygium

aromaticum contra hongos patégenos en humanos y animales.

Ejecutar técnicas cromatograficas para obtener individualmente los
componentes del extracto, para asi evaluar la actividad antifingica de cada uno

de los componentes.

Comprobar la actividad antifungica de otros extractos naturales, tanto in vitro

CcOmo in vivo.
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Resumen (abstract):

En el presente estudio se evalud el efecto inhibitorio del extracto crudo de
Syzygium aromaticum contra especies de hongos filamentosos aislados del
area de oncologia del Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala”, Cumanda, estado Sucre, para lo cual se tomaron 66
muestras ambientales en zonas internas del area de oncologia del hospital,
estas muestras fueron sembradas en placas con agar papa dextrosa para su
aislamiento e identificacion. Se prepararon suspensiones de conidios de los
microorganismos aislados, siguiendo la metodologia de Rasooli et al. (2008), y
el extracto etandlico de S. aromaticum siguiendo la metodologia pautada por
Bluma et al. (2008). Posteriormente, al extracto se le determiné la actividad
antifangica por el método de difusion en agar, la concentracion minima
inhibitoria (CMI) a los hongos que presentaron halos de inhibicion y, por ultimo,
la actividad antifangica por volatilizacion de los componentes. ElI hongo
mayormente aislado fue Nigrospora sp., seguido de Fusarium sp. y Curvularia
sp. Los resultados obtenidos de la actividad antifingica del extracto de S.
aromaticum se establecieron al observar cualquier halo de inhibiciébn en el
crecimiento fangico, donde Nigrospora sp., Fusarium sp. y Curvularia sp.
obtuvieron halos de inhibicién promedios de 18,1 mm, 17,3 mm y 15,7 mm de
diametro, respectivamente. La CMI del extracto fue de 4,69 mg/ml para
Nigrospora sp., de 9,37 mg/ml para Curvularia sp. y de 18,75 para Fusarium sp.
Al evaluar la actividad antifungica por volatilizacion de los componentes del
extracto de S. aromaticum, se pudo observar un halo promedio de inhibicion
para Nigrospora sp. de 14,7 mm, para Curvularia sp. de 14,3 mm y para
Fusarium sp. de 11,5 mm. Se concluyo que el género Nigrospora sp. fue el
hongo mayormente aislado, de igual forma, se pudo evidenciar que el extracto
de S. aromaticum y sus componentes volatiles poseen actividad antifingica
sobre las especies estudiadas.
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